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Resumen

Los bacteriéfagos han surgido como una alternativa prometedora para combatir
bacterias resistentes a los antibioticos, un problema de salud global cuyo control
requiere un abordaje integral. Este estudio se centra en la caracterizacion
microbioldgica, gendmica y estructural de dos bacteriofagos, FEX1 y FEX2,
seleccionados por su actividad litica contra Salmonella enterica serovar
Typhimurium. La caracterizacion microbioldgica revel6 que FEX1 presenta una
morfologia siphoviral, un periodo de latencia de 15 minutos y un tamafio de
explosién de 109 PFU/célula, mientras que FEX2 exhibe una morfologia myoviral,
un periodo de latencia de 20 minutos, pero con un mayor tamafio de explosion (196
PFU/célula). La determinacion del MOI indico que FEX1 y FEX2 alcanzaron su
méaxima produccién a 0.01 y 0.001, respectivamente. Los ensayos de estabilidad
mostraron que FEX1 fue mas resistente al estrés térmico, mientras que FEX2
mostré una mayor tolerancia a condiciones alcalinas. EI andlisis genémico
identifico a FEX1 como un nuevo miembro del género Tequintavirus y a FEX2
como un miembro de Felixounavirus. Ambos genomas carecen de genes de
resistencia a antibidticos y factores de virulencia. EI mapeo estructural, utilizando
herramientas bioinformaticas y microscopia electronica de transmision (TEM),
sugirié similitudes entre FEX1 y el fago DT57C, mientras que la estructura de la
capside de FEX2 se asemejo a la del fago Sf14. Estos hallazgos contribuyen a la
comprension de la biologia de los bacteriéfagos y respaldan el potencial de FEX1
y FEX2 como candidatos para la fagoterapia contra Salmonella.

Palabras clave: Bacteriofago, Salmonella, genoma, Siphovirus, Myovirus,

Tequintavirus, Felixounavirus.



Abstract

Bacteriophages have emerged as a promising alternative to combat antibiotic-
resistant bacteria, a global health issue that requires a comprehensive approach.
This study focuses on the microbiological, genomic, and structural characterization
of two bacteriophages, FEX1 and FEX2, selected for their lytic activity against
Salmonella enterica serovar Typhimurium. Microbiological characterization
revealed that FEX1 exhibits a siphoviral morphology, a latent period of 15 minutes,
and a burst size of 109 PFU/cell, while FEX2 displays a myoviral morphology, a
20-minute latent period, but a higher burst size (196 PFU/cell). The determination
of the MOl indicated that FEX1 and FEX2 reached their maximum production at
0.01 and 0.001, respectively. Stability assays showed that FEX1 was more resistant
to thermal stress, whereas FEX2 demonstrated greater tolerance to alkaline
conditions. Genomic analysis identified FEX1 as a novel member of the
Tequintavirus genus and FEX2 as a member of Felixounavirus. Both genomes lack
antibiotic resistance genes and virulence factors. Structural mapping, using
bioinformatics tools and transmission electron microscopy (TEM), suggested
similarities between FEX1 and phage DT57C, while the capsid structure of FEX2
resembled that of phage Sf14. These findings contribute to the understanding of
phage biology and support the potential of FEX1 and FEX2 as candidates for phage
therapy against Salmonella.

Keywords: Bacteriophage, Salmonella, genome, Siphovirus, Myovirus,

Tequintavirus, Felixounavirus.



Introduccién

Los bacteriéfagos, virus que infectan bacterias especificas, constituyen una de las
entidades biologicas mas abundantes y diversificadas en la Tierra, desempefiando
un papel crucial en la regulacion de las poblaciones y ecosistemas microbianos (1-
3). Aunque fueron descubiertos ya en el siglo XX, en la actualidad se ha abierto
nuevas rutas de investigacion y desarrollo, especialmente debido a que la
resistencia a los antibidticos emerge como una amenaza global para la salud publica
(4,5). Este fendbmeno ha impulsado la reevaluacion de los bacteriéfagos como
agentes terapéuticos, marcando un renacimiento en la investigacion de fagos y

su aplicacion potencial en la biotecnologia y la medicina (6-8).

En el contexto de la resistencia antibidtica, Salmonella enterica serovar
Typhimurium (en adelante S. Typhimurium) es un patdgeno particularmente
desafiante, asociado con enfermedades zoonoticas graves y brotes de infeccion
alimentaria en todo el mundo (9-12). La adaptabilidad y resistencia de esta
bacteria a multiples farmacos resaltan la urgencia de explorar alternativas
terapéuticas eficaces. Los bacteriofagos especificos contra Salmonella ofrecen
una solucion prometedora, dado su mecanismo de accion especifico y su
capacidad para coevolucionar con sus huéspedes bacterianos, superando asi las

limitaciones de los tratamientos antibidticos convencionales (13, 14).

El estudio del desempefio de los bacteriéfagos en el tratamiento de infecciones
bacterianas no es algo reciente. Un estudio realizado por Alisky et al. (1998),

recopilé publicaciones desde 1966 a 1996, dejando en evidencia que la terapia



fagica en humanos obtuvo un éxito del 80-95% en infecciones provocadas por
bacterias patdgenas de los generos Staphylococcus, Klebsiella, Escherichia,
Pseudomona y Salmonella (15). Tras ello diversos estudios muestran el potencial
terapeutico de los bacteridéfagos y constituyen una alternativa para el tratamiento de

infecciones bacterianas causadas por cepas antibiotico-resistentes (16-18).

Como aporte a esta linea de investigacion, en un estudio previo realizado por el
Laboratorio de Resistencia a Antimicrobianos y Fagoterapia (Universidad Peruana
Cayetano Heredia, UPCH) se aislaron 6 bacteridfagos con actividad litica significativa
a S. Typhimurium (ATCC 14028), reportando que el fago denominado
provisionalmente como “FEX” presentaba mejores propiedades fenotipicas entre ellas
su capacidad litica. El estudio se limit6 a la caracterizacion microbiolégica del fago
aislado y un abordaje terapéutico a nivel preclinico en el modelo animal Cavia porcellus
(19). Otros estudios destacan no solo la capacidad de los bacteriéfagos para actuar
como agentes antibacterianos naturales sino también su potencial para ser
desarrollados como tratamientos especificos para patdgenos resistentes a los
medicamentos, y como componente fundamental de cocteles de bacteri6fagos

destinados a tratar salmonelosis (20, 21).

Inicialmente, el objetivo de este trabajo consistia en llevar a cabo una
caracterizacion genomica y mapeo estructural detallado del fago FEX. No obstante,
durante el proceso de secuenciacion y analisis gendémico, se detecto que la muestra
originalmente descrita no correspondia a una poblacion homogénea de un solo fago,

sino que se componia de al menos dos fagos distintos. Este descubrimiento planted



nuevas preguntas, ya que cada uno de estos fagos podria presentar propiedades
microbioldgicas y genéticas Unicas. A partir de este hallazgo, el propoésito de la
presente investigacion se reformuld para abordar la caracterizacion integral de
ambas entidades fagicas, denominadas de ahora en adelante como fagos FEX1 y
FEX2. Asi, el trabajo no solo busca describir las caracteristicas genomicas y
estructurales de cada fago, sino también realizar una nueva caracterizacion
microbioldgica individual, con el fin de comprender sus diferencias fenotipicas, sus
posibles interacciones y su potencial aplicacion en &mbitos clinicos o industriales

(22).

Al caracterizar aisladamente a los bacteriéfagos FEX1 y FEX2 que evidencian
potencial litico para la bacteria S. Typhimurium ATCC 14028, esta investigacion
proporciona una base solida para el desarrollo de innovaciones biotecnoldgicas
especificas que puedan ser aplicadas no solo en el tratamiento de la salmonelosis
sino también en la prevencién de contaminacién por Salmonella en productos

alimenticios y las consecuencias que pueden derivarse de esta (23,24).



Il.  Marco tedrico
i.  Salmonelosis y resistencia antimicrobiana
La circulacion de serovares de Salmonella entrica en alimentos de origen animal
presenta patrones definidos por matriz y region. Estudios recopilatorios identifica a
S. Typhimurium como un serovar de distribucién cosmopolita presente en multiples
matrices, mientras que S. Enteritidis se asocia de manera persistente con productos
avicolas. Otros serovares muestran afinidades particulares, como S. Anatum en
carne de res y S. Weltevreden en productos marinos, junto con la emergencia de

Derby, Agona, Infantis y Kentaky (25).

Mas alla de la cadena alimentaria, los hospederos animales cercanos a humanos
pueden participar en la ecologia de Salmonella. En mascotas se han documentado
aislamientos con multirresistencia fenotipica, con perfiles que incluyen resistencia
a estreptomicina, cotrimoxazol, tetraciclina y ceftriaxona. A nivel genémico, estos
aislamientos portan genes de resistencia como floR, blaCTX-M-15 y blaCTX-M-55,
y un repertorio diverso de plasmidos, tales como IncA/C2, IncFII(S), IncX1,

IncFIB(S) y IncQ1 (26).

En sistemas pecuarios especificos, como la crianza de cuyes, la caracterizacion
genémica de S. Typhimurium ha mostrado la coexistencia de dos linajes
diferenciados pertenecientes al ST19, separados por un gran numero de SNPs. Uno
de ellos corresponde a una variante monoféasica en la que los genes fliA y fliB estan
ausentes por insercién de secuencias fagicas. En estos aislamientos se detect6 de

forma consistente un plasmido de virulencia tipo pSLT con el operén spvRABCD y



un repertorio de profagos distribuidos segun si linaje. Aunque la mayoria de los
aislamientos de cuy no presentaron multiples genes de resistencia, se identificé un
cassette con ant(3’)-la, dfrAl5, gacE y sull insertado en un plasmido de tipo Incl1.
En paralelo, aislamientos humanos filogenéticamente proximos portaron
determinantes clinicamente relevantes como blaCTX-M-65 y mcr-1, y agruparon
dentro de los mismos clisteres que los de cuy, mostrando el potencial de infeccion

cruzada entre hospederos (27).

ii. Bacteriéfagos

Los bacteri6fagos (fagos) son virus que infectan especificamente a las bacterias,
actuando como agentes de lisis y control de poblaciones bacterianas en diversos
ecosistemas (1). Estructuralmente cuentan con una capside de naturaleza proteica
que encapsula el material genético del bacteriéfago. También cuentan con una
estructura portal, que permite el paso del material genético tras la adhesién a la
bacteria (28). Algunos fagos cuentan con una cola que separa a la capside de la
base del bacteriéfago, la cual en algunos casos se contrae cuando se da la
inyeccidn del material genético al hospedero (29). Dada su complejidad bioldgica,
los fagos se le clasifican en base a su morfologia, composicion genética y el tipo deciclo
de vida que adoptan, distinguiendo entre los que siguen un ciclo litico, que
destruye la célula bacteriana, y aquellos con un ciclo lisogénico, integrando su
material genético en el huésped sin causar dafio inmediato (1, 2). Esta dualidad en
los mecanismos de accion subraya la adaptabilidad y la evolucion de los
bacteri6fagos, facilitando su persistencia en entornos cambiantes y su uso en

aplicaciones biotecnolégicas, dada su capacidad para seleccionar especificamente



sus huespedes bacterianos (30).

iii. Clasificacion de bacteriéfagos

Hasta el afio 2022, la clasificacion de bacteridéfagos se basaba principalmente en su
morfologia. Se establecieron familias en base a su estructura y naturaleza del
material genético. Los bacteriofagos de ADN de cadena simple estaban compuestas
por las familias Microviridae y Inoviridae, mientras que los que son de ARN de
cadena simple pertenecian a la familia Leviviridae. Los que contaban con ARN de
doble cadena eran de la familia Cystoviridae. Por ultimo, los que contaban con
ADN de doble cadena se clasificaban por tener cola en su morfologia. Las familias
que contaban con cola eran Siphoviridae Ackermanviridae, Podoviridae vy
Myoviridae, mientras que las familias que no contaban con cola eran Tectiviridae,

Corticoviridae y Plasmaviridae (31).

Tras las actualizaciones ratificadas por el Comité Internacional de Taxonomia de
Virus (ICTV) en 2022, se aboli6 oficialmente la clasificacion morfologica de los
bacteriofagos, lo que implico la eliminacion de las familias Myoviridae,
Siphoviridae y Podoviridae, asi como del orden Caudovirales. En su lugar, se
adoptd una clasificacion basada en relaciones filogenéticas a nivel gendmico,
estableciendo la clase Caudoviricetes para agrupar todos los virus bacterianos y
arqueanos con capside icosaédrica y genoma de ADN de doble cadena. Como
resultado de esta reestructuracion, se crearon o redefinieron un orden, 22 familias,
30 subfamilias, 321 géneros y 862 especies, conforme al listado taxondmico
aprobado (MSL37). Ademas, se instaur0 un sistema binomial libre para la

denominacion de especies, consistente en un nombre de género seguido de un



epiteto especifico, alineado con las normas taxondmicas del resto de los organismos
bioldgicos. Esta nueva nomenclatura fue aplicada a mas de 2,500 especies de virus
bacterianos, muchas de las cuales adoptaron el nombre del virus ejemplar
correspondiente. Si bien los términos morfolégicos como "Siphovirus™, "Myovirus"
0 "Podovirus" se mantienen como descriptores informales, estos ya no poseen
validez taxonomica oficial (32). Los fagos siphovirus presentan una capside
isométrica y una cola larga, delgada y flexible de tipo no contractil, formada por un
tubo proteico principal y un conjunto terminal sencillo compuesto por fibras cortas
para el anclaje al hospedero. Carecen de vaina contractil y la estructura caudal
mantienen su longitud durante el proceso de adsorcion. En contraste, los fagos
myovirus exhiben una capside isométrica y una cola robusta provista de una vaina
contractil que rodea el tubo central, acompafiada de una placa basal compleja con
fibras largas de reconocimiento. Tras el anclaje, la vaina se contrae y expone el tubo
interno, diferenciandose asi de la cola contractil caracteristica de los siphovirus. Por
ultimo, los fagos podovirus presentan solamente la cépside como estructura
principal. Estos no cuentan con una cola, en su lugar cuentan con una estructura que

se limita al rol de inyeccion del material genético. (31, 32)

Los avances recientes en la comprension de la diversidad viral han permitido
establecer paralelismos entre virus eucariotas y bacteriofagos, especialmente en
cuanto a su composicion genomica y estructural. A partir de criterios de
clasificacion basados en el sistema de Baltimore, se ha propuesto una organizacion
filogenética que distribuye a todos los virus conocidos, incluidos los bacteriéfagos,

en clases segun el tipo de &acido nucleico que poseen. En este contexto, los



bacteriofagos pueden agruparse principalmente en las clases 1 (ADN de doble
cadena), Il (ADN de cadena sencilla), 11l (ARN de doble cadena) y IV (ARN
monocatenario de sentido positivo). La clase | estd dominada por la clase
Caudoviricetes, compuesta por fagos con capside icosaédrica y cola, que son los
mas abundantes en el cuerpo humano. Le siguen, en menor proporcion, los
Tectiliviricetes, también con genoma de ADN bicatenario. Dentro de la clase 11 se
encuentran los fagos filamentosos de las Ordenes Faserviricetes vy
Malgrandaviricetes, mientras que en la clase Il destaca el orden Vidaverviricetes,
compuesto por fagos de ARN de doble cadena. Finalmente, la clase IV incluye a
los Leviviricetes, fagos con genoma de ARN monocatenario de sentido positivo.
Esta clasificacion subraya la estrecha relacion evolutiva entre los virus bacterianos
y eucariotas, sino que también sugieren posibles mecanismos compartidos de
reconocimiento inmunolégico. La representacion esquematica de esta distribucion
taxondmica puede observarse en la Figura N°1, donde se ilustran los principales
grupos virales junto con sus estructuras representativas y su correspondiente

clasificacion por tipo de material genético.
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Figura N°1. Relacion filogenética y clasificacion genémica de virus eucariotas y
bacteriofagos basada en el tipo de acido nucleico (33).

iv. Ciclo de vida de bacteriéfagos liticos y lisogénicos

Los bacteriéfagos pueden seguir dos estrategias principales de replicacion dentro
de sus huéspedes: el ciclo litico y el ciclo lisogénico. En el ciclo litico, los fagos
infectan bacterias para multiplicarse rapidamente y provocar la lisis celular,
liberando gran cantidad de particulas virales. En cambio, en el ciclo lisogénico, el
virus se integra al cromosoma de la bacteria para ser transmitido verticalmente en
su linaje, por generaciones. Ambos ciclos comparten las etapas iniciales de
infeccion, las cuales se describen a continuacion (34). Primero se da el contacto: en
este paso el fago busca una célula hospedera adecuada. Los bacteriéfagos son muy
selectivos con respecto a las bacterias que pueden infectar, generalmente guiados

por la estructura de receptores especificos en la superficie de la célula bacteriana



(35). Luego del primer contacto, el bacteriofago se adhiere firmemente a la
superficie de la bacteria huésped mediante interacciones fisico-quimicas entre sus
proteinas y los receptores ubicados en la membrana bacteriana. Esta union asegura
que el bacteriéfago esté correctamente posicionado para el siguiente paso. Una vez
que el bacteriofago esta firmemente unido, introduce su material genético dentro de
la bacteria huésped. En algunos bacteriofagos, la vaina de la cola se contrae,
forzando la penetracion de la cubierta celular y permitiendo que el &cido nucleico

del bacteriéfago (ADN o ARN) fluya hacia el interior de la célula (36).

Tras la inyeccion del material genético, el fago puede optar por continuar con el
ciclo litico o entrar en un estado lisogénico, dependiendo del tipo de fago y las
condiciones del entorno. Dentro del ciclo litico, el material genético del
bacteriofago secuestra la maquinaria celular del huésped, redirigiéndola para
sintetizar componentes virales: proteinas de capside, acido nucleico y otras
proteinas necesarias para formar nuevos bacteriéfagos. Estos componentes se
ensamblan en nuevas particulas viricas en el citoplasma de la bacteria. Finalmente,
al acumularse un numero suficiente de nuevos bacteri6fagos dentro de la célula
huésped, se sintetizan endolisinas que debilitan y rompen la pared celular bacteriana
desde dentro (37). Esto causa la liberacion de nuevos bacteriofagos que pueden

infectar a otras celulas bacterianas cercanas, repitiendo el ciclo.

En contraste, en el ciclo lisogénico, el ADN viral se integra en el genoma de la

célula bacteriana, formando un profago. En esta fase, el material genético viral

permanece en estado latente y se replica junto con el ADN del huésped durante la
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division celular, sin provocar dafio inmediato. Esta relacion puede mantenerse
durante multiples generaciones bacterianas (38). Sin embargo, ciertos factores
ambientales o condiciones de estrés pueden inducir al profago a salir de su estado
latente e ingresar al ciclo litico, reanudando la produccién activa de nuevos viriones
y culminando en la lisis celular (39). Ambos ciclos, litico y lisogénico, estan
representados esquematicamente en la Figura N°2, la cual ilustra las principales

etapas del proceso infeccioso de los bacteri6fagos.
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Figura N.° 2. Ciclos litico y lisogénico de los bacteriofagos. El grafico muestra las
fases del ciclo reproductivo de un fago, desde la infeccion inicial hasta la liberacion
de nuevas particulas viricas o la integracion del genoma viral al ADN bacteriano.
Imagen elaborada por el autor, adaptacién de Campbell A., 2023 (40)

v. Bacteriéfago FEX

El bacteriofago inicialmente denominado como FEX fue aislado a partir de

muestras fecales de Cavia porcellus provenientes de criaderos de cuyes en Lima.
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Este bacteriéfago demostré elevada capacidad litica contra cepas de S.
Typhimurium, siendo fuertemente litico contra 34/44 (72.3%) cepas de esta bacteria

y moderadamente litico frente a 10/44 (27.7%) cepas. (Figura N°3).
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Figura N°3. Perfil litico de bacteri6fagos aislados
de muestras fecales de Cavia porcellus provenientes
de criaderos de cuyes en Lima. Se evaluaron 44
aislamientos de S. Typhimurium. (19)

Tras la evaluacion de su capacidad litica, realizaron la “curva de un solo paso”,
encontrando que el bacteriofago FEX presentaba un periodo de latencia de 32
minutos y una produccién maxima de bacteri6fagos (46 bacteridfagos por bacteria)
a los 45 minutos (Figura N°4). Estas caracteristicas en conjunto posicionaron al
fago como un buen candidato para Fagoterapia, lo que ameritaba profundizar los

estudios gendmicos y estructurales, que son el objetivo del presente estudio.
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Figura N°4. Curva de “un solo paso” para el bacteriéfago FEX. En el eje horizontal
se sefiala el tiempo en minutos, mientras que en el eje vertical se encuentra la
produccion de bacteriéfagos (en funcion a PFU, unidades formadoras de placas).

Sin embargo, dados los hallazgos posteriores de la verdadera composicion de la
comunidad fagica, se requiere caracterizar microbioldgica y molecularmente a los

2 fagos, FEX1 y FEX2.

vi. Caracterizacion microbioldgica

La caracterizacion microbioldgica de bacteriéfagos involucra la determinacion de
parametros fenotipicos que son caracteristicos de los fagos evaluados. Dentro de
estos parametros encontramos a la diversidad de bacterias hospederas, que
proporciona informacion valiosa sobre la selectividad del fago al momento de
infectar a su hospedero. Se evallUan factores como la multiplicada de infeccion
(MOQI), que se refiere al ratio dptimo de fagos (en términos de unidades formadores

de placa, PFU) y bacterias (en términos de unidades formadoras de colonia, CFU)
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que permite maximizar la produccion de particulas virales. A su vez, la curva “de
un solo paso” permite determinar aspectos como el periodo de latencia del virus,
que se refiere al periodo de tiempo que pasa desde la infeccion hasta la lisis de la
bacteria, también permite obtener el “burst size” o tamafio de explosion, que indica
cuantas particulas virales (en términos de PFU) se produjeron por bacteria infectada
por un fago. Por dltimo, se pueden evaluar estabilidad del fago en un espectro
amplio de pH y T°, con el fin de conocer las limitaciones fisicas del fago que afecten

directamente su viabilidad.

vii. Caracterizacion genémica

La caracterizacion gendmica de bacteriéfagos proporciona informacion sobre su
diversidad, estructura genética y mecanismos de replicacion. Avances en técnicas
de secuenciacion han permitido una exploracién detallada de genomas fagicos,
revelando genes criticos para la infeccion fagica y la interaccion con sus
hospederos bacterianos (30). Ademas, ha permitido el refinamiento de los principios
de ordenamiento taxonémico que ahora toma en consideracion aspectos genémicos y
no morfoldgicos para la clasificacion taxondémica (41). Otro aspecto funcional de
estos genes es determinar la estabilidad del bacteri6fago en el medio en el que se
encuentra (37). Esta informacion es invaluable para aplicaciones practicas, como
la ingenieria de bacteri6fagos para terapias especificas o como herramientas

biotecnoldgicas en diversas industrias (42,43).

viii. Caracterizaciéon estructural

Empleando microscopia electronica se puede determinar la conformacion

estructural de los bacteriéfagos, detallando la organizaciéon de sus capsides, la
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estructura de sus colas y sus aparatos de inyeccion de ADN (22). Esta
comprension estructural no solo es fundamental para comprender los mecanismos
de infeccion, sino que también facilita el disefio racional de cdcteles de
bacteriofagos en aplicaciones biotecnologicas, permitiendo ademas la propuesta
de modificaciones especificas que pueden optimizar su eficacia, estabilidad y
especificidad (30). Ante la eventual falta de informacion estructural de alta
resolucion, las imagenes de microscopia electrénica de transmision (TEM),
pueden permitir un mapeo tomando como referencia estructuras tridimensionales
elucidadas de fagos genéticamente cercanos. Esto se refiere a la asignacion de las
proteinas estructurales del fago a las del fago de referencia, teniendo en cuenta
que haya una relacion de homologia significativa, y una localizacién posible en

un modelo de baja resolucion.
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Il.  Justificacion

El proposito de este estudio se centra en la identificacion y caracterizacion
microbioldgica, gendémica y estructural, de los bacteri6fagos FEX1 y FEX2
previamente aislados que demostraron capacidad litica contra S. Typhimurium.
Este enfoque se alinea con el objetivo principal de comprender a fondo las
propiedades y el potencial uso de estos bacteriéfagos especificos, contemplando
su aplicacion como tratamiento para infecciones por cepas resistentes a
antibidticos. La importancia de este estudio radica en la necesidad de ampliar
nuestro conocimiento cientifico sobre los bacteriéfagos, organismos que
presentan una diversidad bioldgica inmensa y un potencial significativo en
biotecnologia. La caracterizacion de estos bacteriéfagos nos ha permitido generar
informacion valiosa sobre su comportamiento microbiol6gico, genoma y
estructura. Ademas, la caracterizacién microbiolégica, gendémica y estructural de
estos bacteriofagos contribuird significativamente a ampliar la base de datos
global de bacteri6fagos, facilitando comparaciones genéticas y funcionales con
otros bacteriéfagos y ayudando a formar un panorama evolutivo y ecolégico de

estos virus.

La relevancia de este estudio también se sustenta en el potencial biotecnologico
de estos bacteriofago, considerando su efectividad comprobada contra S.
Typhimurium. Aunque el proyecto no se enfoque en la aplicacion terapéutica
directa, el entendimiento profundo de las caracteristicas del bacteriéfago puede
abrir puertas a futuras investigaciones y aplicaciones biotecnologicas, incluyendo,

pero no limitandose, al control de enfermedades bacterianas en diversos contextos.
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IV.  Pregunta de investigacion

¢Cuales son las caracteristicas microbiologicas, gendmicas y estructurales
especificas de los bacteri6fago FEX1 y FEX2 previamente aislados que

demostraron eficacia litica contra Salmonella enterica serovar Typhimurium?

V.  Objetivos

i.  Objetivo general

Caracterizar microbiol6gica, gendmica y estructuralmente los bacteriéfagos FEX1

y FEX2 especificos para Salmonella enterica serovar Typhimurium.

ii.  Objetivos especificos

e Determinar pardmetros microbioldgicos de los fagos FEX1 y FEX2, tales
como el MOI, la curva de un solo paso, espectro de hospederos y estabilidad
en funcion al pH y temperatura.

e Caracterizar el genoma de los bacteriéfagos FEX1 y FEX2 especificos para
S. Typhimurium.

e Identificar la estructura de los bacteriéfagos FEX1 y FEX2 especificos para
S. Typhimurium por medio de TEM.

e Realizar una representacion grafica de la asignacion de proteinas

estructurales de los bacteriofagos FEX1 y FEX2.
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VI.  Metodologia

i.  Cultivo de la cepa hospedera

Se empled la cepa S. Typhimurium ATCC 14028 como hospedero para el
bacteriéfago. Para su reactivacion se emple6 caldo LB (Luria-Bertani, HiMedia,
India) y se incub6 a 37°C durante 24 horas. Tras la incubacion, del caldo se
sembrd en agar LB (Luria-Bertani, HiMedia, India) y se incubd de la misma
forma. Una vez culminada la incubacion se sembré en agar selectivo SS
(salmonella-shigella, Merck, Alemania) con el objetivo de asegurar la pureza del
cultivo. Después de esto se volvi6 a sembrar a partir de la placa de SS a una placa
con agar LB, del cual se tomaron las colonias con las cuales se trabajo (pasando a
denominarse “cepa de trabajo”). Estos dos ultimos pasos se repitieron en un
intervalo de 1 semana para mantener la cepa de trabajo libre de contaminacion

bacteriana.

ii.  Obtencidn de poblaciones de bacteridéfagos

Para asegurar el aislamiento de una sola especie de bacteriéfagos y no una
comunidad de ellos, se realizd el procedimiento de siembras de calvas
consecutivas descrito en la Figura N°5. Primero se prepar6 una suspension de la
cepa de trabajo a una concentracion equivalente a la escala 0.5 de Mc Farland (MF)
la cual se empleo posteriormente para el inoculo bacteriano. Luego, se realizaron
diluciones seriadas de 1 en 10 hasta la dilucién 10710 a partir de la suspension
inicial de bacteriéfagos. Estas diluciones se realizaron empleando NaCl al 0.9%
como diluyente. Para permitir la interaccion de los fagos con la bacteria, se

mezclaron 300uL de la dilucién de fagos correspondiente con 600uL del in6culo
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bacteriano. Esta mezcla se dejo incubar a 37°C por 10 minutos. Luego, todo el
volumen se agregd a un tubo con 5 mL de “soft-agar” LB (7 g/L de agar agar). La
mezcla fue vertida sobre la placa previamente preparada con agar LB, formando
una bicapa. La placa se incub06 a 37°C por 24 horas teniendo cuidado al invertir

las placas para reducir el riesgo de desprendimiento de la capa superior de agar.

Terminada la incubacidn, se aprecio la formacion de zonas circulares traslucidas
en las cuales no habia crecimiento bacteriano (placas de lisis 0 “calvas”). Se
registrd la forma de las calvas y con ayuda de un tip estéril de 200uL se picé una
calva (colectando la seccion de agar correspondiente a la calva). Esta porcion de
agar fue depositada en 500uL de buffer SM (200 mM NaCl/ 50 mM Tris-HCI/ 10
Mm MgS04, pH: 7.5) y se dej6 incubar a 37°C por 30 minutos para permitir la
liberacion de las particulas virales del agar al buffer. Este procedimiento se repitio

unas dos veces mas a fin de obtener una sola especie de bacteriéfagos (44).
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Figura N°5. Procedimiento de obtencion de cultivos de fagos de una sola especie.
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iii.  Amplificacion y concentracion del bacteriofago

El proceso de amplificacion viral consiste aumentar exponencialmente la cantidad
de bacteriofagos empleando a la bacteria hospedero como sistema de replicacion,
dicho procedimiento se representa graficamente en la Figura N°6. Para tal fin se
empleo caldo LB 2X (medio LB con el doble de concentracion, 90mL), en el cual
se inoculd 1mL de una suspension de bacterias a una concentracion equivalente
al tubo de 0.5 de MF. En forma paralela se inoculd también 200uL de suspension
de bacteri6fagos (previamente aislados y purificados). La mezcla se incub6 a

37°C por 24 horas en agitacion a 150 rpm.

A este punto del proceso, los bacteri6fagos se encontraban suspendidos en el
medio. Para separarlos de las bacterias se centrifug6 el medio a 20000 rpm por 10
min. con el fin de precipitar la biomasa suspendida en el medio mientras que los
bacteriéfagos se mantendrian en el sobrenadante. Se separ6 cuidadosamente esta
porcién y se sometid a filtracion empleando filtros de nylon con poros de didmetro

de 0.22um.

El siguiente paso fue concentrar la suspension de bacteriofagos, para lo cual se
empled Polietilengligol (PEG) 8000, recomendado para precipitar bacteriofagos a
partir de una suspension liquida (45). Se prepar6 una solucion de PEG al 10% m/v
empleando la suspension de bacteriofagos como solvente y se incub6 a 4°C por 24
horas. La incubacion en frio facilitd la precipitacion de los bacteriéfagos, aspecto
crucial durante todo el proceso. Tras la incubacion se centrifugd a 10000 rpm a

4°C por 15 min. para completar la precipitacion (Sorvall, Estados Unidos). La
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presencia de un pellet pequefio de color blanquecino en el fundo del tubo, indica
la presencia de bacteridfagos. Seguidamente se suspendid el pellet en un volumen
de buffer SM (200 mM NaCl/ 50 mM Tris-HCI/ 10 mM MgSO04, pH: 7.5) 10
veces menor al volumen inicial. El buffer SM fue empleado para la dilucion y

almacenamiento de bacteriofagos (46).

X
~— —+s00mL. - tseoml
E —> = —
Z F Incubacién a 37°C, 150rpm,
por 24 h.
Medio LB 2X Adicién de: 3
e 1mL de suspensién de )
fagos.
e 200 uL de suspencién
de bacterias 0.5 MF. =
P (’-D- ,,.1
- Centrifugacién a

— 10000rpm por 15 min.
f -—
T <S00mL 4
= -— =1 i
3 ). 1 1

Filtracién con membrana de

Suspension de
celulosa de 0.25um

bacteriofagos

Figura N°6. Esquema del procedimiento de purificacion

iv. Determinacion de la concentracién de bacteriéfagos

Se empleo el método de cuantificacion por conteo de placas de lisis en medio
solido, mostrado en la Figura N°7. Primero se preparo una suspension de la cepa
de trabajo a una concentracion equivalente a 0.5 MF la cual se empled para el
inoculo bacteriano. A partir de la suspension concentrada de bacteriéfagos se
realizaron diluciones seriadas al décimo empleando NaCl al 0.9% hasta la dilucién

107%, De cada dilucion se tomé un volumen de 100 uL y se mezcld con 5 mL de
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“soft-agar” LB. Seguidamente, se agregé 100 uL del in6culo bacteriano
previamente preparado. La mezcla fue vertida sobre la placa previamente
preparada con agar LB, formando una bicapa. La placa se incub6 a 37°C por 24
horas teniendo cuidado al invertirlas para evitar el riesgo de desprendimiento de
la capa superior de agar. Terminada la incubacion, se aprecio la formacion de
placas de lisis en la superficie de la placa. Basandose en el nimero de placas de
lisis que se pudieron contar y tomando en cuenta la dilucion de donde proviene el
indculo de bacteriofagos se pudo determinar la concentracion de la suspension de
bacteriofagos original en unidades formadoras de placas por mililitro (unidades

formadoras de placas o PFU/mL).

_ 500uL 500uL 500uL 500uL  500uL 500uL 500 uL

~500mL ‘ | [ | ‘ ‘

500 uL Tubos con

NaCl 0.9%

Fololylyd

Suspensién 107 102 10® 10% 10 10® 107 10°
de fagos

Contar de entre
30-300 PFU

—

Disminucién en el n° de
placas de lisis

Figura N°7. Esquema del procedimiento de determinacion de la concentracion
de bacteriofagos.

v. Determinacion del rango de hospederos

Se evalud la capacidad litica de los fagos FEX1 y FEX2 frente a otras

serovariedades de Salmonella enterica: Salmonella Typhi, Salmonella Infantis y

22



Salmonella Enteritidis, para lo cual se empled el método de spot test. Empleando
solucion salina al 0.9%, se prepararon suspensiones bacterianas de los serovares de
Salmonella a una concentracion equivalente a la escala 0.5 MF. Con ayuda de un
hisopo estéril, se propagaron estas suspensiones en la superficie de una placa de
agar LB. Tras esperar que las placas sequen, se inoculd un volumen de 5 uL de la
suspension de fago en la superficie de la placa. Después de un periodo de incubacion
de 24 horas a 37°C, se evalud la presencia de zonas de inhibicién de crecimiento
donde se aplicaron la suspension de fagos, evidenciando la actividad litica de los

fagos.

vi. Determinacion del MOI y curva de “un solo paso”

Para determinarla el indice de multiplicidad de infeccion (MOI) se partié de una
suspension de la bacteria hospedero en solucion salina al 0,9% a una concentracion
equivalente a la escala 0.5 MF (1.5 x 108 CFU /mL). Esta suspension se mezcld con
un filtrado de fagos concentrados obteniendo MOls de 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 100.
Las mezclas resultantes se incubaron a 37°C durante 5 horas, tras lo cual los fagos
se filtraron usando filtros de jeringa con un tamafio de poro de 0,22 um. La
cuantificacion de los fagos producidos se llevé a cabo mediante el conteo de placas
de lisis, realizado por duplicado. EI MOI éptimo se definié como aquel que generd

el mayor nimero de PFU.

La curva de “un solo paso”, se realizd en base a los resultados del procedimiento
anterior, usando el MOI éptimo resultante, esta mezcla se incub6 durante 15
minutos a 37°C en un agitador a 100 rpm. Finalizada la incubacion, se centrifugé a

3000 rpm en dos ciclos de 10 minutos cada uno. Se separ6 el sobrenadante y el
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sedimento (células y fagos adsorbidos) se re-suspendié en 1 mL de caldo LB. A
continuacion, se tomaron 100 pL de esta suspension y se incorporaron a 50 mL de
caldo LB mantenido a 37°C. Este punto se considerd tiempo cero, a partir del cual
se tomaron muestras de 1 mL cada 10 minutos, durante un total de 110 minutos,
obteniendo duplicados para cada intervalo temporal. Las muestras recolectadas se
utilizaron para conteo de placas en agar, en diluciones seriadas desde 10~2 hasta
1078,
vii. Determinacién de la estabilidad en funcion del pH 'y
temperatura

La estabilidad del bacteriofago frente a diferentes valores de pH se evalu6 mediante
la preparacion de soluciones de buffer SM ajustadas a valores de pH entre 2 y 10.
A cada tubo de ensayo estéril se adicionaron 9 mL del tamp6n correspondiente, y
posteriormente se agregd 1 mL de la suspension fagica (10° PFU/mL),
manteniendo una proporcion 1:10 (fago: buffer). Las mezclas se incubaron a 37 °C
durante 1 hora en agitaciéon a 210 rpm. Finalizada la incubacion, la actividad litica
residual se evalué mediante el ensayo de formacion de placas en agar, cuantificando

las unidades formadoras de placa por mililitro (PFU/mL).

Para la evaluacion de la estabilidad térmica, se preparo una mezcla en proporcion
1:10 entre la suspension fagica (10° PFU/mL) y solucion salina al 0.9%. Las
muestras fueron incubadas durante 1 hora a diferentes temperaturas: 4, 25, 37, 50,
65 y 80 °C. La viabilidad fagica tras cada tratamiento térmico fue determinada

mediante el mismo procedimiento de cuantificacion descrito anteriormente.
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viii. Pruebas estadisticas

Para evaluar la significancia estadistica de las diferencias de supervivencia entre las
condiciones de pH y temperatura, se empleo el programa R (version 4.4.2). Primero
la prueba de Kruskal-Wallis para la identificacion de diferencias estadisticas (p <
0.05). Se empled esta prueba dada la naturaleza no paramétrica de los datos. Tras
la identificacidn de diferencias significativas, se aplico la prueba post-hoc de Dunn
(paquete dunn.test, version 1.3.6), donde se identifica cuél de los grupos es el
diferente. Las gréficas fueron elaboradas mediante el paquete ggplot2 (version

3.5.2).

ix. Extraccion de ADN de los bacteriéfagos

Se siguié la metodologia para la extraccion de ADN de virus, con un paso
adicional consistente en el tratamiento con endonucleasas (ADNasa | y ARNasa I)
con el propdsito de eliminar cualquier traza de material genético proveniente de la
bacteria hospedera. Obviar este paso podria generar resultados aberrantes al
momento de realizar la secuenciacion. Seguidamente se procedio con la extraccion
del ADN para lo cual se emple6 perlas magnéticas tras un proceso de lisis de la
arquitectura viral empleando proteinasa K. EI ADN resultante se evaluo en
términos de concentracion, pureza y fragmentacion. Para evaluar la concentracion
y pureza se empled el equipo Qubit4, mientras que la fragmentacion se evaluo
mediante electroforesis usando un gel de agarosa con la concentracion adecuada.
El ADN se mantuvo en almacenamiento en agua milliQ ya que el buffer TE
contiene acido etilendiaminotetraacético (EDTA), componente que no es

compatible con la plataforma de secuenciacion de lllumina.
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x.  Secuenciacién del genoma

Tras verificar la integridad del ADN extraido, se procedi6 con la secuenciacion
genomica. Se empled la plataforma Illumina Miseq. El kit de preparacion de
libreria fue “Illumina Microbioal Amplicon Library Prep”. Se emple0 el “PhiX
Control v3” como la libreria control. Finalmente se emple0 el kit de secuenciacion

“MiSeq Reagent Kits v2”.

xi. Ensamblaje y anotacion del genoma

Los archivos FASTQC generados fueron analizados y ensamblados en la

plataforma en linea “Galaxy” (https://usegalaxy.eu/) (47), siguiendo el

procedimiento mostrado en la Figura N8. Se empled la herramienta FastQC
(version 0.12.1) para evaluar la calidad de los reads, luego se empled la
herramienta Trimmomatic (versién 0.39) para el recorte de los adaptadores y de
las zonas de bajo indice de calidad (48,49). Tras estos pasos se procedi6 con el
ensamblaje empleado la herramienta SpadES (version 4.1.0) (50). Una vez
finalizado el proceso se obtuvo un archivo FASTA con los contigs y scaffolds
generados, tras lo cual se empled la herramienta QUAST (version 5.3.0) para
evaluar la calidad de los ensamblajes (51). Para la anotacion del genoma se empled

la plataforma “Galaxy CPT” (https://cpt.tamu.edu/galaxy-pub) que pertenece al

Center for Phage Technology, parte de Texas A&M University. En esta plataforma
ya en encuentran establecidos flujos de trabajos disponibles en linea para la
anotacion estructural y funcional del bacteriéfago (52), los cuales se muestran en

la Figura N°9.
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Figura N°8. Esquema del procedimiento de ensamblaje del genoma.
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Figura N°9. Esquema del procedimiento de anotacion de genes.

xii. Andalisis bioinformatico

Tras contar con el genoma ensamblado y anotado, se procedié con la
identificacion de genes de resistencia antimicrobiana y de factores de virulencia.
Con este fin se empled la herramienta AMRFinderPlus v3.12.8 para la
identificacion y caracterizacion de los genes de resistencia (53). Para la

identificacion de factores de virulencia se empled la base de datos VFDB (base
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de datos version 6.0) (54). La clasificacion taxondmica se realizé empleando las
herramientas TaxMyPhage v0.3.3 y Phabox v2.0, las cuales emplean una base de
datos curada de genomas de fagos (55,56). Se empled la herramienta VIRIDIC
para realizar el andlisis de similaridad intergenémica (57). Para realizar los
alineamientos genomicos y la comparacion protedmica se empled las

herramientas disponibles en BV-BRC (58).

xiii. Visualizacion de los bacterioéfagos por TEM

Para visualizar el bacteridfago se empled microscopia electrénica de transmision.
Como soluciones de tincidn se emplearon molibdato de amonio al 2% (pH: 7.0) y
acetato de uranilo al 2% (pH: 4.0). Para el soporte de las muestras se emplearon
gradillas de carbono recubiertas con cobre 400 Mesh (con 400 celdas) de grosor
de 10nm. Para la hidrofilizacién de superficie de la gradilla se la sumergi6 en
per6xido de hidrogeno al 50% a temperatura ambiente durante 30 min.
aproximadamente. Se emple6 un microscopio TEM (Microscopia Electronica de
Transmisién) Talos F200i (Thermo Fisher Scientific, USA), del Centro de
Microscopia Electronica de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa
(UNSA).

xiv. Representacion grafica de la asignacion proteinas estructurales

Se comenz6 con la identificacion de las proteinas que constituyen la estructura
del bacteriéfago. Este proceso implica determinar y catalogar proteinas como las
de la cépside, la cola y las fibras, entre otras. La capside es la envoltura proteica

que protege el material genético del fago, mientras que la cola y las fibras son
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esenciales para la adsorcion y penetracion del bacteriéfago en la célula bacteriana.
La secuenciacion del genoma del bacteriéfago permitié obtener las secuencias de
estas proteinas para luego comparar los datos obtenidos con bases de datos de
proteinas conocidas, determinando asi la identidad y caracteristicas de las
proteinas estructurales. Se realiz6 una bdsqueda de estructuras tridimensionales
completas publicadas obtenidas a partir de Cryo-EM de bacteri6fagos
filogenéticamente cercanos a los bacteriéfagos FEX1 y FEX2. Con este fin se
emplearon en conjunto la base de datos de EMDB (https://www.ebi.ac.uk/emdb/)

y la herramienta ViPTree (version 4.0) (https://www.genome.jp/viptree/) (59). Se

emplearon BLASTp de NCBI (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi) vy

EMBOSS Needle para los alineamientos globales a nivel de aminoacidos (60,61).
Para la prediccion de estructuras tridimensionales de proteinas se empleo
Alphafold 3 (62). La visualizacion de las estructuras de proteinas se realizd con
PyMOL (version 3.1.3), para asegurar una correcta asignacion estructural y
calcular el RMSD como medida de divergencia especial de las secciones
alineadas (63).
xv. Consideraciones éticas

El presente trabajo se encuentra registrado en el SIDISI (Sistema Descentralizado
de Informacion y Seguimiento a la investigacion) bajo el codigo N° 213712. A su
vez tras una revision por la DUARI (Direccion Universitaria de Asuntos
Regulatorios de la Investigacion), se concluy6 que, dadas las caracteristicas del
trabajo, este no requiere de evaluacién por el “Comité Institucional de Etica en
Investigacion en Humanos” ni por el “Comité Institucional de Etica para Uso de

Animales”. Esta designacion se encuentra en el documento emitido por la DUARI
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con el codigo CAR-DUARI-0-317-24.

xvi. Consideraciones de bioseguridad

1. Grupo de riesgo del agente patégeno
El agente patdgeno S. Typhimurium pertenece al Grupo de riesgo 2, clasificacion
basada en las caracteristicas del agente, que presenta un riesgo limitado para el
personal de laboratorio y el medio ambiente. No se espera una exposicion
significativa a la comunidad si se implementan las medidas de bioseguridad
adecuadas. Los bacteriofagos FEX1 y FEX2 por su lado pertenecen al grupo de
riesgo 1, ya que no son capaces de causar enfermedades a formas de vida
eucariontes. Este agente bioldgico infecta exclusivamente a bacterias del género

Salmonella (64).

2. Infraestructuray nivel de seguridad
Los procedimientos microbiologicos descritos en el presente trabajo de tesis se
Ilevaron a cabo en el Laboratorio de Resistencia a Antimicrobianos y Fagoterapia
de los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo (LID - 405) de la UPCH, que

cumple con los estandares de bioseguridad del Nivel 2 (BSL-2) (65,66).
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VII. Resultados
i.  Caracterizacion microbioldgica

1. Aislamiento y fotografias por TEM

A partir de una muestra de bacteriéfagos colectada de muestras fecales de cuyes
(19) y almacenada por 6 afios, procedié con el aislamiento y obtencion de
poblaciones homogéneas. Se obtuvieron exitosamente dos poblaciones aisladas
denominadas FEX1 y FEX2, en la Figura N°10 se pueden apreciar la morfologia
de las placas de lisis que forman sobre un césped de S. Typhimurium. Se puede
notar una mayor actividad litica en el caso del fago FEX1 al que las placas son

mucho mas translucidas que las de FEX2.

(A) (B)

Figura N°10. Morfologia de las placas de lisis formadas por los fagos FEX1 (A)
y FEX2 (B) en agar LB. Las placas de lisis formadas por FEX1 son translucidas
que las de FEX2, sugiriendo una mayor actividad litica.

En la Figura N°11 se muestran las micrografias obtenidas por TEM de los fagos

FEX1 y FEX2. FEX1 presenta una cépside de morfologia isométrica con un
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diametro aproximado de 65 nm, unida a una cola larga, delgada y flexible de
aproximadamente 220 nm de longitud. En el extremo distal se pueden distinguir
fibras cortas que son estructuras de anclaje al hospedero. Estas caracteristicas
corresponden a una morfologia de tipo siphoviral. En contraste, FEX2 presenta una
capside isometrica de mayor tamafio, cercana a los 100 nm de didmetro, asociada a
una cola robusta de aproximadamente 150 nm de longitud. La cola se observa
rodeada por una estructura mas densa compatible con una vaina contractil,
acompariada de fibras caudales que parten de una base méas densa. Dichas

caracteristicas corresponden a la morfologia myoviral.

®)

Figura N°11. Fotografias obtenidas por medio de TEM de los fagos FEX1 (A) y
FEX2 (B). Se puede apreciar la morfologia Siphoviridae y Myoviridae de FEX1 y
FEX2 respectivamente.

2. Rango de hospederos

En las evaluaciones realizadas con diferentes serovares de Salmonella, se observo
una notable actividad litica en las cepas Salmonella Typhimurium, Salmonella

Typhi y Salmonella Enteritidis. En contraste, el fago FEX1 mostrd una actividad
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litica menos pronunciada en la cepa Salmonella Infantis, como se puede apreciar en
el Anexo N°1, donde se observa un halo de menor translucidez en comparacion con
las cepas previamente mencionadas. Este comportamiento no se replico con el fago
FEX2, el cual mantuvo su actividad litica consistente en todas las pruebas
realizadas. Los resultados de este ensayo se resumen en la Tabla N°1, mientras que

las imagenes de las placas se encuentran en el Anexo N°1.

Tabla N°1.

Espectro de hospederos de los fagos FEX1 y FEX2.

Serotipo de Salmonella Fago FEX1 Fago FEX2
Salmonella Typhimurium +++ +++
Salmonella Typhi +++ 4+
Salmonella Infantis + +++
Salmonella Enteritidis +++ +++

Nota: (+++): Altamente litico, (+): Parcialmente litico, (-): No hay actividad litica
presente.

3. Estabilidad segun el pH y temperatura

La evaluacion de la estabilidad a diferentes valores de pH mostro que tanto el fago
FEX1 y FEX2 se mantuvieron su actividad litica en el rango de pH 4 - 7. La
incubacion en el rango de pH 2 - 3 inactivo completamente al fago FEX1, mientras
que el fago FEX2 mostro actividad reducida al incubarse a pH 3 pero también se
inactivo completamente a pH2. En el rango de alcalinidad, el fago FEX1 redujo su
actividad de manera significativa a partir del pH 7. En contraste, el fago FEX2

mostro estabilidad hasta el pH 10. Estos resultados se pueden observar en la Figura
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Figura N°12. Estabilidad del fago FEX1 (A) y FEX2 (B) tras la incubacion en
diferentes pH. FEX2 es mas estable que FEX1 en diferentes valores de pH.

En cuanto a la evaluacion de la estabilidad térmica de los fagos evaluados, ambos
fagos se comportaron de manera similar manteniendo su estabilidad hasta los 50°C,
a partir de esta temperatura el fago FEX1 perdi6 significativamente su actividad,
pero se mantuvo viable hasta los 80°C. Por otro lado, el fago FEX2 perdi6 toda

actividad a 80°C, mostrando en general menor estabilidad térmica que el fago

FEX1. Estos resultados se pueden observar en la Figura N°13.
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Figura N°13. Estabilidad del fago FEX1 (A) y FEX2 (B) tras la incubacion a
diferentes temperaturas. FEX1 es mas estable que FEX2 en temperaturas mayores

a 50°C.
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4. MOl Yy curva de un solo paso

Al evaluar los diferentes MOls (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100) se determin6 que el
MOI 6ptimo para el fago FEX1 fue de 0.01 y 0.001 para el fago FEX2. Esto debido

a que en esa configuracion se pudo obtener el mayor nimero de PFU/mL. Los

valores obtenidos se pueden observar en la Tabla N°2.

Tabla N°2.
Determinacion del MOI 6ptimo para los fagos FEX1 y FEX2. Se sombrea de gris
los valores de (PFU/mL) mas altos.

Concentracio Concentracion Concentracién
Concentraci6
n de final obtenida final obtenida
MO n del inéculo
suspension de para el fago para el fago
| de bacteria
fagos FEX1 FEX2
(CFU/mL)
(PFU/mL) (PFU/mL) (PFU/mL)
0.001 10° 108 0.5 (£1.82) x 101°| 0.7 (£2.63) x 101°
0.01 106 108 1.9 (£1.27) x 101°| 0.1 (£1.77) x 101°
0.1 107 108 1.2 (£1.64) x 10%°| 0.4 (£2.09) x 101°
1 108 108 3.8 (+£1.25) x 10° | 1.3 (£2.33) x 10°
10 10° 108 4.6 (+1.31) x 10° | 2.0 (+1.48) x 10°
100 1010 108 5.1 (+1.49) x 108 | 6.2 (+1.66) x 10°

Empleando el MOI 6ptimo para cada fago se realiz6 la curva de “un solo paso”, los
resultados de este proceso se pueden observar en la Figura N°14. FEX1 presento
un tiempo de latencia de 15 minutos y un “burst size” de 109 fagos por bacteria,
mientras que FEX2 present6 un tiempo de latencia de 20 min y un “burst size” de

196 fagos por bacteria.
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Figura N°14. Curva de “un solo paso” de los fagos FEX1 (A) y FEX2 (B). FEX1
presento un periodo de latencia de 15 min. y un burst size de 109 fagos por bacteria,
mientras que FEX2 presentd 20 min. y 196 fagos por bacteria.

ii. Caracterizacion genomica

1. Secuenciamiento y ensamblaje de genomas

Se procedié con la extraccion de ADN a partir de una suspension concentrada de
fagos (101PFU/mL), obteniéndose 119 ng/uL de ADN del fago FEX1 y 83.9
ng/uL. Tras una corrida electroforética en un gel de agarosa no se evidencid
fragmentacion, lo que confirmé que el ADN cumplia con las concentraciones,

volimenes e integridad necesarios para proceder con la secuenciacion.

De la secuenciacion “pair-end” se obtuvieron lecturas de 35 — 301 pares de bases
de longitud. Se emple6 FastQC para evaluar la calidad de las lecturas teniendo un
off-set de calidad de 28 (Phred score = 28). Este programa produce un grafico que
se divide en sectores de color verde, crema y rojo; denotando zonas de buena,
intermedia y mala calidad respectivamente. Las lecturas se agrupan en base a su
longitud y su Phred score, valor que indica la calidad de la lectura. Sin embargo,

como se puede apreciar en la Figura N°15 y N°16, los valores no cumplian con los
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criterios de calidad minimos, por lo que tras esto se opté por emplear la herramienta
Trimmomatic con el fin de depurar las lecturas. Los resultados de este proceso se
pueden observar en la Figura N°17 y N°18, donde se evidencia una significativa

mejora de la calidad de las lecturas.
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Figura N°15. Gréficas de calidad de las lecturas forward y reverse del fago FEX1
(A'y B respectivamente). Se observa un gran nimero de lecturas que se encuentran
en las zonas de calidad intermedia y mala.
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Figura N°16. Gréficas de calidad de las lecturas forward y reverse del fago FEX2
(A 'y B respectivamente). Se observa un gran numero de lecturas que se encuentran
en las zonas de calidad intermedia y mala.
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Figura N°17. Gréficas de calidad de las lecturas forward y reverse del fago FEX1
(A'y B respectivamente) tras la depuracion con Trimmomatic. Se observa que la
calidad de las lecturas ha mejorado.
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Figura N°18. Gréficas de calidad de las lecturas forward y reverse del fago FEX2
(A'y B respectivamente) tras la depuracion con Trimmomatic. Se observa que la
calidad de las lecturas ha mejorado.

Tras realizar el ensamblaje de novo de los genomas de los fagos FEX1 y FEX2
utilizando el programa SPAdes, se evaluo la calidad de los ensamblajes con la

herramienta QUAST. En el caso del fago FEX1, el ensamblaje resulté en un total
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de 345 contigs, de los cuales 121 tienen una longitud superior a 1000 pares de bases
(bp). El contig mas largo alcanzo los 41,924 bp, y la longitud total del ensamblaje
fue de 556,859 bp. Dentro de este total, las secuencias mayores a 1000 bp
representaron 468,151 bp, lo que sugiere que una proporcion considerable del
genoma esta representada por fragmentos de tamario relevante. El valor de N50
obtenido fue de 4,405 bp. Este valor indica que, ordenando los contigs de mayor a
menor longitud, el 50 % del total del ensamblaje esta contenido en contigs de al
menos esa longitud. El valor de L50 fue de 28, lo que significa que los 28 contigs
mas largos son suficientes para cubrir la mitad del ensamblaje total. Por otro lado,
el valor de L90 fue de 161, indicando que se requieren los 161 contigs mas largos
para cubrir el 90 % del ensamblaje. La métrica auN, que considera tanto la longitud
como la continuidad de los contigs, alcanz6 un valor de 10,417. El contenido de GC
fue de 45.14 %, y no se detectaron ambiguedades en la secuencia, es decir, no se

encontraron bases representadas por la letra "N", ni por cada 100 kbp ni en total.

Para el ensamblaje del fago FEX2 se observé una mejora notable en cuanto a
continuidad y fragmentacion. Se obtuvieron 203 contigs en total, con 68 de ellos
superando los 1000 bp. El contig mas largo alcanzo6 una longitud de 86,373 bp, lo
que destaca una mayor continuidad en comparacion con FEX1. La longitud total
del ensamblaje fue de 527,437 bp, de los cuales 495,175 bp corresponden a contigs
mayores a 1000 bp, evidenciando que la mayor parte del genoma esta contenida en
fragmentos largos y estructuralmente consistentes. En este caso, el valor de N50 fue
de 19,490 bp, lo que refleja una mejora sustancial en la longitud de los contigs que

componen el 50 % del ensamblaje. El valor de L50 fue de 7, lo que indica que tan
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solo los 7 contigs mas largos abarcan la mitad del ensamblaje, y el L90 fue de 52,
lo que sefiala que se necesitan Unicamente 52 contigs para cubrir el 90 % del genoma
ensamblado. Ademas, el valor de auN fue de 28,078, confirmando la mayor
continuidad de este ensamblaje frente al anterior. EI contenido GC del ensamblaje
de FEX2 fue ligeramente superior, alcanzando un 47.78 %, y al igual que en el caso
anterior, no se detectaron secuencias ambiguas. El valor de L50, de solo 7, y L90,
de 52, refuerzan esta idea al mostrar que un namero reducido de contigs cubre gran

parte del ensamblaje. Los resultados del QUAST se muestran en la Figura N°19.

(A) (B)
Statistics without reference  SPAdes_on_data_16__data_15__a... Statistics without reference  SPAdes_on_data_20__data_19__a...
# contigs 257 # contigs 111
# contigs (>= 0 bp) 345 # contigs (>= 0 bp) 203
# contigs (>= 1000 bp) 121 # contigs (>= 1000 bp) 68
Largest contig 41924 Largest contig 86373
Total length 556859 Total length 527437
Total length (>= 0 bp) 588 359 Total length (>= 0 bp) 553675
Total length (>= 1000 bp) 468151 Total length (>= 1000 bp) 495175
N50 4405 N50 19490
NS0 695 NS0 1502
auN 10417 auN 28078
L50 28 L50 7
LS0 161 Ls0 52
GC (%) 45.14 GC (%) 47.78
Per base quality Per base quality
# N's per 100 kbp 0 # N's per 100 kbp 0
#N's 0 #N's 0

Figura N°19. Resultados de la evaluacién de la calidad de los ensamblajes de FEX1
y FEX2 (A 'y B, respectivamente) por medio de QUAST. El ensamblaje de FEX2
presenta una mayor calidad en términos de continuidad y menor fragmentacion que
el ensamblaje de FEX1.

2. Caracterizacion genomica del fago FEX1

El genoma del fago FEX1 tiene una longitud de 113,610 pares de bases y un
contenido GC del 38.9. Utilizando las herramientas TaxMyPhage y PhaBOX,
basadas en bases de datos curadas de genomas de fagos, se determiné que este virus
pertenece a la clase Caudoviricetes, familia Demerecviridae, subfamilia

Markadamsvirinae y género Tequintavirus. El andlisis intergenémico llevado a
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cabo mediante VIRIDIC evalu6 la similitud entre el genoma del FEX1 y genomas
de fagos relacionados. Los resultados, representados en la Figura N°20, muestran
que la similitud gendmica alcanza el umbral necesario para ser clasificado dentro
de una nueva especie segun los lineamientos establecidos por el ICTV. Esto apoya
su identificacion como un nuevo miembro del género que fue denominado

Tequintavirus laureano.
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Figura N°20. Analisis de similaridad intergenémica del fago FEX1. Se observa que
presenta una porcentaje de similaridad menor a 95% con los demas fagos.

El mapa gendmico de FEX1 se muestra en el Anexo N°2. Contiene genes asociados
con diversas funciones esenciales para el ciclo viral, como aquellos relacionados
con la replicacion, ensamblaje y liberacion de nuevos viriones. También se

detectaron regiones de transferencia horizontal (HGT) en el genoma del fago. El
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uso de AMRFinderPlus y la base de datos VFDB indic6 que no se encontraron
genes de resistencia antimicrobiana (ARG) ni factores de virulencia, lo que predice
la seguridad del fago en aplicaciones terapéuticas. También se detectaron cuatro

genes de ARN de transferencia: ile, arg, met y un pseudotRNA.

Selmanells phage phagemophageface

&
\ \
\
\

I—'L
Figura N°21. Alineamiento genémico del fago FEX1 respecto a los 5 fagos mas

cercanos genéticamente. Se observa una divergencia en el ordenamiento de los
genes de FEX1 en comparacién a los demaés fagos.

El alineamiento gendémico del fago FEX1 respecto a cinco fagos representativos,
mostrado en la Figura N°21, refleja la conservacion de ciertos blogues genémicos.
Sin embargo, se evidencian regiones divergentes que destacan la particularidad de

este fago en comparacion con otros miembros del género Tequintavirus. Estas
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diferencias en la organizacion del genoma refuerzan la conclusion de que el fago
FEX1 constituye un nuevo miembro dentro de su geénero. La comparacion
protedmica con los mismos fagos relacionados, representada en la Figura N°22,
permitio identificar proteinas conservadas que reflejan similitudes funcionales. Sin
embargo, también se observaron diferencias importantes en proteinas de funcion
desconocida, lo que podria representar adaptaciones unicas del FEX1. Como
también en proteinas de funcion conocida como la subunidad grande de la

ribonucledtido reductasa y un par de proteinas de tipo endonucleasas.

Lista de carriles, de afuera
hacia adentro:

FEX1
Salmonella Phage
bobsandoy

Salmonella Phage
phagemcpphageface
Shigella phage SHSML-45
Escherichia phage
ECOP18

Salmonella Phage EH7

Percent protein sequence identity
f0Nees s %5 %9 % 9 %20 80 70 60 50 ] ) 2 o
100 999 98 %5 99 9% 95 90 80 70 60 50 @ 30 2 0

Figura N°22. Comparacion protedmica del fago FEX1 respecto a los 5 fagos méas
cercanos genéticamente. Se observa una distribucion heterogénea de los porcentajes
de identidad del proteoma de FEX1 con respecto a los demas fagos.
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3. Caracterizacion genomica del fago FEX2

El genoma del fago FEX2 tiene una longitud de 86,429 pares de bases y un
contenido de GC del 39.08%. De manera similar al fago FEX1, tiene un contenido
GC mucho menor que el de su hospedero. Empleando las mismas herramientas
taxondmicas se pudo determinar que este fago pertenece a la clase Caudoviricetes,
subfamilia Ounaviridae y del género Felixounavirus. Al realizar el andlisis de
similaridad intergendmica presentados en la Figura N°23 se pudo determinar que
el fago FEX2 se encuentra justo en el umbral de diferenciacion de una nueva
especie, siendo muy cercano al fago Felixounavirus mushroom. En ese sentido se

nombra al fago FEX2 como Felixounavirus revilla.
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Figura N°23. Analisis de similaridad intergendmica del fago FEX2. Se observa que
presenta una porcentaje de similaridad menor a 95% con los deméas fagos, a
excepcion de uno (KP143762.1).
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El mapa gendmico del fago FEX2 se muestra en el Anexo N°3. De misma manera
se pudo identificar los genes asociados a la replicacién y empaquetamiento del
ADN, como también a los genes estructurales y que median la invasion a la bacteria
blanco. Un aspecto importante que notar es que, a diferencia de FEX1, FEX2 no
cuenta con regiones repetitivas y posee genes que codifican a 17 tRNAs. A su vez,
también se pudo detectar cuatro regiones HGT. Empleando AMRFinderPlus se
pudo determinar la ausencia de genes ARG,; se hizo lo propio con la base de datos
VFDB para los factores de virulencia evidenciando la ausencia de estos en el
genoma. Esta informacién en conjunto sugiere un uso seguro de FEX2 para

aplicaciones terapéuticas y biotecnologicas.

Fago FEX2

Figura N°24. Alineamiento genomico del fago FEX2 respecto a los 5 fagos mas
cercanos geneticamente. Se observa ordenamiento de genes mas conservado con
respecto a los demas fagos.

47



El alineamiento genomico de FEX2 contra cinco fagos representativos, mostrado
en la Figura N°24, evidencia una region altamente conservada de gran extension
en los genomas. A diferencia que, en el primer alineamiento, los genomas cuentan
con un menor numero de regiones representativas. FEX2 se distingue teniendo un
ordenamiento Unico, hecho que apoya la idea de su establecimiento como una nueva
especie. Al evaluar la comparacién protedmica queda en evidencia el parentesco
con el fago mushroom. Sin embargo, estos difieren en gran medida en lo que
respecta a una proteina putativa de fagos con motivos de endonucleasa. Esto sugiere
que se diferencian en gran medida en sus estrategias de empaquetamiento o de
manejo de su material genético. Otra proteina que resalta por su ligera variacion es
la fibra de la cola, sugiriendo diferencias estructurales potenciales que conlleven a

diferentes perfiles de estabilidad. Los resultados se muestran en la Figura N°25.

Percent protein sequence identity
100 99.9 998 99.5 99 9 95 90 80 70 60 50 40 30 20 10
100 999 99.8 995 99 98 95 90 80 70 60 50 40 0 20 10

Figura N°25. Comparacion proteémica del fago FEX2 contra los 5 fagos mas
cercanos genéticamente. Se observa una un alto porcentaje de identidad a lo largo
de gran parte del proteoma.

48



iii. Asignacion de proteinas estructurales

La creacion de un mapa estructural inicial se puede realizar a través de estructuras
tridimensionales publicadas de fagos que se encuentren estrechamente
emparentados con el fago a analizar. Con este fin, se realiz6 una bisqueda extensiva
en la base de datos EMDB que recopila toda estructura tridimensional proteica
publicada. En este caso en particular se buscaron estructuras que fueran obtenidas

por medio de Cryo-EM dado que esta técnica aporta la mayor resolucion.

1. Asignacion de proteinas estructurales de FEX1

La busqueda arrojo que el fago mas emparentado cuya estructura tridimensional se
encontraba elucidada fue el fago denominado DT57C, un fago del género
Tequintavirus que se encuentra identificado bajo el cddigo taxonémico del NCBI
N° 1567008 (67). Empleando la herramienta EMBOSS Needle se realizaron los
alineamientos globales entre las secuencias de proteinas estructurales del fago
DT57C y el fago FEX1. La proteina mayor de la capside de FEX1 presentd un
89.3% de identidad y un 94.8% de similitud con respecto a su homologa en DT57C,
con una cobertura de alineamiento del 99.8%. En el alineamiento estructural se
detect6 una zona de potencial superposicion desde el residuo LEU188 al residuo
GLU211, y del residuo GLU232 en adelante hasta ALA455. Este alineamiento
estructural comprendié un total de 1689 atomos estrictamente alineados, con un
RMSD final de 1.653A, lo que sugiere una fuerte conservacion estructural. El

alineamiento se puede visualizar en la Figura N°26.
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MatchAlign: aligning residue
re 1327.000
2237 atoms aligned.
12 atoms rejected during cycle 1 (RMSD=12.94).

33 atoms rejected during cycle 4 (RMSD=2.49).
VeRMS: 108 atoms rejected during cycle 5 (RMSD=2.00).
Executive: RMSD =  1.653 (1689 to 1689 atoms)

Figura N°26. Alineamiento estructural entre la proteina mayor de la cépside de
FEX1 (magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposicion entre ambas
estructuras, con un RMSD de 1.653 A tras alinear 1689 atomos.

En el caso de evaluar la seccion del cuello del fago, se compararon cuatro proteinas:
la proteina portal, la proteina de completamiento de la cépside, la proteina
terminadora de la cola y la proteina de medida de la cola. Todas las proteinas
mostraron una alta identidad y similitud con sus contrapartes del fago DT57C, lo
que sugiere una posible relacién de homologia. En particular, la proteina portal
presentd un 96.8% de identidad y un 98.8% de similitud (cobertura: 96.0%), la
proteina de completamiento de capside un 84.8% de identidad y 93.6% de similitud
(cobertura: 99.4%), la proteina terminadora de cola un 96.9% de identidad y 99.4%
de similitud (cobertura: 99.3%) y la proteina de medida de cola un 89.3% de
identidad y 93.5% de similitud (cobertura: 99.5%). Estas cifras reflejan una fuerte
conservacion a nivel de secuencia, lo cual respalda su asociacion funcional y
estructural dentro de esta region del virion. Sobre la proteina portal, se pudo
observar un superposicion casi total. Este patron empezé desde el residuo LEU10
de la proteina de FEX1 y se mantuvo hasta LEU196. Luego, tras una zona de no
alineamiento, se volvieron a superponer desde el residuo SER253 hasta LEU362,

seguido de una zona final de no alineamiento. El célculo del RMSD para las zonas
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estrictamente alineadas fue de 1.423A y fue compuesta por 2209 atomos. Esto se

puede apreciar en la Figura N°27.

# 2: EMBOSS_g881
t Matrix: EBLOSUME2
# Gap_penalty: 108.8

i Extend_penalty: 0.5

: 77 atoms rejected during cycle 5 (
Executive: RMSD = 1.423 (2209 to 2289 atoms)

Figura N°27. Alineamiento estructural entre la proteina portal de FEX1 (magenta)
y DT57C (verde). Se observa una alta superposicion entre ambas estructuras, con
un RMSD de 1.423 A tras alinear 2209 4tomos.

Todos los residuos de la proteina de cierre de la capside se encontraron dentro de la
zona de potencial superposicion a excepcion de una region comprendida entre los
residuos ILE140 y LYS151. En la Figura N°28 se ve que el RMSD fue de 2.510A

y los atomos que fueron considerados para estrictamente alineados estructuralmente

fueron 1174 de 1310 atomos totales asignados en la prueba.
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Executive: RMSD = 2.510 (1174 to 1174 atoms)

Figura N°28. Alineamiento estructural entre la proteina de cierre de la capside de
FEX1 (magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposicion entre ambas
estructuras, con un RMSD de 2.510 A tras alinear 1174 4&tomos.

De misma manera, se observd en la proteina de completamiento de la cola gran
parte de la secuencia tenia potencial de superponerse estructuralmente, tal y como
se puede observar en la Figura N°29. Unicamente en dos zonas no hubo aparente
superposicién, siendo estas de THR38 a GLU42 y de LEU62 a GLNG66, de la

proteina de FEX1. El RMSD calculado para la alineacidn estructural estricta fue de

1.158A, incluyendo 985 atomos de 1271.

/ g - ) Match: assigning 161 x 161 pairwise sc
MatchAlign: aligning residues (161 vs

ms aligned.
jected during cycle 1 (R
cted during cycle 2 (R
ected during ¢
cted during
atoms rejected during e 5 (RMSD=1.23).
1.158 (985 to 985 atoms)

Figura N°29. Alineamiento estructural entre la proteina completamiento de la cola
de FEX1 (magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposicion entre
ambas estructuras, con un RMSD de 1.158 A tras alinear 985 4tomos.
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Al analizar la proteina de medida de la cola solo se puede apreciar la region N-
terminal de DT57C, pero se pudo superponer esta pequefia region en el modelo
predicho de la proteina de FEX1; esto se aprecia en la Figura N°30. Se puede
apreciar una zona de potencial interaccion iban desde el residuo MET1 hasta
THRT79 de la proteina de FEX1. El RMSD obtenido fue de 8.826 A, siendo el més

alto hasta este punto del analisis contemplando 584 atomos de los 1744 alineados.

Match: assigning 1227 x 1226 pairwise scores.

MatchAlign: aligning residues (1227 vs 1226)...

MatchAlign: score 5410.000

ExecutiveAlign: 1744 atoms aligned.

ExecutiveRMS: 11 atoms rejected during cycle 1 (RMSD=9.22).
ExecutiveRMS: 2 atoms rejected during cycle 2 (RMSD=8.90).
ExecutiveRMS: 1 atoms rejected during cycle 3 (RMSD=8.85).
Executive: RMSD = 8.826 (584 to 584 atoms)

Figura N°30. Alineamiento estructural entre la proteina de medida de la cola de
FEX1 (magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposicion entre ambas
estructuras, con un RMSD de 8.826 A tras alinear 584 4tomos.

La estructura de la cola del fago DT57C esta compuesta por la proteina de medida
de la cola y la proteina tubular de la cola. Sobre esta ultima, que la zona de
superposicion comenzo desde LEU3 hasta THR42. Desde aqui hubo una
interrupcion hasta ARG59 y la zona continu6 hasta PRO374 de la proteina de
FEX1. En la Figura N°31 se muestra que el RMSD de la zona estrictamente
alineada se obtuvo un valor de 1.338A, indicando que esta region, comprendida por

2430 atomos, se encuentra muy conservada estructuralmente entre ambas proteinas.
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Match: assigning 469 x 468 pairwise scores.

MatchAlign: aligning residues (469 vs 468)...

MatchAlign: score 2136.000

ExecutiveAlign: 2941 atoms aligned.

ExecutiveRMS: 136 atoms rejected during cycle 1 (RMSD=2.21).
ExecutiveRMS: 114 atoms rejected during cycle 2 (RMSD=1.70).
ExecutiveRMS: 82 atoms rejected during cycle 3 (RMSD=1.52).

ExecutiveRMS: 52 atoms rejected during cycle 4 (RMSD=1.42).

ExecutiveRMS: 35 atoms rejected during cycle 5 (RMSD=1.37).

Executive: RMSD = 1.338 (2430 to 2430 atoms)

Figura N°31. Alineamiento estructural entre la proteina tubular de la cola de FEX1
(magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposicion entre ambas
estructuras, con un RMSD de 1.338 A tras alinear 2430 4tomos.

Pasando a analizar la composicion de proteinas en la estructura de la placa base del
fago DT57C, se encontraron 5 proteinas en FEX1 que podrian cumplir esos roles.
Primero, la proteina lateral de la cola A es la Unica que no se encuentra bajo relacion
de homologia con su contraparte en DT57C obteniendo un porcentaje de
conservacion de identidad de 28.6%. Se muestra en la Figura N°32 los resultados
del alineamiento de las secuencias de proteinas. No se pudo realizar un alineamiento
estructural porque la seccion de la proteina de DT57C elucidada por Cryo-EM es

extremadamente pequefa.
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________________________________________

Aligned_sequences:

1: EMBOSS_8@1

# 2: EMBOSS_0@1

# Matrix: EBLOSUMG2

# Gap_penalty: 18.0

# Extend_penalty: 0.5

(]

# Length: 1194

# Identity: 341/1194 (2
# Similarity: 472/1194 (39.
# Gaps: 350/1194 (
Score: 824.5

________________________________________

Figura N°32. Alineamiento global entre la proteina lateral de la cola A de FEX1
(magenta) y DT57C (verde). Se observa que no hay relacion de homologia entre las
proteinas.

La proteina central de la base de DT57C mantuvo una relacion de homologia con
la de FEX1, de 86.8%. La zona de potencial superposicion estructural se mantuvo
desde MET1 hasta el residuo ILE212 de la proteina de FEX1. Tras una seccion no
alineada de 46 residuos, las estructuras se volvieron a superponer desde el residuo
ALA259 hasta ILE726. En la Figura N°33 se muestra que el RMSD calculado una
seccion de estricta superposicion fue de 2.290A compuesta por 5230 atomos de los

7261 presentes en la region de potencial alineamiento.

55



Match: assigning 949 x 949 pairwise scores.

MatchAlign: aligning residues (949 vs 949)...

MatchAlign: score 4437.000

ExecutiveAlign: 7261 atoms aligned.

ExecutiveRMS: 322 atoms rejected during cycle 1 (RMSD=15.40).
ExecutiveRMS: 454 atoms rejected during cycle 2 (RMSD=9.98).
ExecutiveRMS: 487 atoms rejected during cycle 3 (RMSD=7.61).
ExecutiveRMS: 436 atoms rejected during cycle 4 (RMSD=5.27).
ExecutiveRMS: 313 atoms rejected during cycle 5 (RMSD=3.18).
Executive: RMSD = 2.290 (5230 to 5230 atoms)

Figura N°33. Alineamiento estructural entre la proteina central de la base de FEX1
(magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposicion entre ambas
estructuras, con un RMSD de 2.290 A tras alinear 5230 4tomos.

Al analizar la proteina lateral de la cola C de FEX1 se vio que mantenia una estrecha
relacién de homologia con la de DT57C, siendo esta de 92.2%. Las regiones de
potencial superposicion estuvieron presentes casi a lo largo de toda la estructura,
teniendo pocas zonas de no alineamiento de corta longitud tales como: de MET1 a
ASNS5, de VAL115 a GLU119 y por altimo el residuo GLN138 de la proteina del
fago FEX1. En cuanto al RMSD, en la Figura N°34 se puede apreciar que fue de

0.709A para los 802 atomos involucrados en la superposicion estricta.
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Match: assigning 140 x 140 pairwise scores.

MatchAlign: aligning residues (14@ vs 140)...

MatchAlign: score 655.000

ExecutiveAlign: 1055 atoms aligned.

ExecutiveRMS: 62 atoms rejected during cycle 1
ExecutiveRMS: 71 atoms rejected during cycle 2
ExecutiveRMS: 65 atoms rejected during cycle 3
ExecutiveRMS: 4@ atoms rejected during cycle 4 (RMSD=0.82).
ExecutiveRMS: 14 atoms rejected during cycle 5 (RMSD=0.73).
Executive: RMSD = 0.709 (802 to 802 atoms)

Figura N°34. Alineamiento estructural entre la proteina lateral de la cola C de
FEX1 (magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposicion entre ambas
estructuras, con un RMSD de 0.709 A tras alinear 802 4tomos.

El alineamiento estructural de la proteina central de la punta de la cola muestra una
superposicién casi completa, esta se muestra en la Figura N°35. Las Unicas
secciones que no se encuentran superpuestas esta comprendida por los residuos de
MET1 a SER4 y de GLU294 a LYS 294. El RMSD del alineamiento fue de 1.381A,
en donde fueron seleccionados 1947 atomos de los 2337 presentes en la zona de

potencial superposicion.

Figura N°35. Alineamiento estructural entre la proteina central de la punta de la
cola de FEX1 (magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposicion entre
ambas estructuras, con un RMSD de 1.381 A tras alinear 1947 4tomos.

57



Tal como se muestra en la Figura N°36, en el caso de la proteina distal de la cola
de FEX1 se vio que se encuentra extremadamente alineada con la de DT57C. Solo
5 residuos en total no se encuentran alineados, estos son: SER181, PHE181,
GLY182, SER187 y ASN188. EI RMSD para este alineamiento es de 0.985A,

donde se contempla 1357 atomos.

: assigning 204 x 204 pairwise scores.
MatchAlign: aligning residues (204 vs 204)...
MatchAlign: re 958.000

1548 atoms aligned.
: 63 atoms rejected during cycle 1
: 68 atoms rejected during cycl
5 atoms rejected during cycle 3 (RM
6 atoms rejected during cycle 4 (R
atoms rejected during cycle 5 (
9.985 (1357 to 1357 atoms)

Figura N°36. Alineamiento estructural entre la proteina distal de la cola de FEX1
(magenta) y DT57C (verde). Se observa una alta superposicion entre ambas
estructuras, con un RMSD de 0.985 A tras alinear 1357 4tomos.

La altima proteina en ser evaluada fue la fibra recta de la cola. Al igual que en el
caso de la proteina lateral de la cola, no se pudo realizar un alineamiento estructural
dado el tamafio reducido de la estructura publicada, por lo que solo se muestra el
alineamiento global de las secuencias de aminoacidos. En la Figura N°37 se puede
apreciar que existe una relacion de homologia entre las proteinas de DT57C y

FEX1.
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¢ Aligned_seguences:
£ 1: EMBOSS_001

F 2: EMBOSS_001

F Matrix: EBLOSUMG2
F Gap_penalty: 108.0

F Extend_penalty: 0.5

¢ Length: 686

b Tdentity: 626/686 (91.3%)
# Similarity: 660/686 (96.2%)
# Gaps: 1/686 ( ©.1%)

# Score: 3372.0

Figura N°37. Alineamiento estructural entre la proteina de la fibra recta de la cola
de FEX1 (magenta) y DT57C (verde). Se observa que hay relacion de homologia
entre las proteinas.

La representacion grafica mostrada en la Figura N°38 ilustra la asignacion
estructural realizada para el fago FEX1, utilizando como referencia la estructura
tridimensional del fago DT57C, un miembro del género Tequintavirus. Como se
observa en la figura, las proteinas estructurales de FEX1 muestran una alta
homologia con las de DT57C, evidenciada por los valores de RMSD bajos
obtenidos en los alineamientos estructurales. En particular, las proteinas como la
mayor de la capside, la proteina portal y la proteina de cierre de la capside presentan
una notable conservacion, lo que sugiere una estructura compartida entre ambos
fagos. Sin embargo, la proteina lateral de la cola A de FEX1 no mostré relacion de
homologia con la proteina equivalente en DT57C, con un porcentaje de identidad
de 28.6% y similitud de 39.5%. Este resultado indica una diferencia estructural en
esta proteina especifica entre ambos fagos. En general, las demdas proteinas
estructurales de FEX1, que presentaron una alta identidad y similitud, refuerzan la
validez de la asignacion estructural realizada utilizando como modelo el fago

DTS7C.
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Proteina principal de la
cipside
% identidad: 89.3%
% similaridad: 94.8%
Proteina portal
% identidad: 96.8%
% similaridad: 38.6%

Proteina de cierre de la cola
% identidad: 96.9%
% similaridad: 38.6%

cipside
% identidad: 84.8%

" Proteina de cierre de a
% similaridad: 93.6%

" Proteina de mediciondela |
cola
% identidad: 89.3%

Asignacion estructural empleando
% similaridad: 93.5%

como hase el fago DT57C
Proteina del tubo de la cola
% identidad: 87.4%
% similaridad: 31.9%

Proteina distal de la cola
% identidad: 85.9%
% similaridad: 95.1%

Fibra lateral de la cola C
% identidad: 92.2%
% similaridad: 35.0%

" Zonamediadelextremodela |
cola

% identidad: 86.3%

% similaridad: 92.7%

Fibra lateral de la cola A
% identidad: 28.6%
U similaridad: 39.5%

f Estructura central del extremo )
de la cola

% identidad: 86.8%

U similaridad: 94.9%

Fibra recta de la cola
* % identidad: 91.3%
¥ % similaridad: 96.2%

"

Figura N°38. Asignacion estructural de las proteinas del fago FEX1 utilizando
como referencia el fago DT57C. Los valores de identidad y similitud entre las
proteinas estructurales de FEX1 y DT57C se muestran en los recuadros
correspondientes. La proteina lateral de la cola A (cuadro en rojo) no muestra
relacion de homologia con su contraparte en DT57C, con un porcentaje de identidad
del 28.6% y similitud del 39.5%.

2. Asignacion de proteinas estructurales de FEX2

En el caso del fago FEX2, no se encontro referencia de alguna estructura completa
elucidada por medio de Cryo-EM de algun fago cercano donde las proteinas
estructurales mantengan una relacion de homologia (>30%). La unica estructura
cercana corresponde a la proteina mayor de la capside del fago Sf14 (68). El

alineamiento estructural se puede observar en la Figura N°39.
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= 8.4

Figura N°39. Alineamiento estructural entre Iaprotel'na ayor de la cépside de
FEX2 (magenta) y Sf14 (verde). Se observa una alta superposicion entre ambas
estructuras, con un RMSD de 0.402 A tras alinear 2124 a4tomos.

La superposicion de las estructuras comienza desde el residuo LEU14 y sigue hasta
THR190, tras una primera intermisién se vuelven a alinear desde el residuo
GLU198 hasta ARG218. Luego se observé una Ultima intermision hasta HIS248,
tras lo cual el alineamientos se mantuvo a largo de la proteina. EI RMSD calculado
para el alineamiento estricto fue de 0.402A, donde se tomo en cuenta 2124 4tomos
de los 2874 que se encontraban en la zona de potencial alineamiento. Sin embargo,
debido a la limitada disponibilidad de informacion estructural para FEX2, no ha
sido posible realizar una representacion grafica completa de la asignacion
estructural para las demas proteinas del fago, lo que restringe el anélisis detallado
de su arquitectura y su comparacion con otros fagos cercanos. En la Figura N°40
se muestra la asignacion estructural de FEX2 empleando la informacion disponible

del fago Sf14.
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Proteina principal de la
capside

% identidad: 92.4%

% similaridad: 95.4%

Asignacion estructural de
FEX2 empleando como base
el fago sfl4

El resto de la estructura ]

aun no asignada

Figura N°40. Asignacion estructural de las proteinas del fago FEX2 utilizando
como referencia el fago Sf14. Los valores de identidad y similitud entre la proteina
estructural de FEX2 y Sf14 se muestra en el recuadro correspondiente. Solo se
considera a la proteina principal de la capside dado que Unica seccion del fago que
ha sido elucidado tridimensionalmente.
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VIIl. Discusién

El presente trabajo de investigacion se enfocd en determinar las caracteristicas
microbioldgicas, gendmicas Yy estructurales de los fagos FEX1 y FEX2 que fueron
aislados a partir de residuos fecales de una granja de cuyes en Lima, Perd. Los
resultados obtenidos revelan diferencias significativas entre los fagos FEX1 y
FEX2 en términos de morfologia, actividad litica y espectro de hospederos. La
morfologia observada mediante TEM indica que FEX1 cuenta con una morfologia
compatible con Siphoviridae, mientras que FEX2 cuenta con una morfologia
compatible con Myoviridae (Figura N°11). Estas diferencias en la estructura, de la
cola principalmente, son consistentes con los patrones establecidos para estas
familias. La cola flexible de los Siphoviridae, como se puede observar en el fago A,
facilita la unién a receptores conservados, tales como LPS o flagelos dispuestos en
la superficie bacteriana; mientras que la cola contractil de los Myoviridae,
caracteristica de fagos como T4, permite penetrar membranas bacterianas (69-72).
Estas caracteristicas puntuales en la cola de los fagos Siphoviridae y Myoviridae
también representan adaptaciones estructurales que influyen en la interaccion con

sus hospederos especificos (73).

La actividad litica de los fagos, evaluada mediante la técnica de Spot-test, reveld
diferencias significativas. Las placas formadas por el fago FEX1 mostraron mayor
translucidez en comparacion con las de FEX2 (Figura N°10), lo que sugiere una
lisis bacteriana mas completa. Este fendmeno podria asociarse a una mayor
eficiencia de las endolisinas codificadas por FEX1, enzimas que degradan la pared

celular bacteriana de manera coordinada (74,75).

63



Adicionalmente, la menor translucidez en FEX2 podria deberse a un fenémeno
llamado “lysis from without”, en donde la lisis bacteriana ocurre de manera
prematura sin haberse saturado de particulas virales (76). Este comportamiento ya
fue visto previamente en fagos de Salmonella (77). Sin embargo, esto es poco
probable dados los resultados obtenidos del tiempo que le tomo a FEX2 en alcanzar
el “burst”. Alternativamente, la diferencia en translucidez podria indicar una
liberacion celular menos sincronizada, como se ha observado en fagos Myoviridae

con maquinaria de lisis dependiente de holinas (78).

La actividad litica reducida de FEX1 frente a S. Infantis (Tabla N°1, Anexo N°1)
contrasta con su alta eficiencia en otras cepas de Salmonella, lo que sugiere
mecanismos especificos de resistencia en esta cepa. Estudios recientes han
identificado que ciertas mutaciones en los genes de la via de sintesis de
lipopolisacéridos (LPS) en S. Infantis, confieren a esta bacteria resistencia a la
infeccion por bacteriéfagos (79). Esto sugiere que FEX1 podria estar empleando
los LPS como punto de reconocimiento primero para iniciar el proceso de infeccion.
Cabe mencionar que este tipo de inmunidad también fue reportado en S. Enteritidis,

sin embargo, en este estudio no se evidencio resistencia a la infeccion (80).

Adicionalmente, es posible que el fago FEX1 sea susceptible al sistema
CRISPR/Cas presente en S. Infantis (81,82). Un gran numero de bacterias del
género Salmonella cuentan con un sistema funcional CRISPR/Cas, que les provee
de un sistema de proteccion contra infecciones por fagos (83). Este sistema es

altamente especifico ya que depende de la especificidad del ARN guia por el ADN
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blanco (84). Los bacteriofagos por su lado también poseen mecanismos
denominados anti-CRISPR que les permite burlar los sistemas de defensa
bacterianos. Estos consisten en la produccion de proteinas denominadas “Acr” que
pueden ejercer la funcion de bloquear la integracion del complejo CRISPR/Cas al
ADN del fago, como también pueden generar la disrupcion del complejo
CRISPR/Cas y la degradacion del crRNA (85,86). Contemplando esta posibilidad,
se empleo la herramienta bioinformatica AcrDB para detectar la presencia de genes
Acren FEX1yFEX2 (87). Sin embargo, no se pudo detectar estos genes en ninguno

de los dos fagos.

En nuestros aislamientos, el espectro activo incluye S. Typhimurium, S. Typhiy S.
Enteritidis, con menor actividad de FEX1 frente a S. Infantis. La literatura destaca
que el rango de hospedadores es un criterio central para seleccionar fagos y que su
amplitud condiciona la utilidad practica. Aunque con frecuencia se considera que
los siphovirus presentan un alcance restringido, también se han descrito casos con
actividad sobre varios serovares de Salmonella, lo que ayuda a explicar patrones de
sensibilidad diferentes entre serovares cercanos (88). En ese marco, se reconoce que
el rango limitado representa un desafio para la aplicacion terapéutica, por lo que es
necesario verificar la susceptibilidad a nivel de serovar cuando se definen fagos

candidatos.

Los analisis de estabilidad del pH muestran que los fagos FEX1 y FEX2 mantienen

una viabilidad estable entre pH 4 y 7 (Figura N°12). Este comportamiento es tipico

de muchos fagos, cuya actividad suele disminuir drasticamente en condiciones
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extremas de pH debido a la desnaturalizacion de proteinas estructurales (89,90). En
condiciones de pH altamente acido (pH 2-3), FEX1 se inactivd completamente,
mientras que FEX2 mostré una tolerancia ligeramente superior al permanecer
parcialmente activo en pH 3, aunque también perdi6 toda actividad a pH 2. En el
rango alcalino (pH 8-10), FEX2 mostré6 mayor estabilidad en comparacién con
FEX1, cuya actividad decrecio significativamente a pH 10. Los resultados de FEX2
son consistentes con los previamente reportados sobre estabilidad a diferentes pH
para fagos del género Felixounavirus (91-93). En el caso de los resultados de FEX1,
son consistentes con lo previamente reportado en fagos del género Tequintavirus
(87,94) pero también se han realizado estudios donde fagos de este género probaron
mantener su viabilidad al ser sometidos a pH 3 (96,97). Lo encontrado sugiere que
FEX2 podria ser mas versatil en términos de aplicaciones industriales, médicas o
ambientales donde los fagos sean expuestos a condiciones de pH variadas (98,99).
La estabilidad diferencial observada en pH extremos podria explorarse méas a fondo
mediante estudios estructurales de alta resolucion para identificar los componentes

moleculares responsables.

La estabilidad térmica de los fagos FEX1 y FEX2 fue evaluada en funcion de su
capacidad para mantener la infectividad tras la exposicion a diferentes temperaturas
(Figura N°13). Los resultados mostraron que ambos fagos mantienen su viabilidad
en temperaturas moderadas, pero difieren en su capacidad de resistencia térmica a
temperaturas extremas. Mientras que FEX2 mostro una répida inactivacion a
temperaturas superiores a 50°C, FEX1 demostrd una mayor resistencia, lo que

sugiere una organizacion de proteinas estructurales mas estable a altas
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temperaturas.

Estudios previos han demostrado que la termoestabilidad de los fagos esta
influenciada principalmente por la compactacion del ADN y la composicion de la
capside viral. Se ha observado que fagos con una mayor densidad en el
empaquetamiento de su genoma tienden a ser mas resistentes a la desnaturalizacion
térmica, lo que podria explicar la mayor estabilidad de FEX1 en comparacién con
FEX2 (100). En las imagenes TEM se puede apreciar que el tamafio aproximado de
las capsides de FEX1 y FEX2 es de 65nm y 100nm respectivamente (Figura N°11,
Anexo N°4). Teniendo en cuenta el tamafio de los genomas se puede estimar que el
grado de compactacion de FEX1 es mayor ya que cuenta con un genoma de 113kb
ocupando un espacio menor del disponible en FEX2, que cuenta con un genoma de
86kb. Investigaciones sobre fagos con morfologia de tipo Siphovirus han
identificado caracteristicas estructurales que favorecen la estabilidad térmica, lo

cual es consistente con la alta resistencia de FEX1 (101,102).

Desde una perspectiva biotecnoldgica, la termoestabilidad de los fagos tiene
implicaciones clave en su aplicacion en biocontrol y terapia. Fagos con alta
resistencia térmica pueden ser empleados en entornos donde la temperatura varia
significativamente, como en la industria alimentaria o en la desinfeccion de aguas
(103). Ademas, se ha propuesto que la encapsulacion en polimeros y nanoparticulas
mejora la estabilidad de los fagos y extiende su vida util, lo que podria ser una
estrategia viable para mejorar la termoestabilidad de FEX1 y FEX2 (104).

Asimismo, estudios han sefialado que la liofilizacién permite preservar la
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infectividad de fagos a largo plazo sin comprometer su actividad bioldgica (104).

La interpretacion de los perfiles de estabilidad frente a pH y temperatura debe
situarse en los escenarios concretos de uso de la fagoterapia, tales como infecciones
humanas, produccion animal, alimentos y ambiente. Su implementacion requiere
que las condiciones fisicoquimicas y de proceso preserven la infectividad del
preparado fagico durante su preparacion, almacenamiento y administracion.
Ademas de las aplicaciones en dichos ambitos, persisten limitaciones y desafios
vinculados a la implementacion, incluida la seguridad del hospedero y las
respuestas inmunes; por ello, la seleccion de matrices y vias de administracion debe
ir de la mano con la conservacion de la actividad bajo los regimenes operativos

previstos, evitando escenarios que ignoren estas restricciones (105).

La determinacion del indice de multiplicidad de infeccion (MOI) éptimo indico que
FEX1 y FEX2 tienen méximos de produccién a valores de 0.01 y 0.001,
respectivamente (Tabla N°2). Este resultado destaca diferencias en la eficiencia de
infeccion entre los dos fagos, donde FEX2 requiere una menor proporcion de
particulas virales para alcanzar niveles maximos de produccion. Esto puede reflejar
una interaccion mas eficiente entre FEX2 y su hospedero bacteriano, posiblemente
relacionada con la afinidad de sus proteinas de union a receptores (106). Es
justamente esta diferencia en el nivel de eficiencia de interaccion con su hospedero
que hace al MOI un valor variable inclusive entre fagos del mismo género. Se ha
visto que fagos del género Tequintavirus, tales como vB_SabS Sds2 y

vB_EcoS_GNO06, tienen un MOI optimo similar al fago FEX1 (97,107). Sin
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embargo, hay casos como el de vB_EcoS-P24 que tuvo como MOI dptimo el valor
de 0.1 (108). De misma manera, los fagos phAll, phC1l1, phB7, y phCl7 se
propagaron de una manera optima con un MOI de 1 (109). Este patrén variable
también se ve en los fagos del genero Felixounavirus. Investigaciones realizadas
con los fagos SPJ41y B_kpnM_17-11 evidenciaron un MOI éptimo de 0.001, igual
al de FEX2 (91,110). Pero también se dan casos donde la variabilidad aumenta
demasiado, como con SP3 y Pr103BIw cuyo MOI 6ptimo es de 0.0001 y 1000

respectivamente (111,112)

La curva de un solo paso reveld diferencias significativas en los pardmetros de
replicacion de ambos fagos (Figura N°14). FEX1 present6 un tiempo de latencia
de 15 minutos y un tamafio de explosidon de 109 fagos por bacteria, mientras que
FEX2 mostré un tiempo de latencia ligeramente mayor (20 minutos) y un tamafio
de explosion considerablemente mayor (196 fagos por bacteria). Estas diferencias
sugieren que FEX2 tiene una estrategia replicativa mas eficiente, maximizando la
produccion de particulas virales a expensas de un tiempo de latencia mas largo. Esto
podria deberse a diferencias en la maquinaria de replicacion viral o en la capacidad
de FEX2 para secuestrar recursos celulares. Los bacteriofagos pueden codificar
genes metabdlicos auxiliares (AMG, por sus siglas en ingles), estos producen
versiones modificadas de enzimas metabolicas que tienen la funcién de aumentar
la produccién de recursos necesarios para la produccion de particulas virales
(113,114). En el genoma de FEX1 se encontrd genes que codifican a una dUTP
nucleotidohidrolasa y timidilato sintasa, favoreciendo asi la produccion de

nucleotidos de timidina en su hospedero. Esto podria ser una modulacion del
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metabolismo favorable para el proceso de infeccion fagica, ya que algunos fagos
incorporan en su genoma genes que codifican a estos nucle6tidos como parte de un

mecanismo de proteccion frente a las endonucleasas bacterianas (115).

En el caso del genoma de FEX2, no solo se encontré un gen que codifica a una
timidilato sintasa, sino también otros genes AMG. FEX2 cuenta con una
pirofosfatasa MazG-like, enzima que se ha reportado juega un papel en la inhibicién
de la infeccidn abortiva (Abi) en bacterias (116). Se le denomina Abi al evento de
muerte programada en respuesta a una infeccion viral en bacterias, funcionando asi
como un mecanismo de defensa bacteriano que previene la propagacion de las
particulas virales. De la misma manera, se identifico un gen de glutaredoxina. Esta
proteina sirve como agente reductor para las ribonucleoétido-reductasas inducidas
por fagos (117,118). Ademas de esta funcion como modulador metabdlico, también
se ha reportado que la glutaredoxina juega un papel fundamental en el inicio de la
infeccion de fagos que tienen como material genético ARNbc (ARN bicatenario)
(119). Igualmente, se detectd un gen que codifica a una nicotinamida
fosforibosiltransferasa. Esta es metabdlicamente relevante ya que favorece una via
de salvataje de dinucledtidos de nicotinamida (NAD™), lo que conlleva a
condicionamiento por medio de ribosilacién a proteinas involucradas en la
expresion del genoma del fago (120). Generalmente en los fagos con morfologia
Myoviridae este gen se encuentra junto a otro que codifica a una nicotinamida
mononucle6tido adeniltransferasa (121). Sin embargo, en FEX2 solo se pudo

encontrar la fosforibosiltransferasa.
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La relacion entre el MOI éptimo y los parametros replicativos también merece
atencion. EI MOI bajo de FEX2, combinado con su mayor tamario de explosion, lo
hace un candidato ideal para aplicaciones donde se requiere maximizar la
produccidn de fagos con una minima inversion inicial en particulas virales. Por otro
lado, el MOI relativamente més alto de FEX1, junto con su menor tamafio de
explosién, podria limitar su uso en ciertas aplicaciones industriales, aunque podria
ser ventajoso en contextos donde se prefiera una infeccién mas controlada (122).
Sin embargo, si se desea contemplar un uso biotecnolégico o biomédico es
importante tomar en cuenta otros parametros tales como tiempo de exposicion, tasas
de adsorcidn, qué tan rapido la bacteria objetivo se puede adaptar al fago e incluso

la inmunogenecidad del fago (123-125).

Un aspecto importante a tener en cuenta es que a MOI mas bajos, la adsorcién
inicial es menos saturante y la poblacion bacteriana persiste durante méas tiempo
como ‘“‘sustrato” de replicacion, lo que puede retrasar el inicio de la inhibicion del
crecimiento, pero favorecer la produccién global de particulas virales.
Inversamente, MOI mas altos aceleran la supresion temprana del crecimiento, pero
“consumen” mas particulas en coinfecciones redundantes por célula (126).
Adicionalmente, el acoplamiento clasico entre periodo de latencia y tamafio de
explosion explica que un retraso moderado en la eclosion de FEX2 se traduzca en
un mayor numero de progenie por célula infectada, mientras que el perfil de FEX1
prioriza ciclos mas rapidos con rendimientos menores. En este mismo marco, existe
un umbral inferior de MOI dependiente de la densidad bacteriana por debajo del

cual la amplificacion deja de ser eficiente; por tanto, la eleccion de MOI en ensayos
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y formulaciones debe mantenerse por encima de ese limite y alinearse con las
densidades celulares empleadas, de modo que el patrdon cinético propio de cada fago

se exprese de forma reproducible.

Nuestros resultados aportan elementos directamente Utiles para la seleccion de
candidatos prometedores para realizar estudios enfocados a verificar su potencial
terapéutico. La anotacion gendmica sin factores de virulencia ni genes de resistencia
antimicrobiana se alinea con el principal criterio de exclusion sefialado por
consensos regulatorios para descartar fagos “no aptos” (127). El patron de actividad
por serovar que observamos es consistente porque el rango de hospedadores suele
ser estrecho con frecuencia a nivel de cepa, por tanto, la eleccidn terapéutica exige
perfilar la susceptibilidad con ese nivel de resolucion. Ademas, el uso de ensayos
in vitro para cuantificar eficacia y cinética, como los que reportamos, constituye el
paso operativo razonable para informar decisiones iniciales en un contexto donde

escalar sistematicamente a pruebas in vivo para cada fago es poco viable (127).

La caracterizacion genomica del fago FEX1 revela su pertenencia al género
Tequintavirus, destacandose por su contenido GC del 38.9%, el cual es menor en
comparacion con el de su huésped bacteriano Salmonella Typhimurium (52.22%)
(68). Este dato se alinea con lo reportado para el fago mas cercano evolutivamente,
denominado fago Shivani. Este fago es un miembro del céctel terapéutico
IntestiPhage, que ha demostrado eficacia en el tratamiento de infecciones
gastroenterales (128). La inclusion de Shivani en IntestiPhage sirve como ejemplo

del potencial de los fagos para aplicaciones terapéuticas y destaca la importancia de
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continuar explorando fagos como FEX1. El andlisis intergenomico realizado con
VIRIDIC y las herramientas protedmicas posicionan a FEX1 como un nuevo
miembro dentro del género Tequintavirus, con moderada conservacion que oscila
entre el 70% y 90% de identidad con el genoma de los fagos comparados (Figura
N°20 - N°22). Los genes que presentan un 50% de identidad o menor codifican a
proteinas hipotéticas y proteinas endonucleasas con motivos HNH. Esto Gltimo
sugiere que FEX1 pueda estar empleando una estrategia de empaquetamiento del

ADN en etapas tempranas de la maduracion de la capside (129).

En el genoma de FEX1 se pudieron detectar cuatro genes que codifican a ARN de
transferencia (ARNt), esto estd usualmente vinculado a un mecanismo de
compensacion de codones donde el fago incorpora en su genoma genes que
codifican a los codones mas usados en la expresion de sus genes (130). De misma
manera, se pudieron detectar 4 regiones que provinieron de eventos de HGT. En el
caso de FEX1, estos espacios se encuentran ocupados por genes del fago, genes
AMG y por genes que codifican a proteinas hipotéticas. Ademas, se confirmo la

usencia de genes de resistencia antimicrobiana y virulencia en el genoma de FEX1.

El analisis genomico de FEX2 indica su pertenencia al género Felixounavirus y su
cercania con el fago Mushroom (132). Los analisis de similaridad intergendmica,
alineamiento gendémico y comparacion protedmica (Figura N°23 — N°25)
mostraron que existe exactamente un 95% similaridad entre FEX2 y Mushroom,
siendo este el valor de similaridad mas alto aceptado para definir a una nueva

especie establecido por el ICTV (32). Mientras que FEX2 tiene un tamafio de
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genoma de 86,429 pb y codifica 17 ARNts, Mushroom cuenta con un genoma de
87,709 pb que incluye 23 ARNts, dos de ellos pseudo-ARNts (132). En
comparacion con FEX1, FEX2 cuenta con una cantidad mayor de ARNt que
ademas se estar jugando un rol compensativo como fue descrito anteriormente es

probable que estén ofreciendo otra ventaja a FEX2.

Al igual que FEX1, en FEX2 se pudieron detectar 4 regiones que provinieron de
eventos de HGT. Curiosamente, todos los ARNt se encuentran dentro de una de
estas regiones, lo que sugiere que fueron adquiridas en algin punto de su evolucion
por un evento de transduccion. Los andlisis bioinforméaticos comprobaron la
ausencia de genes de resistencia antimicrobiana y virulencia. La clasificacion de
FEX2 como una nueva especie también se ve apoyada por los datos de comparacion
protedbmica. Aunque Mushroom y FEX2 comparten una alta identidad en varias
proteinas estructurales clave, difieren significativamente en una endonucleasa con
motivos HNH. Esta diferencia podria tener implicaciones en la eficacia del

empaquetamiento genémico (127).

Actualmente la caracterizacion estructural de fagos se basa en el uso conjunto de
bioinformatica y la microscopia electronica de transmision. En particular, mediante
Cryo-EM se pueden elucidar las estructuras con alta resolucion (133,134). Como
un primer avance en la elucidacion de la estructura 3D, en el presente trabajo se
opto por una asignacion estructural de proteinas de los fagos y realizar un mapeo
tomando como referencia estructuras previamente publicadas y elucidadas por

Cryo-EM. En la Figura N°40 se muestra un mapa filogenéetico de los fagos
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conocidos que poseen material genetico de tipo ADN bicatenario. En él se ha
marcado con una estrella roja todos los fagos cuya estructura se halla
completamente elucidada por medio de Cryo-EM segun una revision de la base de
datos EMDB (135). En la misma figura se indica la ubicacion de FEX1 y FEX2 en
el mapa. De inmediato se puede notar que FEX1 cuenta con parientes
filogenéticamente cercanos con estructura conocida, de los cuales se eligié al fago
DT57C para la asignacién estructural. Esta eleccion se respaldo en los resultados
de alineamiento globales de las secuencias de proteinas estructurales de ambos
fagos. Como se puede apreciar en la seccién de resultados, a excepcién de una
proteina, todas las proteinas estructurales de FEX1 mantienen alta semanjaza
(>85% idénticas) con las de DT57C (Figura N°38). A su vez, los alineamientos
estructurales obtuvieron valores de RMSD bajos cuando se compararon las
estructuras predichas por Alphafold3 de FEX1 y las reales determinadas por Cryo-
EM de DT57C. Estos resultados respaldan el uso de la estructura de DT57C como
modelo para describir la estructura del fago FEX1. La ausencia de homologia en la
proteina lateral de la cola A (Figura N°32), podria sugerir que existen diferencias

en el proceso mecanico de inyeccion del ADN entre los fagos (136-138).
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Figura N°41. Mapa filogenético de los fagos con genoma ADNbc. Con estrella roja
se marcaron los fagos con estructura conocida por medio de Cryo-EM. Con un
circulo rojo se marcé la ubicacion de FEX1 y FEX2.

Como se puede apreciar en la Figura N°41, el fago FEX2 no cuenta con fagos de
estructura completa conocida cercanos filogenéticamente para emplearlos como
referencia estructural. Sin embargo, se pudo encontrar una alternativa en el fago
Sf14. Este fago presenta su estructura parcialmente elucidada, tiendo la estructura
de su capside elucidada por Cryo-EM. De misma manera que con FEX1, se eligio
a Sf14 en base a la relacion de homologia que comparte la proteina mayor de la
capside con lade FEX2 (Figura N°39). El alineamiento estructural obtuvo un valor
muy bajo de RMSD, sugiriendo que la estructura de la capside de Sf14 puede
representar a la capside de FEX2 como se muestra en la Figura N° 40. Esto resalta

la necesidad de realizar estudios futuros enfocados en elucidar por medio de Cryo-
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EM, u otra técnica que provea de una alta resolucién atdmica la estructura de FEX2
ya que contribuiria a la obtencion de un modelo estructural para fagos del género

Felixounavirus.
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IX. Limitaciones del estudio

A pesar de los hallazgos relevantes obtenidos, el presente estudio presenta ciertas
limitaciones que deben ser consideradas al interpretar los resultados. En primer
lugar, si bien se logro una caracterizacion gendémica y funcional de los fagos FEX1
y FEX2, la ausencia de estudios estructurales experimentales mediante Cryo-EM o
técnicas de cristalografia limita la confirmacion directa de las asignaciones
estructurales propuestas. Las inferencias estructurales se basaron en andlisis de
homologia y superposicion con estructuras previamente elucidada, lo que, si bien
aporta valor, no reemplaza la evidencia directa derivada de métodos de alta

resolucion.

Asimismo, la evaluacion de la actividad litica se realizé frente a un nimero limitado
de cepas bacterianas, lo que restringe el entendimiento completo del espectro de
hospederos y podria subestimar la amplitud o especificidad de estos fagos frente a
otros serovares clinicamente relevantes. En el mismo sentido, no se realizaron
pruebas de co-evolucién ni de resistencia bacteriana emergente, lo cual hubiera
permitido explorar el potencial de adaptacion de los hospederos frente a la presion

ejercida por los fagos.

Otra limitacion relevante radica en que, aunque se emplearon herramientas
bioinformaticas de amplio uso para la deteccion de genes de resistencia, virulencia
y anti-CRISPR, es posible que algunos genes funcionales hayan pasado
inadvertidos debido a la novedad o baja representacion en las bases de datos de

referencia. Esto puede afectar la interpretacion completa del potencial

78



biotecnolodgico y de seguridad de los fagos analizados.

Finalmente, las condiciones experimentales de estabilidad frente a pH y
temperatura se realizaron en sistemas controlados de laboratorio, los cuales no
simulan completamente los escenarios complejos y variables a los que podrian
enfrentarse los fagos en aplicaciones reales, como entornos gastrointestinales,
matrices alimentarias o sistemas ambientales. Esta limitacion subraya la necesidad
de validar estos hallazgos en condiciones mas representativas y funcionales, que

incluyan ensayos in vivo o modelos mas complejos de interaccion fago-hospedero.
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X.

Conclusiones

FEX1 presentd un indice de multiplicidad de infeccion (MOI) 6ptimo de
0.01, mientras que FEX2 mostré un MOI maés bajo (0.001), indicando que
FEX2 requiere una menor cantidad de particulas virales para alcanzar
niveles optimos de propagacion.

La curva de un solo paso mostré6 que FEX2 tiene un mayor tamafio de
explosion (196 fagos por bacteria) en comparacion con FEX1 (109 fagos
por bacteria), lo que sugiere una estrategia replicativa mas eficiente.
Ambos fagos son estables en rangos de pH entre 4 y 7, pero FEX2 mostro
una tolerancia ligeramente mayor a pH extremos.

La estabilidad térmica de los fagos evidencid que FEX1 mantiene su
viabilidad a temperaturas elevadas con mayor eficiencia que FEX2, lo que
podria estar relacionado con la compactacién de su ADN y la composicién
de su capside viral.

FEX1y FEX2 son bacteriéfagos pertenecientes a los géneros Tequintavirus
y Felixounavirus, respectivamente. Ambos fagos muestran diferencias
gendmicas y estructurales significativas que justifican su clasificacion como
nuevas especies: Tequintavirus laureano para FEX1 y Felixounavirus
revilla para FEX2.

Ambos fagos carecen de genes asociados con resistencia a antibiéticos y
factores de virulencia, posicionandolos como candidatos seguros para
aplicaciones terapéuticas, especialmente en el contexto de infecciones
bacterianas multirresistentes.

FEX1 codifica genes metabdlicos auxiliares como dUTP
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nucleotidohidrolasa y timidilato sintasa, lo que sugiere una posible
estrategia para aumentar la produccion de nucleétidos de timidina en su
hospedero.

FEX2 presenta genes adicionales como la pirofosfatasa MazG-like,
asociada con la inhibicion de la infeccion abortiva (Abi), y una
glutaredoxina que podria jugar un rol clave en la modulacion metabdlica del
hospedero, y una gran cantidad de ARNt, que pueden estar ejerciendo un rol
defensivo en el proceso de infeccion.

FEX1 presentd una morfologia de tipo Siphoviridae, mientras que FEX2
presentd una morfologia de tipo Myoviridae en las imagenes obtenidas por
TEM.

La caracterizacion estructural basada en modelos de homologia con fagos
previamente estudiados por Cryo-EM permitid realizar inferencias sobre la

arquitectura de FEX1 y FEX2.
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XIl.  Anexos

Anexo N°1. Spot-test de los fagos FEX1 y FEX2 contra las cepas: Salmonella

typhimurium, Salmonella typhi, Salmonella enteritidis y Salmonella infantis.
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Anexo N°4. Imagen de TEM del fago FEX1 a una extremadamente alta
concentracion (2.86 x 101° PFU/mL).




