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RESUMEN

Con el desarrollo de resistencia a los antibidticos, las infecciones bacterianas han
incrementado su impacto tanto en la salud humana, como en los cultivos y animales de
importancia agropecuaria, situacion que sefiala la importancia de desarrollar métodos de
control alternativos para combatir a este tipo de agentes patdgenos. Por tal motivo el objetivo
de este estudio es analizar la composicion fagica y la capacidad litica de la solucién fagica
JRM2, la cual previamente se ha demostrado que puede inducir la erradicacion bacteriana de
cultivos liquidos de E. coli 0157:H7, que es una bacteria patégena de gran impacto en la salud
publica. Si la solucion JRM2 posee mas de un fago, entonces una muestra de DNA fagico
extraida de ella contendr4 secuencias asociadas a dos o mas fagos diferentes.
Adicionalmente, si alguno o algunos de los fagos contenidos en la solucién JRM2 presentan
una elevada actividad litica frente a la cepa de E. coli utilizada, entonces, con alguna mezcla
fagica derivada de la solucién JRM2 sera posible reducir la poblacion bacteriana hasta niveles
indetectables por la técnica de cuantificacién bacteriana utilizada. Para identificar los fagos
presentes en la solucidn, se extrajo una muestra de DNA gendmico fagico y se sometié a un
proceso de secuenciaciébn masiva. Para evaluar la capacidad litica, se realizaron cinéticas
microbianas a las cuales se les adicionaron diferentes soluciones y mezclas fagicas. En este
estudio se identificaron seis fagos diferentes en la soluciébn JRM2, tres de ellos presentaron
caracteristicas que pueden explicar la capacidad litica y de erradicacion bacteriana observada
en éste y en trabajos previos. Se obtuvo evidencia de la capacidad de los fagos presentes en
la mezcla JRM2 para reducir la poblacién bacteriana a niveles indetectables por la técnica
utilizada, sin embargo, no fue reproducible debido a la contaminacion de las soluciones fagicas
por fagos enddgenos propios de la cepa bacteriana utilizada, que se reactivaban frente a la

infeccion por otros fagos.



ABSTRACT

With the development of antibiotic resistance, bacterial infections have increased their
impact on human health, as well as on animals and crops of agricultural importance, a situation
that shows the importance of developing alternative control methods to combat this type of
pathogens. The objective of this work is to analyze the phage composition and lytic capacity of
the JRM2 phage solution, which has previously been shown to induce bacterial eradication of
liquid cultures of E. coli O157:H7. If the JRM2 solution contains more than one phage, then a
genomic phage DNA sample extracted from this solution will contain sequences associated
with two or more different phages. Additionally, if some of the phages contained in the JRM2
solution show high lytic activity against the strain of E. coli employed, then with some phage
mixture derived from the JRM2 solution it will be possible to reduce the bacterial population to
undetectable levels by the bacterial quantification technique used. To identify the phages
present in the solution, a sample of phage genomic DNA was extracted and subjected to a
massive sequencing process. To evaluate the lytic capacity, microbial kinetics were carried out,
to which, different solutions and phage mixtures under study were added. Six different phages
were identified in the JRM2 solution, three of them presenting characteristics that could explain
the lytic and bacterial eradication capacity observed in this and in previous works. Evidence
was obtained of the ability of the phages present in the JRM2 mixture to reduce the bacterial
population to undetectable levels by the technique employed; however, it was not reproducible
due to the contamination of the phage solutions by endogenous phages of the bacterial strain,
which were reactivated in response to the infection by other phages.
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INTRODUCCION

Este estudio aborda el estudio de una solucién que contiene bacteriéfagos con potencial
para ser utilizados como herramientas de control biolégico. Tiene como antecedentes directos
dos tesis de licenciatura, en la primera de las cuales se reporta el aislamiento de bacteriéfagos
que infectan a varias cepas de Escherichia coli, entre ellas a una cepa del serotipo O157:H7,
productora de shigatoxina Romero Mdénico (2018). La segunda tesis reporta el andlisis de la
capacidad litica de estos bacteriéfagos, y en la cual se demuestra la capacidad de los mismos
para lisar totalmente un cultivo de E. coli O157:H7. Este serotipo de E. coli es de importancia
en salud publica, ya que ha sido la responsabe de importantes brotes de intoxicacion
alimentaria, pudiendo causar enfermedad grave o la muerte.

La solucién que contiene a estos bacteri6fagos, denominada JRM2, originalmente se
consideré que contenia un solo bacteriéfago, el cual no se habia caracterizado a nivel
genomico y fisicoquimico. Sin embargo, algunas cinéticas microbianas a la cuales se les
adiciond la solucién JRM2, presentaban un comportamiento que sugeria que pudiera contener
mas de un bacteriéfago. Por lo tanto, el propésito de este estudio fue definir si la solucion
JRM2 contiene uno o varios bacteriéfagos, asi como las caracteristicas y relaciones
gendmicas de los mismos, y su capacidad litica sobre E. coli O157:H7. La identificacion de los
bacteriéfagos que se encuentran en la solucién JRM2 permitid, por un lado, verificar la pureza
de soluciones fagicas, rastrear y monitorear a estos bacteriéfagos durante experimentos de
infeccion y amplificacion fagicas, y determinar su similitud con otros fagos y con ello obtener
indicios de su comportamiento biolégico. Por otro lado, el analisis de su capacidad litica sobre
la cepa de E. coli O157:H7, permitié definir cuél de ellos presenta caracteristicas que permitan
la erradicacion bacteriana de un cultivo, o si esta caracteristica se debe a una mezcla de ellos.

Derivado de lo anterior, el objetivo general planteado para este proyecto es: Analizar la
composicion fagica y la capacidad litica de la solucion fagica JRM2. Como objetivos
particulares se han planteado los siguientes: 1) Evaluar la capacidad litica de la solucion fagica
JRM2, 2) Evaluar la capacidad litica de placas de lisis individuales derivadas de la soluciéon
JRM2, 3) Evaluar la capacidad litica de mezclas de amplificados fagicos, 4) Analizar las
secuencias obtenidas a partir de una muestra de DNA gendmico fagico derivada de la solucion
fagica JRM2, y 5) Analizar el genoma de al menos uno de los fagos de la solucién fagica JRM2,
para relacionar sus caracteristicas genémicas con su capacidad litica.

La hipotesis del trabajo fue que, si la solucion JRM2 posee mas de un fago, entonces
una muestra de DNA fagico extraida de ella contendra secuencias asociadas a dos o0 mas

fagos diferentes. Adicionalmente, si alguno o algunos de los fagos contenidos en la solucién
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JRM2 presentan una elevada actividad litica frente a la cepa de E. coli utilizada, entonces, con
alguna mezcla fagica derivada de la solucién JRM2 sera posible reducir la poblacion bacteriana
hasta niveles indetectables por la técnica de cuantificacion bacteriana utilizada.

Entre los principales resultados obtenidos en este estudio se encuentra la identificacion
de secuencias gendmicas de seis fagos diferentes en la solucion JRM2, con al menos tres de
ellos compartiendo caracteristicas gendmicas con fagos liticos, mismas que podrian explicar
el fendmeno de erradicacion bacteriana, el cual fue posible obtener en este trabajo, aunque
no de manera reproducible. Al menos uno de los seis fagos corresponde a un profago presente
en la cepa bacteriana utilizada como hospedero, el cual inicia un ciclo litico en respuesta a la
infeccién por otros fagos, interfiriendo con la obtencién de soluciones fagicas puras. Los
ensayos de actividad litica muestran que los fagos que se tienen en la solucion JRM2 pueden
reducir la poblacién bacteriana hasta niveles indetectables por la técnica utilizada, y en los
casos en los que no se erradica la bacteria, pueden retardar de manera importante el
crecimiento microbiano.

Ese trabajo estd integrado por seis capitulos. El primero presenta el marco tedrico dentro
del cual se desarrolla el trabajo. ElI segundo corresponde a los antecedentes del mismo,
describiendo la importancia de E. coli O157:H7, la importancia de desarrollar métodos de
control de las enfermedades bacterianas mediante productos distintos a los antibiéticos, tales
como los fagos, y la descripcion de los trabajos previos desarrollados dentro del mismo grupo
de trabajo. En el tercer capitulo se presentan la justificacion, la hipétesis y los objetivos. El
cuarto capitulo describe las metodologias utilizadas. El quinto presenta los resultados y la
discusién de los mismos. Finalmente, el sexto capitulo presenta las conclusiones y

perspectivas.



CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1. Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli O157:H7 es uno de los patdgenos mas importantes transmitidos por
alimentos y se ha considerado un problema de salud publica a nivel mundial (Amarillas et al.,
2017). Este patdgeno se ha relacionado con el consumo de carne poco cocida, productos
lacteos no pasteurizados, vegetales y agua contaminados por heces de animales portadores,
entre los que destacan el ganado vacuno, ovino y caprino (Mora et al., 2004). Como
consecuencia del consumo de alimentos contaminados con dicho patégeno, los seres
humanos pueden padecer diversas enfermedades gastrointestinales, tales como diarrea
sanguinolenta grave, colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico. Estas enfermedades
se deben a la accién de las shigatoxinas Stx 1 y/o Stx2 en los rifiones, en algunos casos es
mas probable que se manifiesten en nifios pequefios y ancianos, asi como personas
inmunocomprometidas. Existen subtipos reconocidos de Stx 1y Stx 2, algunos de ellos difieren
en aminoacidos y poseen diferentes toxicidades (Sabouri et al., 2017; Wang et al., 2017;
Worley et al., 2017).

E. coli O157:H7 emplea diversos mecanismos para colonizar vegetales mediante
adhesion a la superficie celular mediante adhesinas fimbriales y no fimbriales. Por ejemplo, las
fimbrias de agregacion delgada, junto con la expresién de proteinas curli, son responsables
de unirse a las proteinas de la matriz extracelular eucariota y promover la formacion de
biopeliculas. La formacion de las fimbrias de agregacion delgada aumenta la probabilidad de
supervivencia de E. coli O157:H7, asi mismo, facilita su protecciéon contra condiciones
ambientales adversas. El patdgeno es capaz de adherirse fuertemente a la superficie del
tomate, a las hojas de espinaca y a las raices de alfalfa, adhesion que esta mediada por el
sistema de secrecion filamentoso tipo Ill, compuesto por filamentos de EspA (Gullian &
Sanchez, 2018).

1.2. Seguridad alimentaria
"Existe seguridad alimentaria cuando todas las personas tienen en todo momento
acceso fisico y econémico a suficientes alimentos inocuos y nutritivos para satisfacer sus
necesidades alimenticias y sus preferencias en cuanto a los alimentos, a fin de llevar una vida
activa y sana" (Urquia, 2014). La seguridad alimentaria mundial es vulnerable debido al rapido
crecimiento de la poblacion humana, a los cambios en el clima global, a la demanda creciente
de los consumidores y al surgimiento de patdgenos resistentes (Velivelli et al., 2014). La

incidencia de algunos patégenos transmitidos por los alimentos va en aumento en muchos
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paises, es un grave problema de salud publica y el riesgo de enfermedad por patégenos
transmitidos por los alimentos se ve exacerbado debido a las vulnerabilidades de la seguridad
alimentaria (Amarillas et al., 2017).

Ante las crecientes amenazas a la seguridad alimentaria mundial y la presién sobre los
recursos naturales, existe una necesidad urgente de identificar y comercializar productos
bioldgicos para el control de patogenos (Velivelli et al., 2014). Sin embargo, cominmente para

el control de patdgenos resistentes se utilizan métodos quimicos y fisicos.

1.3. Meétodos de control de Escherichia coli O157:H7

Actualmente, para el control de E. coli O157:H7 se utilizan antibiéticos de amplio
espectro, lo que ha generado problemas de resistencia que dificultan su control. Ademas, las
bacterias que han adquirido resistencia pueden propagarse a los humanos a través de los
alimentos (Phillips et al., 2004; Carmona & de la Calle, 2013). Se han propuesto métodos
gquimicos y fisicos como alternativas para controlar la contaminacion por E. coli O157:H7 en
brotes de semillas, que incluyen la inmersién de semillas en cloro, 4cidos organicos, peroxido
de hidrégeno, hipoclorito de calcio, hipoclorito de sodio, amoniaco, etanol, agua caliente o
tratamiento de semillas con calor seco combinado con irradiacion. La aceptacion publica de
alimentos irradiados sigue siendo desfavorable y los tratamientos quimicos y de agua caliente,
asi como el hipoclorito de calcio y de sodio, no reducen efectivamente al patégeno
internalizado en la semilla, ni al adherido a la superficie de las hojas, respectivamente (Shen
et al., 2017; Ferguson et al., 2013).

Se han utilizado métodos como la pasteurizacién, la radiacién, la adicion de
conservantes o la adicién de bacterias acido-lacticas para controlar E. coli O157:H7 en los
alimentos. Sin embargo, estos métodos de control no son muy efectivos para ciertos alimentos
0 pueden alterar el color, el sabor o la textura de los alimentos (Lu & Breidt, 2015).

Debido a las desventajas que estos métodos presentan y a la aparicion de cepas
bacterianas resistentes a multiples antibiéticos, se necesitan con urgencia nuevos métodos de
control, seguros y efectivos para el control de E. coli 0157:H7. El uso de bacteriéfagos es una

alternativa prometedora para la prevencion y tratamiento de bacterias infecciosas.

1.4. Bacteri6fagos
Los bacteriéfagos son virus que exclusivamente infectan bacterias, pueden encontrarse
de forma ubicua en el tracto gastrointestinal humano, en océanos, en respiraderos de aguas
profundas, en el suelo superficial, en plantas, en animales y en algunos alimentos (Dion et al.,
2020; Kutter & Sulakvelidze, 2004; Lopes et al., 2014). Félix d’'Herelle, los descubrié por
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primera vez en 1917, e introdujo la terapia con fagos como un método para controlar
enfermedades bacterianas. En ese entonces, dicha terapia fue considerada como un método
de control prometedor, sin embargo, con el descubrimiento de los antibiéticos después de la
década de 1940, esta idea fue abandonada.

Recientemente, la idea de utilizar la terapia con bacteri6fagos para controlar
enfermedades bacterianas ha ganado atencion en todo el mundo, como una solucion potencial
a la aparicion de bacterias resistentes a los antibiéticos (Su et al., 2017). La actividad
antibacteriana de los bacteriéfagos resulta atractiva para combatir bacterias no deseadas y
juega un papel muy importante, no solo en el tratamiento de enfermedades humanas, sino
también en la proteccidn de alimentos, en la agricultura y en la industria (Necel et al., 2020).
El uso de bacteriéfagos como método de control de bacterias patdgenas tiene ventajas sobre
los métodos tradicionales. En primer lugar, los bacteriéfagos son altamente especificos hacia
cierto rango de hospederos. Solo infectan hospederos bacterianos de cierta especie v,
tratandose de bacteri6fagos liticos estrictos, causan una rapida lisis bacteriana. No infectan a
humanos ni a otros eucariotas. Los bacteriéfagos, al ser especificos para bacterias patdgenas,
no alteran la microbiota en animales, incluyendo a los humanos. En segundo lugar, los
bacteriofagos no son téxicos para los humanos. Aunque la lisis celular puede liberar
endotoxinas, los bacteri6fagos en si no generan ningln producto téxico durante su
multiplicacién. En tercer lugar, los bacteriéfagos no alteran la calidad de los alimentos porque
no producen ninguna sustancia que pueda cambiar el sabor, la composicién, el aroma o el
color de los alimentos. Ademas, los bacteriéfagos son estables y no se replican en ausencia
de su hospedero bacteriano (Lu & Breidt, 2015). Por otro lado, existen factores que limitan la
utilidad de los bacteriéfagos como método de control. Primero, se requiere de una gran
coleccidon de bacteri6fagos diferentes que asegure opciones de control adecuadas para
diversas cepas. En segundo lugar, no todos los bacteriéfagos son adecuados para el control,
por ejemplo, los bacteriéfagos temperados no deben emplearse como control bioldgico ya que,
lisogenizan a las células en lugar de lisarlas. En tercer lugar, algunos bacteriéfagos transportan
genes de virulencia en sus genomas. Finalmente, es posible que las bacterias desarrollen
resistencia a los bacteriéfagos (Necel et al., 2020). Respecto a este ultimo punto, puede
evitarse que las bacterias desarrollen resistencia a los bacteriéfagos mediante el uso de
cocteles de bacteriéfagos, es decir, dos 0 mas bacteriéfagos (Lee et al., 2016).

Para una mejor formulacion de cocteles de fagos mas efectivos que superen el desarrollo
de la resistencia y sigan siendo eficaces, es de utilidad la comprension de la taxonomia de los

fagos, la proteémica y los receptores involucrados (Niu et al., 2014).
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1.4.1. Caracteristicas gendmicas

Gracias a los avances en las técnicas de secuenciacion masiva, a la disponibilidad de
secuencias completas de genomas fagicos, y al desarrollo de herramientas bioinformaticas,
se pueden realizar estudios de gendmica comparativa de bacteriéfagos. Gracias a ello es
posible explorar parte de la historia evolutiva de las caracteristicas gendémicas de los
bacteriéfagos (Desiere et al., 2002; Lee et al., 2015).

1.4.1.1. Genes
Los genes de los fagos pueden ser divididos en clases (clase |, clase Il y clase Ill) o
tempranos, intermedios y tardios; segin en el orden en el que se transcriben (Gadaleta, 1995):
= Clase l: son transcritos por la ARN polimerasa del hospedero y codifican para proteinas
que redirigen el metabolismo celular hacia la replicacion del fago.
= Clase Il: estan involucrados en la replicacion del DNA viral.

= Clase lll: codifican para proteinas que intervienen en el proceso de morfogénesis viral.

1.4.1.2. Mdédulos
En los genomas fagicos se han encontrado cuatro modulos importantes (Maleki et al.,
2015; Lima-Mendez et al., 2007; Hernandez, 2016):

1. MdAdulo de replicacién: contiene las enzimas codificantes para la replicaciéon y el
metabolismo de acidos nucleicos, en este modulo se encuentran enzimas tales como la

Helicasa, la cual se encarga de romper los puentes de hidrogeno para abrir la cadena de DNA.

2. Modulo estructural: contiene proteinas estructurales y de empaquetamiento. En este
maodulo se encuentran las proteinas portal, de placa basal, de fibras de la cola, proteinas de la
cola, entre otras. La procabeza y los motores moleculares tienen actividad ATPasas que se
encargan de cortar el DNA 'y, mediante la conversion de energia quimica a mecanica, traslocan
el DNA dentro de la procabeza, estas enzimas son necesarias para que el empaquetamiento
del dsDNA se lleve a cabo correctamente. Por otro lado, las terminasas, que también forman
parte de este mddulo, se encargan de empaquetar, de inicio a fin, el genoma fagico.
Normalmente un par de terminasas forman un complejo, este complejo contiene una
subunidad pquefia y una subunidad grande. El complejo DNA-terminasa se transloca desde el
citosol a la proteina portal en el vértice de la cabeza para formar el “packsome”, el cual utiliza

energia de hidrélisis de ATP para empaquetar el DNA en la cabeza.



3. Médulo de lisis: contiene enzimas como holinas y lisozimas, las holinas se encargan
de generar poros para permitir el acceso de las lisozimas que actia degradando el
peptidoglicano de la pared celular.

4. Modulo de lisogenia: contiene enzimas como la integrasa, que inserta (o integra)
los genomas recién sintetizados en el DNA de la célula infectada, la proteina Xis (excisionasa),
que lleva a cabo la accién contraria a la integrasa. Se presenta competencia y exclusion entre
los profagos durante el establecimiento de una célula poli lisogénica. La exclusion podria estar
mediada por tres proteinas codificadas en este médulo: la integrasa del fago, el gen sie

(superinfeccidn por exclusién), y el represor del fago (funcion de inmunidad).

1.4.2. Ciclos deinfeccién

Los bacteri6fagos pueden llevar a cabo un ciclo litico o lisogénico (Figura 1.1). El
hospedero experimenta lisis celular (muere) durante el ciclo litico y se libera la progenie de
fagos. Por el contrario, los bacteriéfagos temperados poseen un ciclo lisogénico, infectan al
hospedero, pero en lugar de ocasionar lisis celular, su genoma se integra en el cromosoma
bacteriano. El genoma viral integrado se denomina profago, el cual puede portar genes que
alteran el fenotipo del hospedero, en un proceso llamado conversion lisogénica (Shors, 2009;
Huff et al., 2005). Algunos profagos no se integran, sino que persisten de manera estable de
forma episomal (como elementos tipo plasmidos), se replican con el ciclo celular y se dividen
en ambas células hijas cuando su hospedero se divide (Rohwer et al., 2014).

La mayoria de los bacteriéfagos protegen su material genético empaquetando el acido
nucleico dentro de una estructura proteica denominada capside. La capside protege el genoma
fagico (4cido nucleico) de los peligros ambientales, como la radiacion UV y las nucleasas
(Rohwer et al., 2014). Este genoma altamente condensado es inyectado, de manera eficiente,
en la bacteria huésped mediante el proceso de expulsién. La mayoria de los fagos utilizan un
complejo especializado, denominado cola, para liberar el genoma sin alterar la integridad de
la célula (Gonzales et al., 2015). Una vez inyectado el genoma fagico dentro de la célula, la
capside permanece afuera, vacia, pues ya ha desempefiado su funciéon (Rohwer et al., 2014).

La cola del bacteriéfago es el mecanismo utilizado cominmente para transportar su
material genético al citoplasma bacteriano. La morfologia de la estructura de la cola puede
diferir segun la familia a la que pertenezca el bacteri6fago (Siphoviridae,
Myoviridae y Podoviridae) aunque la estructura de las maquinarias de la cola comparte varias

caracteristicas.



ddAd

Sintesis de proteinas Liberacion de la
estructurales virales 5) progenie viral

- —
El material genético [ ~

1
) Fagq 2)del fago entra al 4 /
adsorbido 2 ;

citoplasma bacteriano ﬁ

4) Ensamblaje de
estructuras virales

Célula hospedera

3’)Formacion

del liségeno
_—
4’)Multiplicacion 5’)Escision
bacteriana del profago

Figura 1.1. Ciclos de infeccién que pueden llevar a cabo los bacteri6fagos. Ciclo litico (etapas 1-5) y
ciclo lisogénico (1-2 y 3'-5°). Etapa 1: unién del bacteri6fago a la bacteria (adsorcion). Etapa 2: el material
genético del bacteriéfago entra al citoplasma bacteriano (penetracion) y ocurre la sintesis de proteinas
tempranas del bacteriéfago; éstas permiten el inicio del ciclo reproductivo viral y detienen el metabolismo
bacteriano. Etapa 3: sintesis de proteinas estructurales virales. Etapa 4: ensamblaje de estructuras
virales. Etapa 5: liberacion de la progenie viral. Etapa 3’: insercion del material genético del bacteriéfago
al cromosoma bacteriano (formacion del lisogéno). Etapa 4’: multiplicacion bacteriana con el profago en
su genoma. Etapa 5’: escision del profago y activacion del ciclo litico (Huff et al., 2005).

En la mayoria de los casos, las colas consisten en estructuras de simetria plegadas en
6, compuestas por un conjunto tubular central rodeado de fibras o espigas. Las fibras o las
espigas suelen participar en el reconocimiento del receptor bacteriano, el canal central de la
estructura tubular es esencial para el suministro de acido nucleico a través de la membrana
bacteriana. Se ha descrito que los bacteriéfagos que infectan bacterias Gram negativas usan
lipopolisacaridos (LPS) como un receptor, a menudo asistido por porinas o proteinas de la
membrana externa (Gonzalez et al., 2015). Por otro lado, se sabe que las porinas utilizadas
por el bacteriéfago A, infectivo para E. coli, asi como su receptor (LamB) son numerosas y
estan dispersas en toda la membrana externa de su hospedero, la entrada de DNA requiere
una proteina de membrana interna (ManY) que se concentra alrededor de los polos de las
células. Asi, A normalmente inyecta su genoma en una region polar. Sitio en donde inicia
rapidamente la sintesis de las proteinas tempranas, incluida una proteina reguladora clave
(Cll). Una alta concentracion de CIll establece la lisogenia. Cuanto mayor sea la MOI
(multiplicidad de infeccién, es el cociente de la cantidad de fagos entre la cantidad de
bacterias), existird mayor sintesis de Cll y mayor sera la probabilidad de lisogenia (Rohwer et
al., 2014).



En la etapa final de su ciclo de vida, los bacteri6fagos utilizan dos proteinas, holina y
endolisina, para lisar la bacteria huésped degradando la membrana interna y la capa de
peptidoglicano, respectivamente (Lee et al., 2015).

1.4.3. Capacidad litica de los bacteriofagos

Para evaluar la capacidad litica de los bacteri6fagos, se utilizan cinéticas de infeccion en
las que se consideran ciertos pardmetros como el TOI (tiempo de infeccién), que se refiere al
tiempo en el que un cultivo bacteriano es infectado y la MOI (multiplicidad de infeccién), que
se refiere a cuantos bacteriéfagos por cada bacteria se adicionan en el medio. Ademas,
mediante el uso de cinéticas de infeccion es posible monitorear el efecto de los bacteriéfagos
sobre la reduccion de la poblacion bacteriana. Asi mismo, en cuanto a cuestiones de
produccién, el titulo de los bacteriéfagos a través del tiempo puede ser monitoreado (Pefia-
Barrera, 2017; Garcia-Avalos, 2018; Arriola-Ortega, 2019).

En la evaluacibn de la capacidad litica de los bacteriéfagos se han reportado
comportamientos en los que existe un incremento de densidad Optica tras un tiempo
prolongado de ralentizacion del crecimiento bacteriano. Algunos estudios han atribuido este
comportamiento a la presencia de un “péptido arbitro” de origen fagico, el cual progresivamente
se acumula en el medio de cultivo tras la infeccion por bacteriéfagos, y eventualmente
determina la decision de ir a lisis 0 a lisogenia. Al presentarse una baja concentracién de
bacteriéfagos en el medio, se favorece un comportamiento litico, lo que provoca que se
ralentice el crecimiento bacteriano; pero conforme se incrementa la concentracion fagica, lo
hace también la concentracion de dicho péptido, favoreciendo la aparicién de un ciclo
lisogénico (Erez et al., 2017). Por otro lado, también se ha reportado un aumento en la
concentracion bacteriana tras la lisis celular que se atribuye a la seleccion de bacterias con
mutaciones que las vuleven insensibles a bacteriéfagos (BIM), debido a modificaciones en los
receptores del hospedero, por ejemplo, lipopolisacaridos (LPS). Dicha seleccién puede
reducirse usando cocteles de bacteriéfagos, ya que asi es poco probable que se desarrollen
mutantes que posean mutaciones en todos los receptores simultaneamente (Lee et al., 2016).
Ademas, las bacterias han desarrollado mecanismos de resistencia, tal es el caso del sistema
restriccion-modificacion (RM) que previene la infeccion al escindir patrones especificos en el
DNA gendmico del bacteriéfago. Sin embargo, los bacteri6fagos han evolucionado
modificando especificamente sus genomas para evitar la escision del DNA, algunos
bacteriéfagos han adquirido una metiltrasferasa o estimulan la metiltrasferasa del hospedero

para que confiera proteccion al genoma del bacteri6fago. Las metiltransferasas confieren



proteccion normalmente se confiere a través de la metilacion del DNA fagico y, en
consecuencia, aquellas secuencias de reconocimiento de DNA no metiladas se reconocen
como extranas y se escinden (Labrie et al., 2010; Stern & Sorek, 2011). Evidencias sugieren

gue muchos sistemas de resistencia a los bacteriéfagos ain no se han descubierto.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1. Reportes de Escherichia coli 0157:H7 en productos agricolas y ganaderos

Los productos pueden contaminarse por E. coli O157:H7 en cualquier momento durante
la produccion primaria, ya sea a través de la exposicion al estiércol o con aguas de riego
negras. Este patégeno tiene una baja dosis infecciosa de 10! - 102 células, es decir, basta con
la ingestion de 10 a 100 bacterias, para que un individuo se enferme (Lu & Breidt, 2015: Lee
et al., 2016).

El ganado se considera el principal reservorio ambiental de E. coli 0157:H7 (Martorelli
et al., 2017). Los animales infectados excretan entre 102 - 10° UFC/g heces (Saxena et al.,
2015). Ademas, la aplicacion del estiércol al suelo como fertilizante de cultivos propaga al
patdgeno al medio ambiente agricola, por tanto, el suelo se ha convertido también en un
reservorio de E. coli O157:H7. Se ha demostrado que el patdgeno persiste durante largos
periodos de tiempo, aproximadamente 35 dias, su supervivencia depende de las propiedades
del suelo en el que se encuentre, como disponibilidad de nutrientes, pH, disponibilidad de agua
y temperatura (Zhang et al., 2017).

Existen reportes que revelan la presencia de E. coli O157:H7 en frutas y verduras frescas
como: chile habanero, pepino, rabano, tomate, remolacha y cebolla (Gullian & Sanchez, 2018),
asi como en heces de origen bovino, ovejas, venados, cerdos y conejos (Worley et al., 2017;
Wang et al., 2017 & Zweifel et al., 2017; Saxena et al., 2015). Por otro lado, se ha reportado
la presencia de dicho patégeno en carne de res molida, salami, leche cruda, queso, agua, jugo
de manzana sin pasteurizar, lechuga y espinaca (Lu & Breidt, 2015). En 2006, hubo un
incidente por contaminacion de espinacas en Estados Unidos, el brote afect6 a 26 estados

causando que 199 personas enfermaran y al menos tres murieran (Zhang et al., 2017).

2.2. Resistencia bacteriana a antibiéticos
Existen informes que indican que la resistencia bacteriana presente en distintos serotipos
de E. coli va en aumento. Ademas de su uso terapéutico en la medicina humana y veterinaria,
los antibioticos se utilizan para la prevencion de enfermedades y la aceleracion del crecimiento
en animales. La exposicion repetida a antibioticos no solo promueve la resistencia adaptativa,
sino que también confiere sensibilidad reducida a antibidticos. Esta practica conduce a una
seleccién de resistencia bacteriana entre comensales del tracto intestinal de los animales, lo

gue representa una amenaza para la salud publica. Se han encontrado cepas resistentes a
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estreptomicina, sulfisoxazol y tetraciclina, en cultivos contaminados con heces de humanos,
bovinos; asi como en alimentos como en la carne de res (Mora et al., 2005).

La resistencia antimicrobiana multiple en diversos serotipos de E. coli puede atribuirse
en parte a la propagacion de elementos genéticos, incluidos plasmidos, transposones e
integrones, que pueden conferir resistencia a numerosos antibioticos. Sin embargo, hay una
escasez de datos con respecto al mecanismo de resistencia bacteriana identificado entre los
aislamientos de E. coli de humanos y animales, aunque se ha identificado un sistema en
bacterias con resistencia multiple y se postula que juega un papel importante en la adquisicion
y diseminacion de genes de resistencia a antibidticos. Este sistema se relaciona con integrones
bacterianos, como los de clase 1 que contienen sull (resistencia a sulfonamida), aadAl
(resistencia a estreptomicina) y/o dfrAl (resistencia a trimetoprima), identificados en diversos
serotipos de E. coli. Los integrones de clase 1 se localizaron en plasmidos y/o en el
cromosoma. Ademas, los integrones identificados entre 0O157:H7 y O111:H- fueron
transferibles mediante conjugacion a otra cepa de E. coli 0157: H7 y a varias cepas de Hafnia
alvei. Por lo tanto, los integrones no solo estan asociados con la resistencia a mdultiples
antibioticos, sino que también pueden desempefar un papel importante en la diseminacién de
la resistencia genes (Mora et al., 2005).

El noroeste de México es una region involucrada en la produccion y comercializacion de
exportaciones agricolas a los Estados Unidos y otros paises. Recientemente, a partir de
animales domésticos de granjas de la region, se han aislado varias cepas de E. coli 0157:H7
resistentes productoras de shigatoxina (STEC). La caracteristica comuln entre estas cepas fue
la resistencia a multiples farmacos como gentamicina, tetraciclina y una baja resistencia a
ciprofloxacino, acido nalidixico y ceftazidima (Canizalez et al., 2013). Ademas, cepas de E. coli
STEC 0157 y no 0157, aisladas de animales de distintas granjas en el Valle de Culiacén,
mostraron resistencia a clases de antimicrobianos utilizados en México, como
aminoglucésidos, tetraciclinas, cefalosporinas y penicilina (Amézquita et al., 2016).

La resistencia a los antibiéticos es una de las amenazas mas urgentes para la salud
publica. Si bien la resistencia es un problema, el tratamiento por contraer una infeccién
causada por E. coli 0157:H7 es particularmente dificil, debido a que la produccién de la toxina
Shiga se induce en presencia de varios antibiéticos, por o que no se recomienda el tratamiento

con antibiéticos (Necel et al., 2020). La implementacién de nuevas estrategias para controlar
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a cepas de E. coli patbgenas y otros patdégenos transmitidos por los alimentos es un paso
crucial para fortalecer la seguridad alimentaria.

2.3. Bacteri6fagos especificos para Escherichia coli 0157:H7

Estudios recientes han demostrado la eficacia del uso de bacteri6fagos contra E. coli
0157:H7. Estos han sido aislados de muestras fecales de humanos, bovinos, ovinos, porcinos
y pollos (Niu et al., 2014; Lu & Breidt, 2015). Estos se han aplicado de forma oral en ovejas,
demostrandose una reduccién en la poblacién bacteriana intestinal dos dias después del
tratamiento (Raya et al., 2006). En ganado vacuno se probé un coctel de fagos y se observé
una reduccion de la poblacién bacteriana intestinal y rectal. Ademas, el uso de bacteriéfagos
especificos para E. coli 0157:H7 ha dado como resultado reducciones significativas de la
poblacion bacteriana en una variedad de alimentos como tomate, espinaca, brdcoli, carne
molida, melén, lechuga y otras hortalizas de hoja verde (Lu & Breidt, 2015). Por otro lado, se
aislé un bacteriofago especifico para dicho patégeno, a partir de muestras de salmuera de
tanques de fermentacion de pepinos. El bacteriéfago demostré una alta especificidad para el
antigeno 0157, lo que lo convierte en un agente de biocontrol ideal para E. coli 0157:H7 ya
gue no lisa bacterias benéficas. Ademas, se ha demostrado que la aplicacién de bacteri6fagos
liticos especificos para E. coli O157:H7 en tomates cortados inoculados, redujo la poblacién
bacteriana en un 99%, 94% y 96% después de 24 h, 120 h'y 168 h, respectivamente. También
la redujo en un 94% después de 24 h en carne roja, y en espinacas la redujo 100%, 99.6% y
99% después de 24 h, 120 hy 168 h. En el brocoli también tuvo efectos, reduciendola 99.5%,
99% y 97% después de 24 h, 120 h y 168 h (Abuladze et al., 2008). Recientemente, se
aprobo6 una mezcla de bacteriéfagos especificos para E. coli 0157:H7 (EcoShield™, Intralytix)
para su uso en carnes y en superficies de alimentos (Ferguson et al., 2013).

Es probable que se desarrollen mas productos de bacteriéfagos y que gradualmente
ganen aceptacion en el mercado como un medio para la prevencion segura, natural y efectiva

de las enfermedades transmitidas por patdégenos bacterianos.

2.4. Estudio de la estructura genémica de los bacteriéfagos
Un analisis detallado del genoma de los bacteriéfagos, es esencial para evaluar la
seguridad de los bacteri6fagos antes de su uso como agentes de biocontrol, ya que algunos
bacteri6fagos poseen genes de resistencia a antibioticos, proteinas con el potencial de

alergenicidad y factores de virulencia. Mediante un andlisis gendmico también es posible
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garantizar que los bacteriéfagos no posean genes asociados con el modulo de lisogenia. La
evaluacion de estas caracteristicas permite garantizar propiedades genéticas adecuadas para
la evaluacion de un bacteri6fago como agente de control biolégico (Amarillas et al., 2016).

En la Figura 2.1 se presenta el andlisis bioinformético del genoma del bacteriéfago HYO01,
infectivo para E. coli O157:H7 y para Shigella flexneri, aislado de una muestra fecal porcina
(Lee et al., 2016). Pertenece a la familia Myoviridae. El andlisis revel6 que el genoma de HY01
consta de 166,977 pb con un contenido de GC del 35.5%. Se identificaron 258 marcos abiertos

de lectura (ORF), de los cuales 144 se asociaron con funciones especificas, como proteinas

involucradas en los mddulos de replicacién, estructural y de lisis.
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Figura 2.1. Andlisis bioinformatico del bacteriéfago HYO1 infectivo para E. coli 0157:H7 y para Shigella
flexneri. Se muestran genes asociados con funciones especificas (Lee et al., 2016).

El bacteri6fago HY10 presenta una gran ventaja al no contar con proteinas asociadas
con el médulo de lisogenia. Entre las proteinas del médulo de replicacién, se encontraron la
helicasa, proteina que desenrolla el DNA, rompiendo puentes de hidrégeno entre las pares de

bases nitrogenadas, la DNA polimerasa, encargada de agregar nucledtidos en el extremo 3’
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de la cadena de DNA utilizando los grupos -OH libres, y la DNA topoisomerasa, que evita el
superenrrollamiento del DNA. Para el modulo estructural se encontraron diversas proteinas de
la cola, como la de reconocimiento y la de la subunidad distal, por mencionar algunas.
Finalmente, para el médulo de lisis se identificaron dos proteinas, una holina y una endolisina,
proteinas que participan en la etapa final del ciclo de vida de un bacteriéfago (Lee et al., 2016).

En la Figura 2.2 se muestra el andlisis bioinformético del bacteriéfago phiE142, infectivo
para E. coli O157:H7 y para Salmonella enterica, aislado a partir de muestras de heces de
animales recolectadas en una granja en el noroeste de México. Pertenece a la familia
Myoviridae. El analisis revel6 un tamafio de genoma de 121,442 pb con un contenido de GC

del 37.4%. Se identificaron 194 marcos abiertos de lectura (Amarillas et al., 2016).
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Figura 2.2. Analisis bioinformatico del bacteri6fago phiE142 infectivo para E. coli O157:H7 y para
Salmonella enterica. Cada flecha indica un marco abierto de lectura cuya orientacion muestra la direccion
de la transcripcion y cada color representa las funciones predichas de sus productos. Proteinas
estructurales de fagos (flechas azules), moédulo de regulacion de DNA (flechas verdes), modulo de
empaquetamiento (flecha rosada), proteinas de lisis del hospedero (flechas rojas) y proteinas hipotéticas

(flechas grises) (Amarillas et al., 2016).

basasia = bases, —— ba—

El genoma de phiE142 esta organizado en cuatro médulos que contienen grupos de
genes:

1. Morfogénesis de viriones (31 ORF): genes que codifican para los componentes de la
fibra de la cola y la placa base.

2. Procesamiento del DNA viral (46 ORF): genes involucrados en el metabolismo de los
nucledtidos y genes que codifican las proteinas involucradas en la replicaciéon y
transcripcion del DNA fagico.

Empaquetamiento de DNA (1 ORF): gen que codifica para la proteina portal.
Lisis celular del hospedero (2 ORF): genes que codifican para una endolisina y para

una holina.
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Los andlisis no mostraron homologia con genes asociados a virulencia, genes implicados
en la conversion lisogénica ni con genes asociados a la resistencia a antibiéticos o posibles
alérgenos inmunorreactivos (Amarillas et al., 2016).

En la Figura 2.3. se muestra el andlisis bioinformatico del bacteriéfago phiC119, infectivo
para E. coli O157:H7 y para Salmonella, aislado a partir de heces de caballo en Sinaloa,
México. Pertenece a la familia Siphoviridae. El analisis revelé un tamafio de genoma de
47,319 pb con un contenido promedio de GC de 44.20%. Se identificaron 75 marcos abiertos

de lectura (Amarillas et al., 2016).
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Figura 23 AnaI|S|s b|0|nformat|co del bacterlofago phiC119 infectivo para E. coli O157:H7 y para
Salmonella. Cada flecha indica un marco abierto de lectura cuya orientacion muestra la direccion de la
transcripcion y cada color representa las funciones predichas de sus productos. Morfogénesis (flechas
azules), replicacion de DNA (flechas amarillas), lisis (flechas negras), empaguetamiento de DNA (flechas
rosas) y genes hipotéticos con funcién desconocida (flechas grises) (Amarillas et al., 2016).

La organizacion del genoma del fago se divide en cuatro modulos funcionales, que
codifican proteinas estructurales, empaquetamiento de DNA, replicacion y lisis del hospedero.
Este bacteri6fago presenta cuatro genes implicados en la lisis del hospedero que codifican
para las enzimas holina, endolisina, lisozima y spanina, lo que sugiere que el bacteriéfago
phiC119 posee una elevada actividad litica. Ademas, el analisis genémico confirmé la ausencia
de genes lisogénicos, como la integrasa y los genes represores y no se encontraron genes

gue codifican posibles alérgenos y genes de virulencia (Amarillas et al., 2016).
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2.5. Relacion entre concentracion fagicay capacidad litica de los bacteri6fagos

En experimentos de laboratorio usando el fago lambda, se ha observado que, al aplicar
una MOI baja (Multiplicity Of Infection, por sus siglas en inglés), casi siempre actta como litico.
La probabilidad de lisogenia aumenta con el aumento de MOI, llegando eventualmente a uno
(Herskowitz y Hagen, 1980; Rohwer et al., 2014).

Bajo ciertas condiciones, se induce el desarrollo de resistencia en el hospedero
bacteriano. Un ejemplo de ello es el bacteriéfago PAS1, infectivo para Aeromonas salmonicida.
Cuando tres diferentes cepas de esta bacteria se infectaban con el fago PAS1 a MOI de 0.1,
1 y 10, del lisado bacteriano se recuperaban colonias resistentes a la infeccidén fagica,
Unicamente con una de las tres cepas, y sélo cuando se utilizaban MOl de 1y 0.1, pero no del
cultivo con una MOI de 10 (Kim et al., 2012). Este trabajo no muestra claramente un incremento
de la resistencia conforme se incrementa la MOI, fendmeno que también parece estar
relacionado con la cepa bacteriana utilizada. En otro reporte, se demostrd una fuerte inhibicion
de crecimiento para Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida al aplicar el bacteri6fago
ASP-1 a una MOI de 0.01, infectando en la fase exponencial temprana. Sin embargo, después
de 12 horas de la inoculacion con el bacteri6fago ASP-1, se observaron bacterias
sobrevivientes, comportamiento que los autores atribuyen al desarrollo de resistencia al fago
ASP-1 por parte de A. salmonicida subsp. salmonicida (Nikapitiya et al., 2019). Se sugiere que
el desarrollo de un céctel que combine dos o multiples bacteriéfagos diferentes, seria una
solucién eficaz para evitar el desarrollo de resistencia del hospedero (Nikapitiya et al., 2019).

De acuerdo con lo reportado por Pefia-Barrera, el uso de MOI bajas se asocia con una
mayor produccién viral (Pefia, 2017). Erez y colaboradores (2017), asi como Garcia-Avalos
(2018), reportaron que empleando MOI baja (de1x10* a 1x10°) se obtiene un mayor efecto de
lisis celular. Ademas, Garcia-Avalos, 2018 reportd una disminucion significativa en la poblacién
bacteriana de cien mil veces respecto al control (sin bacteriéfago), transcurridas 20 h de
infeccién a una MOI de 0.0005. En contraste, Lu y Breidt (2015), reportan que MOl de 10y 3
causan una rapida lisis celular (1h) y la poblacion bacteriana se reduce de 3 a 4.5 log, respecto
al control; pero en la segunda hora de infeccién la poblacién bacteriana para una MOI de 10
comenz6 a aumentar, mientras que para una MOI de 3 seguia disminuyendo. Ademas, una
MOI de 0.3 causa una lisis celular lenta durante la primera hora, pero en la segunda hora se

alcanza una lisis celular rapida y la poblacion bacteriana se reduce 3 log, respecto al control.
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Por otro lado, se tiene evidencia de la capacidad litica de EcoShield™, producto
patentado y aprobado por la FDA para ser utilizado en productos de consumo humano.
Contiene una mezcla de tres bacteriéfagos liticos que proporciona una amplia proteccién
contra cepas patdgenas de E. coli O157:H7. Dicho producto fue probado en carne de res
infectada con 2x10® UFC/g de E. coli O157:H7 y con una concentraciéon de la mezcla
EcoShield™ de 3x10° PFU/g, incubando a 4°C+2°C. Se monitore0 la concentracion bacteriana
en los tiempos 5, 15, 30, 60, 120 y 1440 minutos, con la finalidad de demostrar el efecto de los
bacteriéfagos sobre la reduccion de la poblacion de E. coli O157:H7. La reduccién fue similar
para todos los tiempos de contacto, oscilando entre 94 y 98% de eliminacion de la bacteria.
Por otro lado, también se probé el efecto de diferentes concentraciones de la mezcla de
EcoShield™, en lechuga infectada con 4x10° UFC/g, probando 1x10® PFU/g y 1x10° PFU/g,
concluyendo que una mayor dilucién de EcoShield™ puede reducir la eficacia del tratamiento,
pero esa dilucién aun dara como resultado una disminucion significativa en la carga bacteriana
ya que, para una concentracion de 1x10°® PFU/g hubo una reduccion del 87% y para una
concentracion de 1x10° PFU/g hubo una reduccién del 60% de la poblacién bacteriana de E.
coli O157:H7 (Carter et al., 2012).

2.6. Lasolucién JRM2 erradica a E. coli O157:H7 de cultivos liquidos

Como antecedentes directos de este proyecto, se tienen los trabajos realizados por
Romero Modnico (2018) y Arriola-Ortega (2019). Romero Mdnico aisloé fagos contra E. coli
0157:H7, y Arriola Ortega report6 la erradicacion de E. coli O157:H7 a MOI de 1072y 107,
infectando un cultivo liquido con lo que en su momento se denominé “fago ®JRM-2” y que en
el presente proyecto se denomina solucién JRM2.

Utilizando un reactor con un volumen de trabajo de 25 mL de medio NBY liquido, Arriola-
Ortega lo inoculé con 25 pL de un cultivo de E. coli 0157:H7 de no méas de 24 horas, ajustado
a una DOsoonm= 0.080+0.005, lo que generaba una suspension bacteriana con una

concentracion de 3.75x104 UFC/mL. El efecto de erradicacion observado se presentd al
utilizar MOI en el orden 1x102y 1x104. Arriola-Ortega adicion6 los fagos a los reactores,
inmediatamente después de inocular la bacteria. Para las MOl mencionadas, partio de la
solucion fagica JRM2 con una concentracion de 2.9x107 PFU/mL, la cual teéricamente
estaba pura y contenia un solo fago (Romero-Ménico, 2018). Para los experimentos con

una MOI=1072, Arriola-Ortega realizd cinco cinéticas, en las cuales adiciono

18



inmediatamente después de la bacteria, 0.323 uL de la solucion fagica, lo que generaba
una concentracion fagica de 375 PFU/mL en el reactor. Como control, se incluy6é una sexta

cinética sin fago. Los resultados se muestran en la Figura 2.4.
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Figura 2.4. Curvas de crecimiento obtenidas durante la evaluacion del efecto litico de la solucion JRM-2 sobre
la cepa 0157:H7 de E. coli. La solucion fagica se aplicé en el tiempo cero (inmediatamente después de
colocar la bacteria en los reactores) a una MOI=0.01. La curva naranja corresponde a un cultivo bacteriano
al que no se le adicion6 solucién fagica (cinética control). A) Perfiles con el eje de las ordenadas sin divisiones.
B) El eje de las ordenadas se amplid en la zona de -0.05 a 0.2, para hacer evidente que no hubo
modificaciones en la DO durante las cinéticas a las que se les adicioné la solucion JRM2 (Arriola-Ortega,
2019).

Al observar el efecto sobre la densidad Optica (DO) de las primeras dos cinéticas
realizadas (R1y R2), se decidi6 evaluar el efecto de la adicion de los fagos bajo las distintas
MOlI, sobre la concentracion bacteriana, midiendo esta variable, y también la concentracion

fagica. En las cinéticas R3 y R4, se tomaron muestras del cultivo a las 28 horas, las cuales
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se sometieron a un proceso de cuantificacion bacteriana, no detectando crecimiento en
ninguna dilucion desde 1x101 a 1x10%8, lo que sugeria que los fagos adicionados habian
erradicado a la bacteria, o al menos la habian reducido a niveles indetectables por la
técnica utilizada, hallazgo que sugeria el potencial como herramienta de biocontrol de
estos fagos. La concetracion fagica detectada al final de estas cinéticas fue de 1x107
PFU/mL, concentracion 5 6rdenes de magnitud mayor a la inicial.

En la cinética R5, se tomd muestra del cultivo a las 17.5 horas, pero en este caso,
aun cuando no hubo incremento en la DO, si se detecté una concentracion bacteriana de
9.7x104 UFC/mL, similar a la que se tenia al inicio de la cinética, lo que indicaba que los
fagos adicionados mantenian bajo control a la bacteria hasta ese momento, pero no la
erradicaban. Respecto a la concentracion fagica en esta cinética, la concentracion inicial
en el reactor era del orden de 3.7x102 PFU/mL, después de 17 horas de incubaciéon se
obtuvo una concentracion fagica de 1.33x108 PFU/mL, un incremento de seis 6rdenes de
magnitud. Estos resultados sugieren que los fagos impiden que la concentracion
bacteriana se incremente, e incluso que son capaces de erradicar a la bacteria después de
28 horas de incubacion.

Al evaluar una MOI de 1x104, se realizaron once cinéticas usando el mismo volumen
en el reactor y un inéculo bacteriano con las mismas caracteristicas que en la MOI de
1x102. La solucion fagica utilizada previamente se diluyé mil veces, utilizando una
concentracion de 2.9x104 PFU/mL, y de ella se adicionaron 3.23 uL a cada reactor,
inmediatamente después de adicionar la bacteria. En 7/11 cinéticas no se observd
incremento en la densidad 6ptica a 850 nm (DO) durante los tiempos que se corrieron las
cinéticas, que fueron de 22 h (R1y R2),21 h (R3),48 h (R8 y R9) y 30 h (R10 y R11). En
4/11 cinéticas (R4, R5, R6, R7) se registré un incremento en la DO después de 17 horas
de cultivo (Figura 2.5).

No se detectaron bacterias viables al final de las siete cinéticas en las que no hubo
incremento en la DO, confirmandose asi la capacidad de erradicar a la bacteria, de los
fagos contenidos en la solucion JRM2, al menos bajo ciertas condiciones. Arriola-Ortega

atribuyo la falta de reproducibilidad del fenédmeno al utilizar esta MOI, a posibles errores
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técnicos durante la manipulacion de los volimenes de las soluciones, aunque también

podria deberse a la presencia de diferentes fagos en la solucion fagica inoculada.
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Figura 2.5. Curvas de crecimiento correspondientes a las once cinéticas corridas durante la evaluacion del
efecto litico de la soluciéon JRM-2 sobre la cepa 0157:H7 de E. coli, con una MOI de 1x10-4. La linea naranja
corresponde al control sin bacteriéfago. Siete cinéticas (R1, R2, R3, R8, R9, R10 y R11) no mostraron
incremento en la DO. En las cinéticas que presentaron incremento en la DO, éste ocurrié después de 17
horas, con un comportamiento caracteristico para cada cinética (Arriola-Ortega, 2019).

Al final de las cinéticas se determiné la concentracion fagica, presentandose el mayor
titulo en las cinéticas R8, R9, R10 y R11 (1x10° PFU/mL), las cuales no presentaron un
incremento en la DO. Al inicio de las cinéticas se tenia una concentracion fagica de 4
PFU/mL, por lo que este resultado muestra que en estas tres cinéticas se obtuvo un
incremento en la concentracion fagica de nueve 6rdenes de magnitud. Lo que falté por
determinar fue el momento a partir del cual se alcanzaba esta concentracion. En las
cinéticas R1 y R2, las cuales tampoco mostraron incremento en la DO, se obtuvo una
concentracion fagica del orden de 1x108 PFU/mL. En R6 se determin6 una concentracion
fagica del orden de 1x108 PFU/mL, y también un incremento en la DO, lo que indica que
un incremento en la concentracion fagica no necesariamente se asocia con un control de
la poblacion bacteriana.

Un comportamiento que llamé la atencion en las cinéticas con una MOI de 1x104,

fue que en aquellas cinéticas en las que no se incremento la DO, se not6 un ligero maximo
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de DO aproximadamente a las 4 horas, el cual desaparece después (Figura 2.6). Este ligero
incremento en la DO sugiere que a una MOI de 104, se permite un incremento en la
poblacion bacteriana, a un tiempo temprano de la cinética, en el que normalmente se

incrementa la DO en un cultivo sin fagos, lo que no ocurre a una MOI de 102,
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Figura 2.6. Perfiles representativos correspondientes a las cinéticas con una MOI de 1072 (A), y con una MOI
de 1074 (B). A ambas MOI se observo el efecto de erradicacion de la poblacién bacteriana, observado como
una ausencia de crecimiento en titulaciones bacterianas. En la MOI=10+#, todas las cinéticas con fago
presentaron un ligero incremento en la DO a las 4 horas, senalado en un circulo rojo en (B) (Arriola-Ortega,
2019).

Al evaluar una MOI de 1x106, se diluy6 cien mil veces la solucion JRM2, para obtener
una concentracion de 2.9x102 PFU/mL. De ella se adicionaron 3.23 uL a los reactores de
25 mL inoculados con la bacteria y con los fagos como se describidé previamente. Se
realizaron nueve réplicas. Vale la pena mencionar que en los 3.23 uL de solucion fagica,
tedricamente se tenia 1 fago, en otras palabras, en cada cinética se colocaba, en teoria,

un fago en el reactor. Los perfiles de crecimiento obtenidos se muestran en la Figura 2.7.
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Figura 2.7. Perfiles de crecimiento correspondientes a la evaluacion del efecto litico de la solucién JRM-2

sobre la cepa 0157:H7 de E. coli, adicionando el fago en el tiempo cero a una MOl de 1x10%. La linea
punteada corresponde al control sin bacteri6fago. Se distinguen cinco patrones de crecimiento en las

cinéticas que llevan fagos (Arriola-Ortega, 2019).

Con este valor de MOI, no se reprodujo el fenébmeno de erradicacion, y todas las cinéticas
presentaron un incremento en la DO. Sin embargo, los perfiles de crecimiento mostraron
resultados interesantes. En 7/9 cinéticas con fagos, la DO se incrementd al mismo tiempo que
el control sin fago (aproximadamente a las 4 horas de cultivo). Solo las cinéticas R5 y R6
presentan un incremento en la DO de manera tardia, aproximadamente a las 8 horas de
cultivo. Se distinguen cinco patrones en crecimiento en las cinéticas que recibieron la solucién
JRM2.

El primer patrén corresponde a la cinética R8, la cual presenta un perfil de crecimiento
similar al control sin fago, alcanzando una DO méaxima de aproximadamente 3.5 unidades
alrededor de las 23 horas de cultivo, para después decaer, igual que el control.

El segundo patrén de crecimiento corresponde a las cinéticas R1 y R2, el cual también
es similar al obtenido en el control sin fago, sin embargo, se alcanza un maximo de DO de
aproximadamente 2.45 unidades alrededor de las 13 horas de cultivo, para después caer de
forma paulatina.

El tercer patron de crecimiento se asocia con las cinéticas R3 y R4. Se caracteriza por
el incremento a las 4 horas hasta una DO=0.5, seguido de un estancamiento en una DO=0.50
entre las 5y 9 horas de cultivo aproximadamente, después un ligero incremento entre las 9 y
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11 horas alcanzando una DO=0.85, para después caer rapidamente a una DO=0.50, y después
continuar cayendo lentamente entre las 11 y las 18 horas hasta una DO=0.45. Después de las
18 horas la DO se incrementa rapidamente hasta alcanzar un maximo de DO=1.95 a las 36.5
horas aproximadamente, reduciéndose después lentamente.

El cuarto patrén de crecimiento se asocia con las cinéticas R5 y R6. Este patron presenta
un inicio retardado en el incremento de la DO, hasta las 8 horas de cultivo aproximadamente,
momento en que se incrementa rapidamente la DO hasta las 11 horas de cultivo, para después
continuar el incremento en la DO a una velocidad un poco mas lenta hasta el final de la cinética,
donde se registra una DO=3.45, similar a la alcanzada por el control sin fago.

El quinto patrén corresponde a las cinéticas R7 y R9, caracterizado por un rpido
incremento de la DO a las 4 horas de cultivo, hasta alcanzar un maximo de DO=0.90, para
después caer rapidamente a valores de DO=0.00, y mantenerse asi entre las 7 y 18 horas de
cultivo. Después de las 18 horas la DO se incrementa progresivamente, alcanzando maximos
de DO=3.0 en R9 y DO=2.0 en R7, después de 35 horas de cultivo.

Considerando estos antecedentes, en el presente proyecto se profundiz6 en el andlisis
de los fagos contenidos en la solucibn JRM2, asumiendo que los distintos patrones de
comportamiento se debian a la presencia de diferentes fagos en dicha solucion, para
determinar si es factible utilizarlos como herramientas para el biocontrol de cepas de E. coli

0157:H7 que pudieran estar contaminando productos agricolas y alimentos.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS

3.1. Justificacion

Una alternativa para el control de bacterias patégenas con elevada virulencia y
resistencia a los antibioticos, como es el caso de E. coli O157:H7, es el uso de mezclas o
cocteles de bacteriéfagos.

Se tiene evidencia de que la solucién fagica JRM2 (reportada anteriormente como
bacteriéfago PIRM2), tiene la capacidad de erradicar a E. coli O157:H7 de cultivos liquidos
en medio BHI.

Un bacteri6fago o una mezcla de bacteriéfagos, con capacidad para erradicar cepas de
E. coli O157:H7, representaria una potencial herramienta a utilizar para reducir o eliminar la
contaminacién por este patdégeno, ya sea en productos agricolas de consumo humano directo,
o en lineas de empaque.

En este proyecto se analizard la solucion JRM2, evaluando su capacidad litica y su
composicion respecto a los fagos que pudiera contener, asi como las caracteristicas

gendmicas de al menos uno de los fagos que la integran.

3.2.  Hipoétesis

Los resultados obtenidos en trabajos previos al utilizar la solucion JRM2 sugieren que
pudiera contener mas de un fago litico para la cepa de E. coli 0157:H7 que se tiene en el
laboratorio. Si la solucion JRM2 posee mas de un fago, entonces una muestra de DNA fagico
extraida de ella contendra secuencias asociadas a dos o méas fagos diferentes.
Adicionalmente, si alguno o algunos de los fagos contenidos en la solucién JRM2 presentan
una elevada actividad litica frente a la cepa de E. coli utilizada, entonces con alguna mezcla
fagica derivada de la solucion JRM2 seré posible reducir la poblacion bacteriana hasta niveles

indetectables por la técnica de cuantificacion bacteriana utilizada.
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3.3. Objetivos

3.3.1. Obijetivo general
Analizar la composicion fagica y la capacidad litica de la solucion fagica JRM2.

3.3.2. Objetivos especificos
Evaluar la capacidad litica de la solucion fagica JRM2, para determinar si posee fagos
potencialmente utilizables como herramientas de biocontrol.
Evaluar la capacidad litica de placas de lisis individuales derivadas de la solucion JRM2,
para seleccionar e identificar fagos individuales potencialmente (tiles.
Evaluar la capacidad litica de mezclas de amplificados fagicos, para identificar
combinaciones con un efecto sinérgico sobre la actividad litica.
Analizar las secuencias nucleotidicas obtenidas a partir de una muestra de DNA
gendmico de la solucion fagica JRM2, para identificar fagos individuales por PCR.
Analizar el genoma de al menos uno de los fagos de la solucién fagica JRM2, para

evaluar a nivel genético su potencial como herramienta de biocontrol.
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CAPITULO 4. METODOLOGIA

4.1.1. Verificacion de laidentidad de la cepa E. coli O157:H7
Para comprobar la identidad de la cepa de E. coli O157:H7 utilizada en este proyecto,
se detectd la regidn intergénica de los genes uspA 'y uspB, especifica de cepas uropatogénicas
de E. coli, asi como la subunidad A de la shigatoxina 2A (STX2A). Para ello, se realiz6 una
extraccion de DNA, una PCR punto final y finalmente una electroforesis en gel de agarosa al
2%.

4.1.2. Extraccién y cuantificacion del DNA genémico

Para la extraccién del DNA gendmico de E. coli O157:H7, se utilizo el kit de extracciéon
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, cat. A1120), utilizando la metodologia para
bacterias Gram negativas. Un mililitro de un cultivo liquido de toda la noche se coloc6 en un
microtubo de 1.5 mL, se centrifug6é durante 2 min a 13,000 g y se descart6 el sobrenadante.
Se agregaron 600 pL de solucion de lisis y se mezcl6 suavemente con ayuda de una
micropipeta. La muestra se incub6 a 80°C durante 5 min, transcurrido el tiempo de incubacion
se dejo enfriar a temperatura ambiente, se agregaron 3 L de solucién de RNasa y la muestra
se incub6 a 37°C durante 20 min. Transcurrido el tiempo de incubacién, se dej6 enfriar a
temperatura ambiente y se agregaron 200 pyL de solucién de precipitacion de proteinas,
mezclando con vértex. La muestra se incub6 en hielo durante 5 min y después se centrifugé
durante 3 min a 13,000 g. El sobrenadante se transfiri6 a un microtubo limpio de 1.5 mL que
contenia 600 pL de isopropanol a temperatura ambiente y se mezclé por inversion para
favorecer la precipitacién del DNA gendémico, la muestra se centrifugd durante 2 min a 13,000
g Yy se descartd el sobrenadante. Para eliminar el exceso de sales se agregaron 600 uL de
etanol al 70% a temperatura ambiente y se mezcl6é por inversién, la muestra se centrifugo
durante 2 min a 13,000 g, se descart6 el sobrenadante, se dej6 secar el pellet durante 30 min
y se rehidraté adicionando 50 puL de agua grado biologia molecular, dejando la muestra a
temperatura ambiente toda la noche. Finalmente, se cuantifico la concentracion y la pureza del

DNA genémico extraido, utilizando el equipo EPOCH (Biotek™).
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4.1.3. PCR punto final

Para la PCR punto final, se utiliz6 el kit PCR Master Mix 2X (Thermo Scientific, cat.
K0172). Se utilizaron los oligonucleétidos Ecoli-F-TR/Ecoli-R-TR, que amplifican la regién
localizada entre los genes upsA y uspB, especifica de cepas uropatogénicas de E. coli
(Kurazono, et al., 2000), y los oligonucleotidos MK1/MK2, los cuales amplifican la subunidad
A del gen stx2a para E. coli 0157:H7 (Karch y Meyer, 1989). Se verificO la especificidad de
estos dos pares de oligonucleétidos, realizando un andlisis de similitud con la herramienta
bioinformatica BLAST de NCBI. Para comparar el resultado experimental a obtener, se realizd
una electroforesis in silico utilizando el programa SnapGene, verificando el tamafio y patron
electroforético relativo de los fragmentos a obtener.

Las reacciones de PCR usando cada par de oligonucleétidos se evaluaron por separado,
debido a la diferencia en temperatura de alineamiento. La Tabla 4.1 muestra las caracteristicas

de los oligonucledtidos, asi como las condiciones de PCR utilizadas para cada amplificacion.

Tabla 4.1. Caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados para la verificacion de la identidad de la
cepa de E. coli O157:H7.

Blanco Oligonucleodtido Secuencia Condiciones de PCR  Amplicén
Region entre  Ecoli-F-TR 5CCGATACGCTGCCAATCAGT-3 o 2T °C
0BRSS s

s72° ciclos

y USpA Ecoli-R-TR 5-CGTCAATCCGCCTTGCTTAC-3’ 3 i (72°c )

MK1 5-TTTACGATAGACTTCTCGAC-3’ 2 min 95°C
10 s 95°C, 10 s 52°C,
sixza 205 72°C (35 ciclos) 228 PP
MK2 5-CACATATAAATTATTTCGCTC-3'

3 min 72°C

Para ambas evaluaciones, se prepararon mezclas de reaccién independientes 3.5X,
agregando 10.5 puL de agua grado biologia molecular, 1.75 yL de cada oligonucleétido
(concentracion de 10 uM) y 17.5 yuL de PCR Master Mix 2X Thermo Scientific (cat. KO172).
Una vez preparadas las mezclas de reaccion, se identificaron tres tubos como blanco, control
negativo y muestra a evaluar. A cada tubo se le adicionaron 9 uL de la mezcla de reaccion
correspondiente. Como controles negativos se utiliz6 DNA de Salmonella sp. (80 ng/uL) para
la reaccién con los oligonucle6tidos Ecoli-F-TR/Ecoli-R-TR, y DNA de E. coli DH5a (80 ng/uL)
para la reaccién con los oligonucleétidos MK1/MK2, adicionando 1 uL a la reaccién
correspondiente. Para los blancos se adicioné 1 yL de agua grado biologia molecular, para la
muestra a evaluar se adiciond6 DNA (80 ng/uL) de E. coli O157:H7.

Una vez corridas las reacciones de PCR punto final, se realizé una electroforesis en gel
de agarosa al 2%, analizando las muestras obtenidas para ambos pares de oligonucleétidos.
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4.2. Obtencidén de curvas de crecimiento microbiano y cuantificacion de la
concentracion bacteriana

Uno de los andlisis realizados en este trabajo, fue la evaluacion del efecto de la solucion
JRM2 sobre la poblacion bacteriana. Antes de realizar estas evaluaciones, fue importante
obtener perfiles de crecimiento microbiano reproducibles. Adicionalmente, para estimar la
multiplicidad de infeccion (MOI) utilizada en los experimentos, fue necesario conocer la
concentracion bacteriana al inicio y al final de las cinéticas microbianas realizadas. Se utilizé
el sistema de deteccion del crecimiento celular en tiempo real RTS-1C (RTS-1C personal
biorreactor, Biosan™). Los reactores del sistema RTS-1C consisten en tubos falcon de 50 mL,
cuya tapa posee un filtro con tamafio de poro de 0.2 micras para permitir el intercambio
gaseoso manteniendo la esterilidad del sistema. Se utilizaron las condiciones de inoculacién
bacteriana descritas por Arriola-Ortega (2019), con ligeras modificaciones, como se describe
a continuacion.

Para obtener las curvas de crecimiento microbiano, en cada reactor se colocaron 25 mL
de medio BHI, se cerr6 perfectamente y se esterilizé por calor himedo. Por otro lado, se
prepar6 un pre-inéculo bacteriano, inoculando un tubo de ensaye con tapa de rosca
conteniendo 3 mL de medio BHI estéril, con una asada de la cepa de E. coli O157:H7. El cultivo
bacteriano en medio sélido del que se tomaba la asada, no debia tener mas de una semana
desde su preparacion. El tubo de ensaye inoculado se incub6 a 37°C sin agitacion, por 18+0.5
h. Posteriormente, utilizando un tubo HACH™ con 3 mL de medio BHI estéril, se ajust6 a cero
la absorbancia a 600 nm en un espectrofotometro HACH DR6000. Una vez ajustado a cero el
espectrofotébmetro, el tubo HACH con medio BHI utilizado en el ajuste, se inoculd bajo
condiciones asépticas con el cultivo bacteriano de 18+0.5 h homogenizado por agitacion, hasta
alcanzar una densidad o6ptica (DO) igual a 0.080+0.005 a 600 nm, obteniendo asi el in6culo
bacteriano para el reactor. Inmediatamente después del ajuste de esta DO, cada reactor fue
inoculado con 25 L del in6culo bacteriano, manteniéndolo a una temperatura de 37°Cy 2,000
rpm, con spin de 1 minuto, y con lecturas de densidad 6ptica cada 5 minutos, durante al menos
17.5 horas.

Para determinar la concentracion bacteriana al inicio de la cinética, una vez inoculados
los reactores, se mezcld perfectamente por agitacion en el equipo RTS-1C por 10 segundos,
y se prepararon tres series independientes de ocho diluciones decimales de un volumen final

de 150 pL. De cada dilucion se sembraron 10 pL en una caja de Petri con medio BHI sdlido,
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previamente dividida y etiquetada, marcéndola por la parte inferior. Se dejé que las muestras
colocadas sobre el medio se secaran, y las cajas se incubaron a 37°C por 12-24 h. Una vez
que se obtuvieron colonias de un tamafio contable al microscopio estereoscoOpico, se
selecciond aquella dilucion que presentara el mayor numero de colonias perfectamente
aisladas, contandolas y registrando su namero. La titulacion se aceptaba si en cada uno de
los triplicados era evidente el factor de dilucion y si el coeficiente de variacion asociado a las
tres concentraciones obtenidas no superaba el 20%. Para cada réplica, la concentracion se
calculé con la siguiente férmula: UFC/mL = (# de UFC*FD*100), siendo FD el factor de dilucion
y UFC las Unidades Formadoras de Colonias.

De forma similar, se determind la concentracién bacteriana al final de las cinéticas,

realizando las diluciones correspondientes.

4.3. Determinacién de la concentracion fagica

Al término de cada cinética que incluia fagos, se realizaron titulaciones para determinar
la concentracién viral, utilizando dos metodologias, denominadas “titulacion en resumido” y
“titulacion en extenso”. Para ambas metodologias, un dia antes de la titulacion, se inocul6 un
tubo conteniendo 3 mL de medio BHI liquido, con la cepa de E. coli 0157:H7. El tubo se incubd
no mas de 24 h a 37°C.

Para la titulacién en resumido, se dividié una caja Petri rayando la parte inferior de la
misma como se muestra en la figura 4.1. De la solucién fagica a titular se realizaron siete
diluciones decimales empleando un volumen final de 150 pL. Un tubo con 9 mL de medio BHI
suave (0.75% de agar) estéril se calentd hasta fundir el medio, atemperandolo después a
aproximadamente 40°C. Bajo condiciones de esterilidad y una vez atemperado el tubo a
~40°C, se le adicionaron 150 pL del cultivo liquido de E. coli O157:H7 y se mezclé por
inversion. El contenido del tubo se vertio en la caja de Petri marcada. Una vez solidificado el
medio en la caja, se tomaron 10 pL de cada dilucion fagica y se colocaron en el espacio
correspondiente debidamente etiguetado (zona indicada por los circulos de la figura 4.1). Se
esperd hasta que las gotas se secaran, dejando la caja abierta dentro de la campana de flujo
laminar. La caja se incubd durante 24 h a 37°C, para después realizar la cuantificacion
tomando en cuenta aquella dilucion que presentara el mayor niamero de placas de lisis

contables y aisladas.

30



Figura 4.1. Organizacion de la caja Petri para la titulacién fagica por el método en resumido.

Para realizar la titulacion en extenso, se tomaron en cuenta los resultados obtenidos
por el método en resumido y se hizo por triplicado. Para cada réplica se etiquetaron tres cajas
de Petri, tomando en cuenta la maxima dilucién en la que se observaron placas de lisis aisladas
y contables en la titulaciébn en resumido. La primera caja de Petri se etiquetd con la dilucién
previa, la segunda con la maxima dilucion con placas de lisis aisladas y contables, y la tercera
con la siguiente dilucion. De esta forma, se garantizaba que en alguna de estas tres cajas se
presentara un numero contable de PFU entre 50 y 150, lo cual permite calcular con mayor
exactitud la concentracién fagica. Una vez etiquetadas las cajas Petri, se fundié y atemperé a
40°C el medio con agar suave a utilizar y se realizaron diluciones fagicas decimales de 150 uL
de volumen final. Cada una de las tres diluciones fagicas seleccionadas se inocularon con 150
ML de un cultivo bacteriano de la cepa de E. coli 0157:H7 de no mas de 24 horas, se incub6
por 5 minutos, y la mezcla fago-bacteria se adicioné a un tubo con agar suave a ~40°C, se
mezclé perfectamente por inversion y se vertid en la caja que correspondia a la dilucion
utilizada. Se dejé solidificar y se incub6 a 37°C por 24 horas. Después de la incubacion, se
seleccionaba la diluciébn que presentara el maximo nimero de placas de lisis contables y
perfectamente aisladas, registrando el conteo. Las titulaciones se realizaron por triplicado. Una
titulacion se aceptaba si en cada réplica era evidente el factor de dilucion y si el coeficiente de
variaciéon de las concentraciones obtenidas no superaba el 20%. Para cada réplica, la
concentracion se calculé con la siguiente formula: PFU/mL = [(# de PFU*FD*1000) / (volumen
de la dilucion fagica utilizada)], siendo FD el factor de dilucion y PFU las Unidades Formadoras

de Placas de lisis.
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4.4. Obtencidon de placas de lisis individuales y amplificados fagicos

Para la obtencion de placas de lisis aisladas, se partié de la mezcla fagica etiquetada
como “JRM2 Al”. A partir de dicha mezcla se realiz6 inicialmente una titulacion fagica en
resumido, por cuadriplicado. Con base en los resultados de la titulacién en resumido, se realizé
una titulacion en extenso usando la dilucién que permitiera obtener placas aisladas.

A partir de la titulacion en extenso, se seleccionaron seis placas de lisis aisladas. Estas
placas se denominaron P1, P2, P3, P4, P5 y P6 (con ellas se obtuvieron los amplificados
fagicos correspondientes a las soluciones del mismo nombre mencionadas en el apartado 4.5).
Dichas placas debian estar perfectamente aisladas para que al momento de cortar el agar no
interfiriera una placa vecina. Cada una de las placas fue extraida del agar picando alrededor
de la zona de lisis con una punta de 200 pL. Posteriormente, cada trozo de agar se adicioné a
un microtubo de 0.6 mL, que contenia 25 pL de medio liquido BHI. El contenido del tubo fue
mezclado con ayuda de un vortex. Finalmente, las muestras se mantuvieron en refrigeracion
a 4°C, para su posterior amplificacién. El contenido de cada microtubo fue utilizado como
in6culo fagico para el sistema RTS-1C, siguiendo la metodologia descrita en el apartado 4.5
para la evaluacién de la capacidad litica de placas de lisis. Debido a estas caracteristicas del
in6culo fagico, en estos experimentos se desconocia la MOI utilizada. Al final de cada cinética
se recupero el amplificado fagico y se realizaron titulaciones fagicas en resumido, seguidas de
titulaciones fagicas en extenso, para conocer con mayor exactitud la concentracion de cada
amplificado obtenido, el cual recibié el mismo nombre que la placa de lisis utilizada. Estos
amplificados fagicos obtenidos a partir de placas de lisis derivadas de la solucién madre JRM2
Al, fueron denominados “soluciones fagicas primarias”.

Se siguid un procedimiento similar para obtener placas de lisis aisladas y los
amplificados fagicos correspondientes, a partir de las soluciones fagicas primarias P2 y P6.
De P2 se obtuvieron las “soluciones fagicas secundarias” D3, PP y 7. De P6 se obtuvieron las

“soluciones fagicas secundarias” 6P y 8.

4.5. Placas de lisis y soluciones fagicas utilizadas para evaluar la capacidad litica
Las soluciones fagicas para las que se evalud la capacidad litica fueron ocho: las
soluciones madre JRM2 Al, JRM2 Alll; las soluciones primarias P3, P4, P5, P6 obtenidas de
las correspondientes placas primarias; las soluciones secundarias 6P y 8, obtenidas de placas
individuales de la solucion primaria P6. Como inéculos fagicos se utilizaron volimenes de 3.23,
100 o 1,000 pL de la solucion fagica correspondiente. Antes de las cinéticas se determiné la
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concentracion de cada amplificado por el método en extenso y de ser necesario se realizé una
dilucién, con la finalidad de obtener una concentracion de 2.9x10* PFU/mL en todas. Con los
3.23 pL tomados de cada amplificado, se utilizé una MOI tedrica de 2.5x10°. Los fagos se
aplicaron al inicio de la cinética (TOI de 0 h).

Las placas de lisis de las que se evalud la capacidad litica fueron once: las placas
primarias P1, P2, P3, P4, P5y P6 obtenidas de la solucion JRM2 Al; las placas secundarias
6P, 8, obtenidas de la solucion primaria P6; y las placas PP, D3 y 7, obtenidas de la solucién
primaria P2.

Con las soluciones fagicas primarias y secundarias ajustadas a una concentracion de
2.9x10* PFU/mL, se prepararon seis mezclas (Tabla 4.2) para evaluar la capacidad litica de
las mismas.

Tabla 4.2. Soluciones fagicas primarias y secundarias, y mezclas preparadas a partir de ellas. Todas
derivan de placas individuales obtenidas directa o indirectamente a partir de la solucion JRM2 Al. Las
soluciones fagicas primarias se obtuvieron de placas de lisis aisladas de la solucibn JRM Al. Las
soluciones fagicas secundarias se obtuvieron de las soluciones primarias P2 y P6. Las mezclas MCP2
y MNPCP2 tienen la misma composicion.

Mezcla Sols. fagicas primarias Sols. fagicas secundarias
P1 P2 P3 P4 P5 P6| D3 PP 7 6P 8

MSP2 X X X X X

MCP2 X X X X X X

MNPCP2 | X X X X X X

MD3 X X X X X X X X

MPP X X X X X X X X

M1-8 X X X X X X X X X X X

Para la preparacion de las mezclas fagicas MSP2 y MCP2, se tom6 1 mL de cada
amplificado diluido a una concentracién teérica de 2.9x10* PFU/mL.

Para la preparacion de las mezclas fagicas MNPCP2, MD3, MPP y M1-8, se tomaron 300
uL de cada amplificado diluido a una concentracion teérica de 2.9x10* PFU/mL.

La Tabla 4.3 muestra la composicion de cada mezcla fagica, los volimenes tomados en
cada caso, la concentracion tedrica inicial de cada amplificado y la concentracion tedrica final
de cada amplificado en mezcla. La concentracion global fagica se mantuvo en 2.9x10*
PFU/mL.
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Tabla 4.3. Preparacion de las mezclas utilizadas para la evaluacion de la capacidad litica.

Concentracion final en la

Concentracion Volumen
P mezcla, de los fagos
. - tedricainicial de de cada : -
Mezcla Soluciones fagicas iy - contenidos en las soluciones
cada solucion solucion fagicas correspondientes
(PFU/mL) (uL) (PFU/ML)
MSP2 1,3,4,5y6 1000 5.88x103
MCP2 lab 1000 3
MNPCP2 1a6 5 9xL0* 300 4.83x10
MD3 1,3,4,56P,7,8yD3 ' 300
MPP 1,3,4,56P,7,8yPP 300 3.63x103
M1-8 la8 300

4.6. Evaluacion de la capacidad litica de placas de lisis y soluciones fagicas

Para evaluar la capacidad litica de placas de lisis y soluciones fagicas, también se utilizé
el sistema RTS-1C, usando reactores inoculados con la cepa de E. coli 0157:H7 como se
describe en la seccion 4.2.

En las cinéticas para evaluar la capacidad litica de placas de lisis, inmediatamente
después de la inoculacion de la bacteriana (tiempo de inoculacion, TOI = 0 horas), se afiadia
una placa de lisis individual junto con el medio en el que previamente se habia resuspendido
la misma, que consistia en 25 pL de medio BHI estéril.

Para la evaluacion de la capacidad litica de soluciones fagicas, los reactores se
prepararon como se describe en la seccién 4.2. Inmediatamente después de inocular el reactor
con la bacteria (TOI = 0 horas), se agreg6 un volumen de la solucion fagica a evaluar, el cual
estuvo determinado por la MOI (multiplicidad de infeccion) a utilizar, la cual es el cociente entre
el nimero de fagos y el nUmero de bacterias.

Para la evaluacion de la capacidad litica de las mezclas fagicas se siguié la misma
metodologia, evaluando diferentes volimenes de cada mezcla (Tabla 4.4). Para el caso de las
mezclas fagicas MSP2, MCP2 y MNPCP2, se corrieron cinéticas adicionando 3.23 L, o sea
94 bacteri6fagos en total (poco menos de 19 fagos de cada solucién), teniendo una
concentracion final de 3.75 PFU/mL en el reactor. La cinética en la que se adicion6 la mezcla
fagica MCP2 se corri6é por duplicado, a partir de dicha mezcla se corrié adicionalmente una
cinética adicionando 100 pL, o sea 2,900 fagos en total (~483 fagos provenientes de cada una
de las seis soluciones con las que se prepar6 esta mezcla), teniendo una concentracion final
de 2.9x10% PFU/mL. Para las mezclas fagicas MD3 y MPP, se corrieron cinéticas adicionando
3.23 pL, 100 pL y 1000 pL, o sea 12, 363 y 3,630 bacteriéfagos en total, respectivamente,

obteniendo una concentraciéon final de 4.69x107%, 1.45x10' y 1.45x10? PFU/mL,
34



respectivamente. Para la mezcla M1-8 se corri6 una cinética adicionando 100 pL, o sea 363
bacteriéfagos en total, obteniendo una concentracion de 1.45x10! PFU/mL.

Tabla 4.4. Caracteristicas de los inéculos fagicos utilizados durante la evaluacion de la capacidad litica
de las mezclas fagicas. Para algunas de ellas, los reactores se inocularon con diferentes volimenes,
como se indica.

Cantidad total de Concentracion
Volumen de - )
S bacteriéfagos final de cada
Mezcla inoculo .
fagico (uL) adicionados al mezcla en el
reactor (PFU) reactor (PFU/mL)
MSP2 3.23 19 7.49x101
MCP2 3.23
100 580 2.32x101
MNPCP2 3.23 19 7.49x10t
3.23 12 4.69x101
MD3 100 363 1.45x101
1,000 3,630 1.45x102
3.23 12 4.69x101
MPP 100 363 1.45x101
1,000 3,630 1.45x102
M1-8 100 363 1.45x101

*Esta cinética se corrio por duplicado en diferentes dias.

Para obtener la MOl real utilizada en cada cinética de infeccién, se realizaron titulaciones
por el método en resumido de cada mezcla fagica para determinar su concentracién fagica
inicial.

Al final de las cinéticas de infeccién en las que no se registré un aumento en la densidad
Optica, se realizaron titulaciones bacterianas, por el método en resumido, con la finalidad de
hacer mas evidente el efecto de las combinaciones sobre la reducciéon de la poblacion
bacteriana. Adicionalmente, al término de cada evaluacion de la capacidad litica, el medio de
cultivo fue centrifugado y filtrado con un filtro para jeringa de 0.22 um de tamafio de poro,
recuperando el filtrado en un tubo estéril para determinar su concentracion fagica. Todos los
procedimientos se realizaron bajo condiciones de esterilidad.

La mayoria de los ensayos para la evaluacién de la capacidad litica, solo se realizaron
una vez, ya que se pretendia realizar un tamizaje rapido para identificar la condicién con la
que se reprodujeran los resultados obtenidos por Arriola-Ortega (2019). Una muestra de DNA
fagico de la mezcla JRM2, extraido con el mismo método, se someti6 a un proceso de
secuenciacion masiva con la finalidad de obtener informacién sobre los diferentes

bacteriéfagos que integraban la mezcla fagica JRM2.

35



4.7. Extraccion del DNA fagico por el método fenol-cloroformo

Para la extraccion del DNA fagico se utilizé el método fenol-cloroformo. Se colocaron
750 pL de solucién fagica, con un titulo minimo de 1x107 PFU/mL, cada extraccion se realizé
por cuadruplicado. A cada tubo se le adicionaron 3 pL de RNAsa (Promega, A797A) y se
incubaron a 37°C durante 1 hora. Posteriormente, a cada tubo se le adicionaron 3 pL de
proteinasa K (20 mg/mL, AppliChem, Cf=400 pg/mL) y 20 uL de SDS al 10% (Cf=0.28%), se
mezcld por inversion y se incubaron a 55°C durante 1 hora. Con la finalidad de inactivar la
proteinasa K se incubaron a 70°C durante 20 min. Se adicioné un volumen de fenol equilibrado,
se mezclo fuertemente por inversion hasta formar una emulsion y se centrifugé a 5,000 g por
3 min. a temperatura ambiente. Se recuper6 la fase acuosa y se adicion6 un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1 saturado con tris-EDTA, se mezclé fuertemente por
inversion hasta formar una emulsion y se centrifugé a 5,000 g por 5 min. a temperatura
ambiente. A la fase acuosa recuperada se le adicion6 un volumen de cloroformo, se mezclé
fuertemente por inversion hasta formar una emulsion y se centrifugé a 5,000 g durante 5 min.
Se recuperoé la fase acuosa y se le adicion6 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 My 3
volimenes de etanol absoluto, se mezclé por inversion y se incubo a 4°C durante 30 min.
Transcurrido el tiempo de incubacién se centrifugé a 16,000 g por 10 minutos, y se eliminé el
sobrenadante. El pellet de DNA se lavo dos veces con 500 pL de etanol al 70%. Los tubos se
dejaron abiertos para permitir que el etanol se evaporara. Finalmente, el pellet de DNA de los
cuatro tubos, se resuspendi6é en 30 pL de agua libre de nucleasas para su posterior uso en
reacciones de digestion. Los 30 pL de los cuatro tubos se juntaron en uno solo. EI DNA fagico

de cada amplificado se cuantificé y mediante electroforesis se evalu6 su integridad y pureza.

4.8. Determinacién de los bacteri6fagos que integran a la mezcla fagica JRM2
mediante andlisis bioinformético

Para obtener secuencias de los diferentes bacteriéfagos que integraban a la mezcla
fagica JRM2, una muestra de DNA fagico se sometié a un proceso de secuenciacién masiva.
La secuenciacion se realizé en las instalaciones de SENASICA, campus Jiutepec, en donde
ensamblaron los contigs, los cuales fueron proporcionados a nuestro grupo de investigacion
en dos archivos multifasta. Los contigs entregados se sometieron a un analisis de similitud
utilizando la herramienta BLASTn (Altschul, 1992) de NCBI, en su version general [1] y para

dos secuencias especificas [2].
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Tomando en cuenta la similitud en los resultados de homologia, los contigs se clasificaron
en grupos, cada grupo representando tedricamente un fago diferente. Para cada grupo de
contigs se verificd su colinealidad con los genomas de los fagos con los que presentaron
similtud, utilizando el programa Re-dot-able [3], con el cual se obtuvieron diagramas tipo dot-
plot y se realizé un reordenamiento automatizado de los contigs, usando genomas completos
de los fagos homologos.

Cada nuevo fago potencialmente presente en la muestra JRM2, se identificé con las siglas

GALA, seguido de un nimero consecutivo.

4.9. Disefio de oligonucleétidos para PCR punto final

A partir de cada grupo de secuencias GALA, se disefiaron oligonucleétidos para PCR
punto final usando como referencia uno de los contigs que integraban cada grupo. El disefio
se hizo con el software Vector NTI Advance 11.5.4. La Tm para todos los oligonucleétidos fue
de aproximadamente 60°C. Se buscé que cada par de oligonucleétidos generara un amplicén
de tamano diferente, facilmente distinguible uno de otro en una electroforesis en gel de
agarosa al 2%. Los pares de oligonucleétidos fueron utilizados para realizar ensayos de PCR
punto final a soluciones fagicas derivadas de la solucion madre JRM2, para determinar cuantos
y cudles bacteriéfagos la integraban. Antes de comenzar con la experimentacion, se simul6
una electroforesis in silico con cada par de oligonucleétidos, utilizando el software SnapGene,
cargando las secuencias de los contigs correspondientes y utilizando cada par de

oligonucleétidos disefiados, para verificar el tamafio de los fragmentos a obtener.

4.10. Determinacién de los bacteri6fagos presentes en la solucién fagica JRM2
mediante PCR punto final

Para determinar cuantos bacteriéfagos integraban la solucion fagica JRM2 mediante
PCR punto final, se utilizé el kit PCR Master Mix 2x (cat. KO172) de Thermo Fisher Scientific.
Las evaluaciones se realizaron a partir de diversas soluciones utilizando los oligonucle6tidos
disefiados en la seccion 4.12 (GALA1 a GALA7). Se tomaron en cuenta algunas
consideraciones generales, como la preparacion de los stocks de trabajo con una
concentracion final de 10 uM para cada oligonucledtido y la preparacion de diluciones 1/100
de las soluciones fagicas a evaluar, para reducir la interferencia debida a los componentes del

medio de cultivo.
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Para las evaluaciones de PCR punto final, se prepararon reacciones de 10 pL
independientes por cada par de oligonucledtidos, considerando las siguientes cantidades y
concentraciones finales: 3.6 pL de agua grado biologia molecular, 0.2 pL de cada
oligonucledtido (concentracion final de 0.2 uM) y 5 pL de PCR Master Mix 2X. Se prepararon
mezclas de reaccion segun los requerimientos de cada ensayo. Preparadas las mezclas de
reaccion, se etiquetaron los tubos necesarios tomando en cuenta el blanco, el control negativo
y las muestras a evaluar. A cada tubo se le adicionaron 9 pL la correspondiente mezcla de
reaccién. En el caso de los blancos se adicioné 1 yL de agua grado biologia molecular. Para
los controles negativos se adiciond 1 uL de DNA (80 ng/uL) de E. coli O157:H7 y para las
muestras a evaluar se adicion6 1 L de cada solucion fagica diluida 1/100. Todas las diluciones
fagicas utilizadas en los ensayos de PCR, presentaron una concentracion minima de al menos
1x10* PFU/mL.

El programa utilizado en el termociclador fue una etapa de preincubacion a 95°C durante
2 min, seguido de 35 ciclos, cada ciclo incluyendo una desnaturalizacién a 95°C durante 10 s,
alineamiento a 59°C durante 10 s, y extension a 72°C durante 20 s. Finalmente, un ciclo de
extension final a 72°C durante 3 min. Una vez corrido el programa de PCR punto final, se
realizaron electroforesis en gel de agarosa al 2% y TAE al 0.5X, analizando las muestras
obtenidas para los pares de oligonucle6tidos utilizados.

4.11. Caracterizacion genémica del bacteriéfago GALA1L

Se analiz6 un contig de 104,851 pb que presentaba una elevada similitud con el
bacteriéfago T5. Este contig se consideré un genoma fagico completo y se denominé GALAL.
En el genoma de GALA1 se identificaron marcos abiertos de lectura (ORF’s) utilizando el
software CLC Sequence Viewer 8.0, tomando en cuenta los codones de inicio AUG, CUG,
UUG y GUG y una longitud minima de 93 codones (incluyendo el codén de paro), que fue la
longitud minima que se detectdé en los ORF’s del bacteriéfago T5 (# de acceso AY587007.1),
el cual fue tomado como referencia. Con las secuencias de las proteinas predichas se realiz6
un andlisis de similitud utilizando la herramienta bioinformatica BLASTp, con la configuracion
predeterminada. A partir de dicho analisis, los ORF’s de GALA1 se clasificaron como genes
con funcion conocida, genes de proteinas conservadas en otros bacteriéfagos y con funcion
desconocida, y genes unicos de GALAL que codifican para proteinas que carecen de similitud

con alguna proteina conocida.
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Partiendo del andlisis de proteinas, se identificaron cinco bacteriéfagos con los cuales el
bacteriofago GALA1 presenté mayor similitud. Con la finalidad de explorar la filogenia de
GALAL, se seleccion6 un ORF con funcion conocida por cada bacteriéfago, y se realizé un
andlisis de similitud, seleccionando las primeras veinte secuencias proteicas para cada uno de
ellos. Estas secuencias se alinearon utilizando el software CLC Sequence Viewer 8.0 con las
especificaciones de la configuracion predeterminada. A partir de los alineamientos se
obtuvieron arboles filogenéticos utilizando como método de construccién del arbol el algoritmo
“Neighbor Joining” y el algoritmo de distancia proteica “Jukes-Cantor”.

Adicionalmente, usando la secuencia del genoma completo del bacteriéfago GALAL, se
realizd un analisis de similitud mediante la herramienta bioinformatica BLASTn con la
configuracion predeterminada, seleccionando veinticinco de las secuencias que presentaban
mayor similitud. Las secuencias gendmicas de esos bacteri6fagos, junto con la secuencia del
bacteriéfago GALAL, se analizaron en la herramienta bioinformatica “Virus Classification and
Tree Building Online Resource” (VICTOR, por sus siglas en inglés; Meier-Kolthoff & Goker,
2017), con la configuracién predeterminada.

Para identificar segmentos adquiridos por posible transferencia horizontal, se realiz6 un
analisis mediante el software MAUVE 2.3.1, seleccionando “alineamiento progresivo” con la
configuracion predeterminada. Para dicho andlisis se seleccionaron los cinco bacteri6fagos
gue aparecen con mayor frecuencia en el analisis de proteinas, el bacteriéfago T5 usado como
referencia y cinco bacteri6fagos seleccionados a partir del analisis de similitud usando la

secuencia del genoma completo del bacteriéfago GALAL.
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Verificacion de la identidad de la cepa E. coli O157:H7

Se verificé la identidad de la cepa E. coli O157:H7 por PCR punto final, utilizando los
oligonucledtidos Ecoli-F-TR/Ecoli-R-TR (Figura 5.1), que generan un amplicon de 183 pb
derivado de la regién intergénica de los genes uspA y uspB, tipica de cepas uropatogénicas
de E. coli, y los oligonucledtidos especificos MK1/MK2, que generan un amplicon de 228 pb
derivado del gen stx2A (Sabouri et al., 2017; Wang et al., 2017 & Worley et al., 2017).

Se realiz6 una extraccion del DNA de la cepa de E. coli utilizada, usando la metodologia
para bacterias Gram negativas del kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega),
obteniendo una concentracion de 2,249.8 ng/pL con una relacion 260/280 de 1.99. Con esta
muestra se preparé un stock de trabajo con concentracion de 80 ng/pL.

La Figura 5.1, muestra la electroforesis in silico (panel A), asi como la electroforesis en
gel de agarosa (panel B), de los productos de PCR para ambos pares de oligonucle6tidos. En
los paneles Ay B, el carril etiquetado como MPM corresponde al marcador de peso molecular
#SM1173 (Thermo Fischer Scientific), los carriles 1, 2 y 3 corresponden al blanco, control
negativo y la muestra evaluada, respectivamente, de las reacciones de PCR con los
oligonucledtidos Ecoli-F-TR/Ecoli-R-TR. Los carriles 4, 5y 6 corresponden al blanco, control
negativo y la muestra analizada, con los oligonucledtidos MK1/MK2. La cepa de E. coli
0157:H7 utilizada en los experimentos, generd el amplicon esperado con ambos pares de

oligonucledtidos, confirmandose asi su identidad.
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Figura 5.1. Electroforesis in silico (A) y en gel de agarosa al 2% (B) para confirmar la identidad de la
cepa bacteriana utilizada. Se amplificé la region intergénica localizada entre los genes uspA y uspB
(carriles 1 a 3, amplicén de 183 pb), y un segmento del gen stx2a (carriles 4 a 6, amplicon de 228 pb).
MPM: Marcador de peso molecular, #SM1173 (Thermo Fisher Scientific). Carriles 1 y 4: blanco; carriles
2 y 5: controles negativos (DNA de Salmonella sp. y E. coli DH5-alfa, respectivamente); carriles 3 y 6:
DNA gendmico de la cepa de E. coli O157:H7 utilizada en los experimentos.

40



5.2. Determinacion de la concentracion bacteriana al inicio de las cinéticas

Un punto critico en el analisis de la interaccion fago-bacteria, es el conocimiento de la
MOI a la cual se realizan los experimentos, con la mayor exactitud posible. Para lograrlo, es
necesario conocer con exactitud la concentracién tanto de la bacteria, como del fago en
estudio. Para determinar la concentracion de la cepa de E. coli O157:H7 al inicio de las
cinéticas, se analizaron tres cinéticas microbianas. Para cada cinética se realizaron tres
titulaciones bacterianas, cada una por triplicado, siguiendo la metodologia descrita en el
apartado 4.2, es decir, fueron tres réplicas biolégicas, cada una con tres réplicas técnicas
(Vaux, et al., 2012; Blainey, et al., 2014, Bell, 2016).

En la Figura 5.2 se muestran los resultados experimentales de la determinacién de la
concentracion bacteriana al inicio de una cinética microbiana. En la Tabla 5.1 se muestran los
datos de las titulaciones, con los cuales se calcul6 la concentracion bacteriana. Una titulacion
bacteriana puede calificarse tomando en cuenta el coeficiente de variacion: 0%=<CV<10%
excelente, 10%<CV<20% buena, 20%<CV=<30% regular, CV>30%, no aceptable. Dos de las
tres titulaciones son excelentes y una es buena, por lo que se considera que estos resultados
son confiables y reflejan la concentracién bacteriana al inicio de las cinéticas bacterianas,
siempre y cuando el in6culo bacteriano se prepare de la misma manera y las mediciones no
estén afectadas por un error sistematico no detectado, que desplace todas las mediciones en
un mismo sentido.

Con los datos obtenidos en cada réplica, se calculé una concentracion, obteniendo un
valor de 1.355x10° + 1.944x10* UFC/mL (CV=14%). Arriola-Ortega, reporta cuatro titulaciones
independientes, sin réplicas, de la concentracion bacteriana al inicio de la cinética, usando el
mismo método. En la diluciéon 1x102 encuentra 3, 3, 4 y 5 PFU, por lo que obtiene una
concentracion de 3.750x10* + 9.574x10° UFC/mL (CV=25%), una concentracién 3.6 veces
menor a la que se encontrd en este trabajo. Al determinar los intervalos de confianza al 95%
para los conjuntos de 9 (este trabajo) y 4 (Arriola-Ortega) datos, se obtuvieron los intervalos
de (120,615-150,496) y (22,265-52,735) respectivamente, siendo intervalos no traslapados.
Se aplic6 también una prueba de Mann-Whitney, obteniendo un valor de p=0.0014, lo que
indica que se tienen concentraciones estadisticamente diferentes, es decir, las diferencias
observadas no se deben a los errores aleatorios inherentes a la técnica utilizada. Tomando en
cuenta el numero de repeticiones realizadas, el nimero de UFC registradas y los coeficientes

de variacion reportados en cada caso, las concentraciones reportadas en este trabajo parecen
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reflejar con mayor certeza la concentracion bacteriana que se tiene al inicio de la cinética. Para
futuras determinaciones, se recomienda realizar al menos tres cinéticas (preferentemente
cinco), aplicando para cada cinética tres titulaciones independientes (tres réplicas completas)
para confirmar los hallazgos reportados en este trabajo.

Figura 5.2. Titulaciones bacterianas por el método en resumido, para determinar la concentracion
bacteriana al inicio de las cinéticas. Se tom¢ la dilucién 1x10-2 (correspondiente a las divisiones con el
namero “27), para contar las UFC y calcular la concentracion bacteriana. Las divisiones mostradas en
A1, corresponden a las tres titulaciones de la primera cinética, las del panel A2 corresponden a las tres

titulaciones de la segunda cinética. En B se muestran las tres titulaciones de la tercera cinética.

Tabla 5.1. Evaluacion de la calidad de la titulaciones y célculo de la concentracion bacteriana al inicio
de las cinéticas.

I o Réplica (UFC) . Desviacion ~ CV* Concentracién
Dilucién Cinética Promedio and % bacteriana
1 2 3 estandar (%) (UFC/mL)
1 14 14 17 15.0 1.73 11.5
102 2 15 14 14 14.3 0.57 4.0 1.35x10° + 1.94x10*
3 11 12 11 11.3 0.57 5.1

*Coeficiente de variacién

5.3. Evaluacion de la capacidad litica de soluciones madre y seleccidon de la solucion
fagica a utilizar
Para seleccionar la solucién fagica que presentara un comportamiento similar al
reportado por Arriola-Ortega (2019), se realizaron cinéticas de infeccion a partir de dos
soluciones fagicas etiquetadas como JRM2 Al y JRM2 Alll, la cuales tenian una concentracion
de 6.00x10° PFU/mL y 9.00x10% PFU/mL, respectivamente. En estas cinéticas, cada reactor
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fue inoculado con la bacteria como se menciond en la seccion 4.2. Las soluciones fagicas
fueron evaluadas adicionando los fagos al inicio de la cinética (TOI = 0 h), afiadiendo 15.6 pL
(MOl de 2.77x10°y de 5.62x103, respectivamente) de la solucion JRM2 Al 'y 1 pL de la solucién
JRM2 Alll (MOI de 2.7X10° y 2.7X10° respectivamente). En cada caso, la concentracién
fagica inicial en los reactores fue de 3.75 PFU/mL y 360 PFU/mL. Como resultado de esta
primera evaluacion, se obtuvieron los perfiles mostrados en la Figura 5.3. Las cinéticas que no

presentan lineas de dispersion se corrieron una sola vez, por limitaciones de tiempo.
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Figura 5.3. Perfiles de crecimiento microbiano obtenidos al utilizar las soluciones fagicas JRM2 Al (A)
y JRM2 Alll (m), comparados con el control sin fagos (e). Los bacteri6fagos se adicionaron al inicio de
cada cinética (TOI = 0 h), las cuales se monitorearon durante 17.5 h. La multiplicidad de infeccion (MOI)
utilizada para la mezcla JRM2 Al fue de 2.7X105, para JRM2 Alll fue de 2.7X103.

Ambas soluciones generaron un perfil de crecimiento caracterizado por una ralentizacion
en el crecimiento bacteriano, comparado con el control sin exposicion a bacteriéfagos. La
cinética inoculada con la solucion JRM2 Al presenté un ligero aumento de densidad Gptica a
las 11 h, que alcanzé su maximo alrededor de las 13 h, pero a las 15 h la densidad 6ptica
volvié a ser practicamente de cero. La solucion JRM2 Alll, registré un aumento en la densidad
Optica a partir de las 15.5 h. Comparando ambos perfiles cinéticos de infecciobn con los
reportados por Arriola-Ortega (2019), el comportamiento que mas se asemejo al esperado fue
el de la solucion JRM2 Al

La cinética control en este experimento muestra un comportamiento ligeramente distinto

al reportado por Arriola-Ortega (2019). De acuerdo con Arriola-Ortega, al inocular 25 pL de un
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cultivo de no mas de 24 horas de la cepa de E. coli O157:H7 que se tiene en el laboratorio,
ajustado a una DO de 0.080 + 0.005 a 600 nm, el incremento en la DO en las cinéticas se
presenta de manera reproducible poco después de las cuatro horas (Figuras 2.4, 2.5y 2.7),
en la Figura 5.3 se observa que se presentd poco después de las dos horas. Esto podria
deberse a que, en nuestro protocolo, el tiempo de cultivo se manejé de una manera mas
estricta, siendo de 18 + 1 horas de incubacion del pre-in6culo bacteriano.

Se realizaron cuantificaciones fagicas y bacterianas al final de cada una de las cinéticas

de infeccion. En la Figura 5.4, se muestra el resultado de dichas cuantificaciones.
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Figura 5.4. Cuantificacion fagica (A) y bacteriana (B) al final de las cinéticas de infeccion. Al aplicar la
solucion JRM2 Al con una MOI de 2.7x10®, se obtuvieron 14 placas de lisis en la dilucién 107 (A1), lo
gue corresponde a una concentracion de 1.4x10%° PFU/mL. Con la mezcla JRM2 Alll con una MOI de
2.7x103, se detectaron 8 placas en la dilucién 103 (A2), lo que corresponde a una concentracién de
8.0x105 PFU/mL. Al final de las cinéticas se detectaron bacterias con las dos soluciones fagicas, en
ambos casos hasta la dilucién 105 (B, 1 y 2), que corresponde a una concentracion del orden de 1x107
UFC/mL.

Para las cuantificaciones fagicas, con las soluciones JRM2 Al y JRM2 Alll (Figura 5.4 A1
y A2), se obtuvieron concentraciones de 1.40x10° PFU/mL y 8.00x10° PFU/mL,
respectivamente, muy diferentes, considerando que teéricamente se trata de una solucion con
un solo fago. Al utilizar una MOI baja (2.7x10%) de la solucion JRM2 Al, se obtiene una
produccion de bacteriéfagos al menos diez mil veces mayor, comparada con la MOI de
2.7x1073, resultado que coincide con lo reportado por Pefia-Barrera (2018), quien reportd que
al utilizar una MOI de 1x102 en la infeccién por fagos para Ralstonia solanacearum, se obtenia

una mayor produccién de bacteriéfagos. Este resultado también se asemeja al reportado por
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Erez y col. (2017) quienes identificaron un péptido sefial que limitaba la produccién de
bacteriéfagos una vez que se encontraba en altas concentraciones en el medio, las cuales se
alcanzaban rapidamente al manejar una MOI elevada. Por el contrario, una MOI de 1x10%
daba como resultado una menor concentracion de dicho péptido sefial en los primeros ciclos
de replicacion fagica, y por tanto una mayor produccion de bacteriéfagos. En nuestro caso,
debe tomarse en cuenta que son soluciones fagicas diferentes y un solo experimento, y que,
por lo tanto, los resultados no son del todo comparables, ni concluyentes. Se observa que con
una diferencia de MOI que no supera dos érdenes de magnitud (la razén MOIrmz-an/MOI3rM2-
a €s de 68.8) se obtienen diferencias de poco mas de cuatro 6rdenes de magnitud en las
concentraciones fagicas finales. En las secciones A1.7 y A2.2 de la figura 5.4 se tienen niveles
de lisis similares, sin embargo, el patrdn de lisis es diferente. En A1.7 se tienen placas de lisis
transparentes entre un fondo opaco similar al resto del pasto bacteriano que crece en la caja
de Petri, mientras que en A2.2, aparecen placas de lisis transparentes entre un fondo que es
menos opaco al resto del pasto bacteriano de la caja de Petri. Esto sugiere que, al menos en
la soluciéon JRM2 Alll, pudieran estar presentes dos o mas fagos.

Llama la atencién la gran diferencia observada en la concentracion fagica final. En el
reactor con la solucién JRM Al, la concentracion fagica pasé de 3.75 PFU/mL a 1.4x10%
PFU/mL, un incremento de practicamente diez érdenes de magnitud. En el reactor con la
solucién JRM2 Alll, la concentracion pas6é de 360 PFU/mL (3.6x10° PFU/mL) a
8x10° PFU/mL, un incremento de tres érdenes de magnitud, con la ya mencionada observacion
en cuanto a la diferencia en las placas de lisis. Este resultado muestra claramente un
comportamiento distinto de dos soluciones que, en teoria, contienen un solo bacteriéfago, lo
gue apoya la hipétesis de que las soluciones utilizadas pudieran contener mas de un
bacteriéfago. Alternativamente, podria existir algun factor inherente al sistema utilizado, que
haga que el comportamiento del mismo cambie dependiendo de la concentracion fagica
aplicada al inicio de la cinética.

En lo que se refiere a las cuantificaciones bacterianas de las cinéticas de infeccién por
las soluciones fagicas JRM2 Al y JRM2 Alll, se obtuvieron concentraciones muy similares, de
8.00x10° PFU/mL y 6.00x10° PFU/mL, respectivamente (Figura 5.4 paneles B, 1 y 2), aun
cuando en ambas cinéticas se tienen concentraciones fagicas muy diferentes. Arriola-Ortega
(2019) reportd que, al utilizar el bacteriofago ®IJRM2 (denominado solucion JRM2 en este

trabajo), en cinéticas de infeccion para E. coli O157:H7, al final de cada cinética se llegaba a
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la erradicacion de la bacteria de manera reproducible. Sus resultados no concuerdan con los
obtenidos en las cuantificaciones bacterianas al final de las cinéticas de infeccién con las
mezclas fagicas JRM2 Al y JRM2 Alll, ya que no se lleg6 a la erradicacion de la bacteria,
utilizando MOI de 2.7X10° y 2.7X10°3. El resultado obtenido podria atribuirse, por un lado, a
las diferentes MOI utilizadas, y por otro, a la presencia de mas de un bacteriéfago en cada
solucion, cada uno pudiendo encontrarse en distintas proporciones. Adicionalmente, se
identificaron algunas diferencias experimentales entre los experimentos de Arriola-Ortega y
los reportados en este trabajo. Por ejemplo, en la seccién 5.2 de este trabajo, se establecio
que la concentracién bacteriana al momento de aplicar los fagos es de 1.355x10° + 1.944x10*
UFC/mL, mientras que Arriola-Ortega (2019) reporta que es de 3.75x10* + 9.53x10% UFC/mL.
Por su parte, Arriola-Ortega se basé en una sola titulacién para determinar la concentracion
de su stock fagico, el cual reporta que fue de 2.9x10” PFU/mL.

También llama la atencién que en ambas cinéticas se encontrara la misma concentraciéon
bacteriana, aun cuando diferian en la DO al final del proceso. La cinética que recibid la solucion
JRM Al practicamente tenia una DO=0.000, mientras que la cinética que recibi6 la solucién
JRM Alll tenia una DO=0.120. Esto sugiere que cada solucion fagica tiene un efecto distinto
en la relacion entre la DO y la concentracion bacteriana.

Considerando la posibilidad de que las soluciones presentaran mas de un fago, y que
fue la solucion JRM Al la que presento la DO a 850 nm més baja al final de la cinética, se
seleccionaron placas individuales obtenidas de esta solucion, para obtener nuevos

amplificados fagicos y evaluar su capacidad litica.

5.4. Capacidad litica de placas de lisis y amplificaciones fagicas

A partir de la mezcla fagica JRM2 Al, se seleccionaron seis placas de lisis individuales
para evaluar su capacidad de lisis y obtener el correspondiente amplificado fagico.
Inicialmente, con esta solucion se realiz6 una titulacion fagica por el método en resumido, con
la finalidad de identificar la dilucién a titular por el método en extenso y asi realizar la seleccién
de placas de lisis. En la figura 5.5, se muestran ambas titulaciones. A partir de la titulacion
fagica por el método en resumido (Figura 5.5A), se decidié utilizar la diluciéon 10 para la
titulacién por el método en extenso (Figura 5.5B). A partir de la titulacion en extenso, se
seleccionaron seis placas de lisis aisladas (Figura 5.5C). A estas placas y sus respectivos

amplificados, se les denomin6 P1, P2, P3, P4, P5y P6.
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Figura 5.5. Titulacién por cuadruplicado de la mezcla fagica JRM2 Al por el método en resumido
utilizando las diluciones 10-1, 102y 10-3 (A), y por el método en extenso usando la dilucién 10 (B), para
obtener placas de lisis perfectamente aisladas. Se seleccionaron seis placas de lisis (C).

Las placas de lisis se cortaron, el fragmento de agar que la contenia se resuspendi6 en
25 pL de medio BHI, se mezcl6é con vortex, y la mezcla se coloco en reactores inoculados
como se indica en la seccién 4.3 de la metodologia, monitoreando la DO a 850 nm durante las
amplificaciones, para obtener el perfil de crecimiento bacteriano asociado a cada una de ellas
(Figura 5.6) y tedricamente soluciones fagicas puras, puesto que cada cultivo se estaba
inoculando con fagos derivados de una placa de lisis perfectamente aislada. Es importante
mencionar que no todas las placas recuperadas y colocadas en medio BHI tenian el mismo
tiempo de incubacion al cortarlas de la caja de Petri, ni habian estado sometidas a las mismas
condiciones de almacenamiento al momento de colocarlas en los reactores, ya que algunas
se almacenaron a 4°C y otras se aplicaron a los reactores conforme se extrajeron, factores
gue pueden afectar el perfil cinético. Las seis placas presentaron perfiles diferentes. De las
seis placas evaluadas, las cuatro que presentan mayor actividad litica fueron: P3 (incrementa
la DO de forma méas tardia), P4 y P5 (fueron las que menor incremento en la DO mostraron
después de 23 horas), y P6 (fue la placa con la cual se retard6 el incremento en la DO después
de P3, P4y P5). En el caso de P1, la DO se increment0 a partir de las 12 h y alcanzo niveles
similares a los del control. La placa P2 presentd un incremento similar, iniciando el incremento
en la DO aproximadamente a las 15 horas. Para las placas P4 y P5 se observé que la DO
empezaba a incrementarse a partir de las 7 horas, aunque volvia a caer y se mantenia baja
hasta las 16 horas. Las variaciones en los perfiles cinéticos de amplificacion, podrian atribuirse
a diferencias en la concentracion de fagos en cada placa, o a que cada placa corresponde a
un fago diferente.
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Figura 5.6. Perfiles cinéticos de amplificacion de las placas P1 (m ), P2 (A), P3(V), P4 (¢ ),P5(e)y

P6 (m ), comparados con el control sin fago (e ). Los bacteriéfagos se adicionaron al inicio de cada

cinética (TOIl = 0 h), las cuales se monitorearon durante 23 h.

Se realiz6 una titulacion por el método en resumido de cada amplificado obtenido (Figura

5.7), observandose diferencias morfologicas entre las placas de lisis.

Figura 5.7. Titulaciones fagicas por el método en resumido al término de las cinéticas de amplificacion

para cada una de las placas. Placa 1 y placa 6 (A), placa 2 y placa 3 (B), placa 4 y placa 5 (C).

Las placas de lisis obtenidas a partir de cada amplificado son morfolégicamente
diferentes. La solucién P1 genera placas mas grandes que la solucion P6, y mas definidas
gue la solucién P3. La solucién P6 presenta placas pequefias, similares a las de la solucion
P4. La solucién P2 presenta una zona de lisis opaca. Las soluciones P4 y P5 presentaron los

48



mayores titulos, las placas de lisis generadas con estas dos soluciones también son diferentes,
la solucidon P4 presenta placas transparentes pequefas, similares a las de la solucion P6,
mientras que la solucion P5 presenta placas grandes opacas. Estos resultados apoyan la
hipétesis de que la solucion JRM2 posee mas de un bacteriofago.

Se realizaron titulaciones por el método en extenso y por triplicado, para conocer la
concentracion de cada amplificado fagico (Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Concentraciones de las soluciones fagicas obtenidas de placa individuales. Cada solucién
se tituld por triplicado.

Solucion Dilucion Réplica PFU (PFS/FmL) Promedio D::t\gr?g:;n CV (%)
1 15 1.50x10°

P1 103 2 15 1.50x10° 1.47x10° 5.77x108 4
3 14 1.40x10°
1 17 1.70x103

P2 101 2 19 1.90x103 1.87x103 1.53x10? 8
3 20 2.00x10°
1 65 6.50x10°

P3 10+ 2 61 6.10x10° 6.37x10° 2.31x10° 4
3 65 6.50x10°
1 137 1.37x107

P4 104 2 133 1.33x107 1.37x107 4.00x10° 3
3 141 1.41x107
1 160 1.60x10°

P5 106 2 150 1.50x10° 1.52x10° 7.64x107 5
3 145 1.45x10°
1 250 2.50x107

P6 104 2 254 2.54x107 2.56x107 7.21x10° 3
3 264 2.64x107

Entre mas exacto sea el conocimiento de la concentracion de cada una de las soluciones
fagicas obtenidas, se podra tener un mejor control de aspectos como la MOI a utilizar en un
experimento. Una medida de la exactitud de una cuantificacién de la concentracion fagica es
el coeficiente de variacion, si es menor al 10%, la concentracién fagica asociada tiene una

exactitud elevada.

5.1. Capacidad litica de las soluciones P3, P4, P5y P6 con MOl y TOI definidos
Se evalu6 la capacidad litica de las cuatro soluciones que mostraron mayor actividad
litica (P3, P4, P5y P6), para ello se prepararon diluciones de cada una, buscando obtener una
concentracion de 2.9x10* PFU/mL, y los reactores se inocularon con 3.2 uL de cada dilucién.
Para determinar la concentracién exacta de cada dilucion y calcular la MOI a la que fueron

realizadas cada una de las cinéticas de infeccion, estas diluciones se titularon por el método
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en extenso, por triplicado. Los resultados de las titulaciones, asi como la MOI a la que fueron
realizadas las cinéticas, se muestran en la Tabla 5.3. Los perfiles de crecimiento microbiano

obtenidos al inocular los reactores con estas soluciones se muestran en la Figura 5.8.

Tabla 5.3. Concentraciones fagicas de las diluciomes correspondientes a las placas 3, 4, 5y 6. Para
cada dilucién se realizaron tres titulaciones independientes.
Concentracion  Promedio Desviacion  CV

Solucion Dilucién Réplica PFU (PFU/ML) (PFU/ML) estandar (%) MOI
1 16 1.60x104
P3 102 2 30 3.00x104 2.60x104 8.72x10° 34 2.47x10°
3 32 3.20x104
1 30 3.00x103
P4 10? 2 39 3.90x103 3.60x103 5.20x102 14 3.42x106
3 39 3.90x108
1 51 5.10x10°
P5 10t 2 49 4.90x10° 5.40x10° 7.00x10? 13 5.13x10¢
3 62 6.20x103
1 86 8.60x10*
P6 107? 2 88 8.80x10* 9.07x10* 6.43x10° 7 8.62x10°
3 98 9.80x10*
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Figura 5.8. Perfiles cinéticos de infeccion de las soluciones P3 (m ), P4 (A); P5 (V) y P6 (¢),

comparados con el control sin fago (e ). Los bacteriéfagos se adicionaron al inicio de cada cinética

(TOI = 0 h), las cuales se monitorearon durante 23 h. La multiplicidad de infeccién (MOI) utilizada para
las soluciones P3, P4, P5 y P6 fue de 2.47x105, 3.42x10%, 5.13x10%y de 8.62x105, respectivamente.

Las soluciones presentaron patrones diferentes en la ralentizacion del crecimiento
bacteriano. La soluciéon P3 mostré un incremento en el crecimiento bacteriano hasta las 9.5 h,
la solucion P4 hasta las 10 h, la solucién P5 registro subidas y bajadas en la densidad 6ptica

durante las primeras 10.5 h, a partir de esa hora la densidad éptica siguié en aumento, en la
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solucion P6 se observo un incremento en el crecimiento microbiano hasta las 13.5 h. Las
variaciones registradas para cada una de las soluciones diluidas pueden atribuirse a ligeros
cambios en la MOI y/o a la presencia de distintos fagos en cada solucién. Al calcular los
cocientes de las concentraciones fagicas correspondientes a las distintas diluciones, se
obtiene lo siguiente: P3/P4=7.22, P3/P5=4.81, P6/P3=3.7, P5/P4=1.5, lo que indica, por
ejemplo, que la concentracion de la dilucion P3 fue 7.22 veces mayor que la de la dilucién de
P4. Para futuros experimentos, antes de realizar las cinéticas utilizando diluciones fagicas, se
debe verificar la concentracion de las diluciones, y de ser necesario, ajustar el volumen a

utilizar para garantizar que las MOI experimentales sean similares.

5.2. Purificacion de bacteri6fagos a partir de las soluciones contaminadas

Al realizar titulaciones adicionales de las soluciones P2 y P6, se observaron fenbmenos
gque sugerian la presencia de dos o mas fagos en las mismas, aun cuando se habia amplificado
a partir de placas aisladas. Inicialmente, la zona de lisis generada por la solucién P2 era opaca
y sin evidencia del factor de dilucion (Figura 5.7, B1). En una segunda titulacién aparecieron
placas transparentes secundarias dentro de la zona de lisis opaca (Figura 5.9, panel Al), por
lo que se procedid a purificar dicha solucion, partiendo de las correspondientes zonas de lisis
de las diluciones 1x102 (Figura 5.9, panel All) y 1x10° (Figura 5.9, panel Alll) ya que en dichas
zonas de lisis no se notaba presencia de contaminacion, sino una zona de lisis opaca similar
a la generada inicialmente por la solucién P2. El amplificado fagico obtenido a partir de la zona
de lisis opaca de la dilucién 1x102 (Figura 5.9, panel A2) se titul6 en extenso y se tomé una
placa aislada (Figura 5.9, panel B). Para seleccionar dicha placa se tomé en cuenta que
presentara zona de lisis opaca, ya que la zona de la que se partio para obtener este amplicado
era opaca.

Al realizar la titulacion del amplificado fagico obtenido a partir de una placa aislada, se
notaron placas de lisis diferentes al patrén de lisis esperado, por lo que a esta amplificacion se
le denominé solucién 7 (Figura 5.9, panel C). Esta soluciéon 7 generaba placas grandes con
centro transparente y halo secundario con borde indefinido. Por otro lado, al realizar la
titulacién del amplificado fagico obtenido a partir de la zona de lisis de la dilucién 1x10 (Figura
5.9, panel A3), también se notaron placas de lisis diferentes a las esperadas, por lo que a esta
amplificacion se le denomind solucion D3 (Figura 5.9, panel D). Al realizar la titulacion del
amplificado fagico a partir de una placa pura de D3, se notaron placas de lisis diferentes a las
esperadas, por lo que a esta amplificacion se le denomin6 Placa PP (Figura 5.9, panel E). Es
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importante mencionar que, al momento de realizar estos experimentos, aln no se contaba con

los resulados de la secuenciacién masiva.

A)

Figura 5.9. Patrones de lisis asociados con las soluciones fagicas P2 (A y B), P6 (F), y de los
amplificados 7 (C), D3 (D), PP (E).
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Figura 5.9 (continuacién). Patrones de lisis asociados con las soluciones fagicas 8 (G) y 6P (H).

En la Figura 5.9, panel F, se muestran los resultados asociados con la solucion P6. Se
observan dos tipos de placas de lisis, grandes (diametro de aprox. 0.5 cm) y pequefias
(diametro de aprox. 0.5 mm). Inicialmente, la solucibn P6 generaba placas pequefas con
centro opaco y borde indefinido, por lo que se purificaron estos dos tipos de placas. A partir de
la amplificacion de una de las placas grandes se notaron placas de lisis diferentes a las
obtenidas con la soluciéon P6 por lo que, a esta amplificacion se le denominé amplificado 8
(Figura 5.9, panel G), la cual generaba placas pequefias con centro transparente y bordes
indefinidos. Al realizar la amplificacion partiendo de una placa pequefia, se obtuvieron placas
pequefias con centro opaco y bordes indefinidos, tipicas de la solucion P6. Para diferenciar
dicha amplificacion se denomin6é amplificado 6P (Figura 5.9, panel H).

Los perfiles cinéticos obtenidos al inocular las placas D3, PP, 7, 6P y 8 en los reactores
se muestran en la Figura 5.10.
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Figura 5.10. A) Perfiles cinéticos de amplificacion de las placas 6P (m ), Placa 7 (A), Placa 8

(V), PP (¢) y B) Placa D3 (m ) comparados con el control sin fago (e ). Las placas de lisis se
adicionaron al inicio de cada cinética (TOI = 0 h) y éstas se monitorearon durante 23 h.
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Los perfiles asociados con las placas D3, 6P, 8, 7y PP presentan un incremento en la DO
a partir de las 2.25 h, 9 h, 10 h, 12 h y 13.25 h, respectivamente. Dichas variaciones en los
perfiles cinéticos de amplificacion, pueden atribuirse a diferencias en la concentracion de fagos
en cada placa, o bien, a la presencia de bacteri6éfagos diferentes.
Finalmente, se realizaron titulaciones de los amplificados féagicos obtenidos, por el
método en extenso, para conocer su concentracion exacta (Tabla 5.4).

Tabla 5.4. Concentraciones fagicas de las soluciones D3, PP y 7, por triplicado.

Solucion  Dilucion  Réplica  PFU CO?;ES}:naSOn Promedio D::t\gsg;n (Cg/o\;
1 74 7.40x107

D3 10° 2 78 7.80x107 7.63x107 2.08x10° 3
3 77 7.70x107
1 202 2.02x10°

PP 10© 2 206 2.06x10° 1.94x10° 1.74x108 9
3 174 1.74x10°
1 185 1.85x107

7 10+ 2 193 1.93x107 1.90x107 4.16x10° 2
3 191 1.91x107
1 72 7.20E+06

6P 10+ 2 70 7.00E+06 7.20E+06 2.00x10° 3
3 74 7.40E+06
1 49 4.90E+05

8 103 2 48 4.80E+05 5.17E+05 5.51 x10* 11
3 58 5.80E+05

5.3. Evaluacién de la capacidad litica de las mezclas fagicas MSP2, MCP2, MD3,
MPP, MNPCP2 y M1-8 con MOl y TOI definidos

Se evalué la capacidad litica de seis combinaciones de las soluciones fagicas

previamente obtenidas. En algunos casos se probaron diferentes volimenes de in6culo fagico,

con la finalidad de observar su efecto sobre el crecimiento de E. coli O157:H7. En la Tabla 5.5,

se muestran las concentraciones de cada mezcla, a excepcién de la mezcla MNPC2, para esta

Gltima se tiene una concentracion teérica de 2.9x10* PFU/mL, ya que no fue titulada.

Tabla 5.5. Concentraciones fagicas, obtenidas por el método en resumido, de las mezclas evaluadas.
Mezcla Dilucion PFU CF (PFU/mL)

MSP2 107? 14 1.40x10°
MCP2 101 12 1.20x10*
MD3 101 40 4.00x104
MPP 107 26 2.60x10°
M1-8 10t 10 1.00x10*
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A partir de las concentraciones mostradas en la Tabla 5.5 se calcularon las MOI
utilizadas para cada combinacion evaluada, tomando en cuenta los diferentes volimenes
utilizados (Tabla 5.6).

Tabla 5.6. MOI utilizadas en la evaluacién de la capacidad litica de diferentes mezclas fagicas.
Para las mezclas MCP2, MD3 y MPP se evaluaron diferentes volimenes.
Volumen de in6culo

Combinacion L MOI
fagico (uL)

MSP2 3.23 1.33x10*
3.23 1.14x10°

MCP2 100 3.53x10*
MNPCP2 3.23 2.76x10°
3.23 3.80x10°

MD3 100 1.18x103
1000 1.18x102

3.23 2.47x10%4

MPP 100 7.65x10°3
1000 7.65x102

M1-8 100 2.94x104

Como resultado de la evaluacion de las combinaciones, se obtuvieron los perfiles
mostrados en la Figura 5.11.

La mezcla fagica MSP2 (Figura 5.11, panel A) retardd el incremento en la DO hasta las
17.5 h, inoculando en el reactor un volumen de 3.23 pL (MOI de 1.33x104). La mezcla MCP2
(Figura 5.11, panel B) retard6 el incremento en la DO con volumenes de inéculo fagico de 3.23
L (R1 y R2) y 100 pL, hasta el final de la evaluacion (R1), 11.25 h (R2) y 18.5 h,
respectivamente. Se puede observar que no existe reproducibilidad en las réplicas 1 y 2 para
un volumen de 3.23 pL, comportamiento que se atribuye a que la concentracién del in6culo
inicial es muy baja, 0 a que la evolucion de las poblaciones virales fue diferente en cada caso.
Analizando la relacion entre el volumen y las particulas virales que se estan agregando al
medio, se tiene que en 3.23 YL de una solucién con una concentraciéon de 1.20x10* PFU/mL,
hay 39 particulas virales de una mezcla de fagos y esas particulas virales no siempre se
tomaran en la misma proporcién, pueden tomarse mas 0 menos particulas de cada purificado
de placa. También puede haber ligeras variaciones en el volumen tomado, que pueden
interferir en la obtencién de réplicas con perfiles similares.

Debido a que no se registré un aumento en la densidad Optica para un volumen de
indculo fagico de 3.23 L, réplica 1, de la mezcla MCP2, se realiz6 una cuantificacion
bacteriana al final de la cinética de infeccion, y de un control negativo con la misma duracién

de la cinética de infeccién. También se realizé una cuantificacion fagica (Figura 5.12).
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Figura 5.11. Perfiles de crecimiento microbiano usando como inéculo diferentes volimenes de las
mezclas fagicas, aplicadas al inicio de la cinética. A) MSP2 con 3.23 uL de mezcla (m ). B) MCP2 réplica
1 con 3.23 pL (m ), réplica 2 con 3.23 pL (A) y 100 pL (V). C) MNPCP2 con 3.23 pL (m ). D) MD3 con
3.23 uL (m ), 100 pL (A) y 1000 pL (V). E) MPP con 3.23 pL (m ), 100 pL (A) y 1000 pL (V). F) M1-8
con 3.23 pL (m ). Todas las evaluaciones se compararon con un control sin inéculo fagico (e ), las MOI
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utilizadas se muestran en la tabla 5.5.
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Figura 5.12. Titulacion fagica y bacteriana, y aspecto de los reactores al final de la cinética
correspondiente a la mezcla MCP2, utilizando 3.2 pL, réplica 1. A) Titulacion fagica. B) Titulacién
bacteriana, el lado izquierdo de la caja corresponde al reactor control sin fagos, el lado derecho
corresponde al reactor que recibio 3.2 uL (réplica 1) de la mezcla MCP2. C) Aspecto del reactor control
sin fagos. D) Aspecto del reactor con la mezcla MCP2, réplica 1 usando 3.23 pL de in6culo fagico.

En la Figura 5.12, panel A, se muestra la cuantificacion fagica al final de la cinética,
obteniéndose una amplificacién de ocho érdenes de magnitud. En el panel B se muestra la
cuantificacién bacteriana para el control sin fago y para la mezcla al final de la cinética. En la
cinética control se obtuvo una concentracion bacteriana de ocho érdenes de magnitud. Para
la cinética con la mezcla MCP2 (3.23 pL de in6culo fagico, réplica 1) se logré la erradicacion
de la bacteria, resultado que coincide con lo reportado por Arriola-Ortega (2019). En el panel
D se puede observar que el medio de cultivo con los fagos de la mezcla MCP2 no present6
turbidez, a diferencia del control sin exposicion a la combinacion fagica (panel C).

La mezcla MNPCP2 (Figura 5.11, panel C) retarda el incremento en la DO hasta las
17.25 h. La mezcla MD3 (Figura 5.11, panel D) retarda el incremento en la DO hasta 21 h,
16.5 h y 14.75 h, con volimenes de indculo fagico de 3.23 pL, 100 pL y 1000 pL,
respectivamente. La mezcla MPP (Figura 5.11, panel E) retarda el incremento en la DO hasta
14 h, 17.75 h y 27.75 h, con voliumenes de in6culo fagico de 3.23 uL, 100 puL y 1000 pL,
respectivamente. Finalmente, la mezcla M1-8 (Figura 5.11, panel F) retarda el incremento en
la DO hasta las 27.25 h. Estos ensayos se llevaron a cabo solo una vez por lo que sus
resultados no son concluyentes.

Como conclusion, las mezcla fagica que permitioé reproducir el efecto de erradicacion,
fue la mezcla MCP2. Sera necesario identificar a los fagos presentes en esta solucion, y
evaluarlos de forma individual o combinada, bajo condiciones controladas, para determinar

aguéllas que permitan reproducir el fenémeno de erradicacion.
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5.4. ldentificacién de bacteriéfagos presentes en la mezcla JRM2.

Se parti6é de las secuencias contenidas en los dos archivos multifasta porporcionados por
el personal que realiz6 la secuenciacion masiva de la muestra de DNA féagico obtenida de la
solucion JRM2. El primer archivo (JesusHrM1.fna) contenia 27 contigs. Las “lecturas” a partir
de los cuales se armO cada contig se indican en la Tabla 5.7. El segundo archivo
(JesusHRM2.fna), estuvo integrado por 136 contigs. La Tabla 5.8 muestra la longitud de los
primeros 30 contigs, y las lecturas a partir de los cuales se ensamblo cada contig. En el Anexo
A se muestra la longitud de los 136 contigs. De acuerdo con la informacién proporcionada,

cada archivo deriva de un proceso de secuenciacion independiente.

Tabla 5.7. Contigs que integran el archivo de secuencias JesusHrM1.fna, obtenido durante el primer
proceso de secuenciacion al que se sometio el DNA fagico extraido de la muestra JRM2. Se indica el
namero de lecturas a partir de los cuales se ensamblé cada contig.

CONTIG | LONGITUD | LECTURAS
1 104,851 110,526
2 70,059 5,371
3 64,336 4,774
4 36,828 2,183
5 29,213 3,362
6 28,424 2,148
7 17,786 1,109
8 13,285 698
9 10,314 704

10 10,050 738
11 9,354 715
12 8,376 536
13 7,981 539
14 7,856 430
15 7,183 542
16 6,132 260
17 6,074 210
18 4,748 178
19 4,399 174
20 3,306 1,602
21 3,486 254
22 2,811 128
23 2,777 150
24 1,765 81
25 1,730 62
26 1,078 10
27 1,004 9

En ambos arrchivos se obtuvo un contig de 104,851 pb (contig 1 en la Tabla 5.7 y contig

7 en la Tabla 5.8), respaldado por 110,526 y 186,503 lecturas, respectivamente. Este contig
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se denominé GALAl y se someti6 a un andlisis de similitud, presentando una gran
conservacion de secuencia con bacteriéfagos T5-like (Tabla 5.9). La comparacién genémica
con el fago NBEco001 sugeria la presencia de una repeticion directa de 10,409 pb, por lo que
esta secuencia fue adicionada en el extremo 3’ del contig GALA1, obteniéndose una secuencia
de 115,260 pb. Para evaluar visualmente cobertura y colinealidad entre las secuencias
comparadas, se obtuvieron graficos tipo dot-plot (Figura 5.13), comparando el contig GALA1
con los cuatro fagos indicados en la Tabla 5.9.

Tabla 5.8. Contigs que integran el archivo de secuencias JesusHRM2.fna, obtenido durante el segundo
proceso de secuenciacion al que se sometio el DNA fagico extraido de la muestra JRM2. Se indica el
namero de lecturas a partir de los cuales se ensamblé cada contig.

CONTIG | LONGITUD | LECTURAS
1 42,751 456,286
2 21,132 195,389
3 270 7,320
4 98,961 975,400
5 966 31,476
6 1,813 28,151
7 104,851 186,503
8 3,300 62
9 3,208 204

10 2,722 75
11 2,461 77
12 2,327 41
13 2,323 51
14 2,027 44
15 1,822 66
16 1,793 32
17 1,786 29
18 1,501 55
19 1,463 28
20 1,421 65
21 1,231 19
22 1,214 22
23 1,169 14
24 1,137 16
25 1,105 18
26 1,078 18
27 1,078 16
28 1,050 276
29 1,016 19
30 941 18

Dado que el bacteriofago T5, infectivo para E. coli, es uno de los mas estudiados de este

grupo, también se realizé la comparacién del genoma de este bacteriéfago con GALA1L, aun
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cuando no fue de los que presentaron mayor porcentaje de cobertura. La secuencia de T5
utilizada corresponde a la cepa reportada por Wang y col. (2005) y mantenida en la ATCC
(Bacteriophage T5 strain ATCC 11303-B5, # de acceso AY587007.1).

Los resultados de cobertura de la secuencia de GALA1 sobre los genomas fagicos
seleccionados, variaron del 91% para NBEco00l1 y T5-like pork27, al 79% para T5. La
combinacién de altos valores de porcentaje de cobertura y porcentaje de identidad, sugieren
gue, como se propuso previamente, el contig GALAL representa un genoma completo de un
fago T5-like contenido en la mezcla JRM2.

De los tres fagos con mayor similitud con GALALl (Tabla 5.9), ninguno tiene una
publicacién asociada, sélo se ha reportado su secuencia genémica en GenBank. Por su parte,
el bacteriéfago T5 es un bacteriofago litico estricto (Wang, et al., 2005), y fagos de este tipo
se han propuesto como potenciales agentes para el biocontrol de Escherichia coli O157:H7
(Niu et al., 2012). Estos antecedentes sefialan al fago GALAL1 como un candidato para explicar
el efecto asociado con la solucion JRM2.

En los diagramas tipo dot-plot (Figura 5.13), las secuencia de GALAL se colocé en el eje
vertical y la secuencia del fago con el que se comparaba se colocé en el eje horizontal. En los
cuatro diagramas se observa una discontinuidad a la altura de las 38 kb en ambos ejes, lo que
sefiala una secuencia ausente en el fago GALAL, sefialando una posible delecion en la
secuencia de este fago respecto a los genomas con los que presenta similitud.

Adicionalmente, en los cuatro diagramas dot-plot se observa que la secuencia de GALAL
localizada en la parte inferior del eje vertical, presenta similitud con dos regiones de cada fago
con los que se compara, una de estas regiones esta localizada al inicio, y otra al final, del
genoma con el que se esta comparando GALAL. Esta regién corresponderia a la repeticion
directa que presentan este tipo de fagos en cada extremo de su genoma, la cual tiene una
longitud de aproximadamente 10,500 pb. Con base en la evidencia previa, se consider6 que

este contig podria representar un genoma fagico completo, al que se denomindé GALAL.

Tabla 5.9. Resultados del analisis de similitud del contig GALA1. Todos los fagos con los que presenta
similitud son T5-like.

Fago # de acceso % de . % Qe e-value Tamaiio del
cobertura identidad genoma
NBEco001 NC_048853.1 91 96.13 0.0 116,606
T5-like pork27 | MF431731.1 91 93.05 0.0 120,618
NBSal003 NC_048856.1 89 97.6 0.0 119,416
T5 AY587007.1 79 95.47 0.0 121,752
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Figura 5.13. Diagramas dot-plot para fagos T5-like que muestran un elevado porcentaje de similitud con
el contig GALAL. La secuenca de GALA1 se encuentra en el eje vertical, y la del fago con el que se
compara, en el eje horizontal. A) Fago NBEco001, B) Fago T5-like pork27, C) Fago NBSal003, D) Fago
T5. Todos presentan el mismo patrén, con una delecion en GALAL respecto a los cuatro fagos con los
que se compara, evidenciada por la discontinuidad horizontal alrededor de los 38 kb.

Continuando con el analisis de los contigs obtenidos en el primer proceso de
secuenciacion, los contigs 2 a 25 (excepto el 20, que present6 similitud con secuencias
plasmidicas de E. coli, Salmonella enterica y Shigella sonnei) presentaron similitud con fagos

que presentaban un genoma de aproximadamente 350,000 pb (Tabla 5.10). El grado de
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similitud fue elevado, por lo que con ellos se gener6 el segundo conjunto, que se denomind
GALAZ2.

Para este conjunto de contigs y los cuatro genomas fagicos mostrados en la Tabla 5.10,
se obtuvieron los diagramas tipo dot-plot (Figura 5.14), observando un elevado grado de
conservacion y cobertura, por lo que se consider6 que el conjunto de contigs GALAZ2,
representaban el genoma de un segundo fago, presente en la mezcla JRM2.

Este segundo fago se denominé GALA2. En dos de los diagramas dot-plot (Figura 5.14,
paneles Ay D) se observa una regién repetida y adyacente, lo que sugiere que puede tratarse
de las repeticiones directas que suelen tener los fagos en los extremos de su genoma. El que
estas repeticiones no se observen en los otros dos genomas, podria deberse a que no han

sido anotadas o identificadas en sus registros de GenBank.

Tabla 5.10. Resultados del analisis de similitud de los contigs 2 a 25 (excepto el 20) reportados en el
primer archivo multifasta. Estos contigs integraron el conjunto GALA2. Se muestra el fago con el score
mas alto para cada contig. En el Gltimo renglén se muestra el fago con el segundo score mas alto al
utilizar el contig 2, incluyéndolo debido a su elevado porcentaje de cobertura y porcentaje de indentidad,
respecto al contig 2, que fue el mas largo de este conjunto.

Conti Fago # de acceso %de % de e-value Tamafio del
9 9 Cobertura | identidad genoma (pb)
2-7,
19?:_1115 CMSTMSU MH494197.1 100 - 98 99.15-93.03 0.0 386,442
21-25
8 vB Eco slurp01 | LT603033.1 88 96.41 0.0 348,043
12 Sp27 LC494302.1 75 90.79 0.0 347,152
2 vB EcoM G17 MK327931.1 96 84.61 0.0 370,817

Chinnadurai y col. (2018) reportaron el genoma del fago CMSTMSU, mencionando que
este fago presentd actividad litica contra E. coli y contra Pseudomonas aeruginosa, bacterias
que causan enfermedad en peces, sefialando el posible uso del fago como agente de
biocontrol en acuicultura, por lo que el fago GALA2 también es un posible candidato para
explicar el fenébmeno observado con la soluciéon JRM2.

El contig 26 presento similitud con el virus de la influenza, por lo que se considerd una
secuencia contaminante, dado que este virus también se secuencio en la misma corrida que

se secuencio la muestra de DNA fagico.
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Figura 5.14. Diagramas dot-plot para fagos que muestran un elevado porcentaje de similitud con los 23
contigs del conjunto GALA2. La secuencia de estos contigs se encuentra en el eje vertical, y la del fago
con el que se compara, en el eje horizontal. A) Fago CMSTMSU, B) fago vB_Eco_slurp01, C) fago

SP27, D) fago vB_EcoM_G17.

El contig 27, de 1,004 pb y generado con 9 lecturas, presentd similitud con fagos que

infectan a los géneros Salmonella, Escherichia y Shigella, y que presentan un tamafio

genomico entre 83-89 kb (Tabla 5.11). Es posible que este contig corresponda a un segmento

genomico de otro fago presente en la muestra, que tal vez estaba poco representado. Para
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fines de este trabajo, este tercer bacteriéfago presente en la solucibn JRM2 se denominé
GALA3.

Tabla 5.11. Resultados del andlisis de similitud del contig 27 reportado en el primer archivo multifasta.
Este contig es Unico en cuanto a su patron de similitud y se asocié con un tercer fago presente en la
solucion JRM2, al que se denominé GALA3. Se muestran cinco fagos con los que mostré una elevada
similitud.

Fago # de acceso % de % de e-value Tamafio del
Cobertura | identidad genoma (pb)
Shigella phage Z31 MN655999.1 100 96.51 0.0 89,355
Salmonella phage KP010413.1 100 96.51 0.0 87,510
vB_SPuM_SP116
Salmonella phage D1-2 | MN481367.1 100 96.12 0.0 86,878
Escherichia phage EC6 | JX560968.1 100 95.22 0.0 86,231
Escherichia phage MN850610.1 100 93.03 0.0 83,391
andreotti

El bacteri6fago GALA3 es de interés en el presente trabajo, ya que se ha reportado que
el fago vB_SPuM_SP116 que infecta a Salmonella enterica subsp. enterica, muestra una
elevada actividad bactericida, eliminando a todas las bacterias en cultivos conteniendo 5x10°
UFC/mL, mientras que en cultivos que contienen 5x10° y 5x10° UFC/mL, provoca una
reduccién poblacional de 6.58 y 5.97 unidades logaritmicas, respectivamente (Bao y Shahin,
2018), efecto similar al observado con la solucién JRM2. Adicionalmente, Liy col. (2020) han
reportado que el fago D1-2 que infecta a Salmonella, exhibe una elevada actividad litica y un
amplio rango de hospederos, infectando a diferentes cepas de Salmonella, asi como una
elevada estabilidad a diferentes temperaturas y valores de pH, un corto periodo de latencia y
una baja frecuencia de desarrollo de resistencia, caracteristicas que lo sefialan como un buen
candidato para ser utilizado como herramienta de biocontrol.

Los contigs 1 a 6 del segundo archivo multifasta (JesusHRM2.fna) presentaron similitud
con fagos con un tamafo de genoma de aproximadamente 166 kb (Tabla 5.12). Todos estos
fagos eran T4-like. La cepa del fago T4 con la que mayor similitud presentaron todos los
contigs fue la T4 ev240 (acc. LR597657.1). En la Tabla 5.13 se muestran los resultados de
similitud de estos contigs con la secuencia del fago T4 ev240 y con la del fago T4 reportada
originalmente por Kutter, con nimero de acceso NC_000866 (Miller et al., 2003) y que
corresponde al fago T4 reportado por Anderson, Delbrick y Demerec (1945). Aunque estos
fagos no figuran entre aquellos que presentan la mayor similitud con los contigs, la

conservacion de secuencia es elevada.
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Tabla 5.12. Resultados del andlisis de similitud de los contigs 1 a 6 reportados en el segundo archivo
multifasta. Estos contigs integraron el conjunto GALA4. Se muestra el fago con el mejor hit para cada
contig. Los contigs 1, 5 y 6 presentaron la mayor similitud con el mismo fago.

Contig Fago # de acceso % de % de e-value | Tamario del
Cobertura | identidad genoma (pb)
1 NBEco0003 MN994497.1 97 98.40 0.0 166,579
2 Enterobacteria MH553563.1 98 96.85 0.0 166,677
phage RB1 8
3 Escherichia phage | KU867876.1 100 100 3e-137 165,772
vB_EcoM-UFV13
4 Escherichia phage | MT968995.1 91 96.16 0.0 165,369
vB_EcoM_WL-3
5 Phage NBEco003 | MN994497.1 100 99.90 0.0 166,579
6 Phage NBEco003 | MN994497.1 100 99.94 0.0 166,579

Los seis contigs del conjunto GALA4 se alinearon con cada uno de los seis genomas
fagicos mencionados en las Tablas 5.12 y 5.13, obteniéndose para cada alineamiento un
diagrama dot-plot que generé una diagonal que dividia a la mitad todo el cuadrante del
diagrama, lo que indica que la suma de los seis contigs cubre practicamente toda la longitud

de los genomas con los que se compararon (Figura 5.15).

Tabla 5.13. Resultados del andlisis de similitud de los contigs 1 a 6 reportados en el segundo archivo
multifasta, frente a los fagos T4 ev240 (acc. LR597657.1) y T4 (acc. NC 000866).

T4 ev240 T4

Contig | Longitud % de % de e- % de % de e-
Cobertura | identidad | value | Cobertura | identidad | value

1 42,751 93 95.32 0.0 91 94.64 0.0

2 21,132 96 95.48 0.0 87 95.74 0.0
3 270 100 99.63 1le-135 86 89.74 2e-83

4 98,961 92 96.40 0.0 86 95.95 0.0

5 966 100 95.65 0.0 100 97.52 0.0

6 1,813 100 97.74 0.0 100 97.96 0.0

Con base en estos resultados, se concluy6 que los contigs 1 a 6 obtenidos en el segundo
proceso de secuenciacion, correspondian a un mismo fago, y proporcionaban practicamente
el 100% de su genoma. A este fago se le denominé GALA4 y su genoma tendria una longitud
cercana a los 165,893 pb, cantidad que corresponde a la suma de la longitud de los seis
contigs, dado que no se observa que éstos estén traslapados.

El fago GALA4 seria otro posible candidato para explicar el efecto visto con la solucion
JRM2, dado que se sabe que los bacteriéfagos T4-like son liticos estrictos (Miller et al., 2003),
sin embargo, no se tiene evidencia de su potencial uso como agentes de biocontrol, como para
los homlégos de GALAL, GALA2 y GALA3 (Liu et al., 2015; Taj et al., 2014).
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Figura 5.15. Diagramas dot-plot para fagos que muestran un elevado porcentaje de similitud con los
seis contigs del conjunto GALA4. La secuencia de estos contigs se encuentra en el eje vertical, y la del
fago con el que se compara, en el eje horizontal. Los diagramas corresponden a los fagos A) NBEco003,
B) RB18, C) vB_EcoM-UFV13, D) vB_EcoM_WL-3, E) T4 ev240, F) T4.
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El contig 8 obtenido en el segundo proceso de secuenciacion, presentd similitud con
bacteriéfagos lamboides (Tabla 5.14). Para determinar qué otros contigs de los que restaban
(129, contigs 8 a 136) presentaban similitud con estos fagos, se descargo la secuencia en
fasta de los cinco fagos sefialados en la Tabla 5.14, y con cada uno se realiz6é un alineamiento
obteniendo un diagrama tipo dot plot con el software re-dot-table, el cual organiza
automaticamente las secuencias que presentan similitud con el fago de interés, segregandolas
de las que no lo hacen (Figura 5.16). De esta manera, se encontré que 32, 40 y 35 contigs,
presentaban similitud con diferentes regiones de los fagos 0276, Lambda y HK630,
respectivamente (Tabla 5.15). Para los fagos IME10 y HK446, solo 3 (48, 26 y 8) y 4 (48, 60,
26 y 8) contigs, respectivamente, presentaron similitud.

Estos resultados sugieren que los cuarenta contigs que presentaron similitud con el fago
Lambda forman parte de un quinto fago presente en la soluciéon JRM2. Este fago se denominé
GALAS. Este fago en particular no seria de interés como potencial agente de biocontrol, ya
gue se sabe que los fagos lambioides presentan un ciclo lisogénico (Hendrix y Casjens, 2006),
sin embargo, su presencia podria ayudar a explicar fenobmenos observados en el presente
proyecto, como la obtencion de mas de un fago, cuando un cultivo de la cepa de E. coli
utilizada, se infectaba con una sola placa de lisis perfectamente aislada. La infeccion podria
haber inducido la reactivacion de profagos, siendo GALA5 un posible candidato a este tipo de
profagos presentes en la cepa de E. coli utilizada.

Tabla 5.14. Resultados del analisis de similitud obtenido con el contig 8 reportados en el segundo
archivo multifasta. Se muestran los cinco fagos con los cuales presenté mayor similitud el contig 8,
eventualmente asociado al fago GALAS.

Contig | Longitud | Fagos con los que presenta No. de Tamaiio del % de % de e-
(pb) similitud acceso genoma (pb) | cobertura | identidad | value

Enterobacteria phage 0276 | NC_049951.1 41,969 100 99.91 0.0

Escherichia phage Lambda J02459.1 48,502 100 99.91 0.0

8 3,300 Enterobacteria phage HK630 | JQ086376.1 47,090 90 99.86 0.0

Enterobacteria phage IME10 JF974339.1 39,646 88 97.67 0.0

Enterobacteria phage HK446 | JQ086372.1 39,026 85 97.42 0.0

Se observé que los contigs 10 a 14 presentaban similitud con fagos productores de
shigatoxina (Tabla 5.16). Con los restantes 89 contigs no asociados aun a ningun fago, se
realizd un alineamiento contra los nueve genomas fagicos mostrados en la Tabla 5.16. Entre
12 y 17 contigs presentaron similitud con el genoma de estos fagos (Tabla 5.17). En total, 19
contigs se asociaron con estos fagos, siendo los fagos Stx2 EH1846 (LC567840.1) y
Stx2_12E129 PPompW (LC567841.1) los que se asociaron a un mayor nimero de contigs.

Se consideré que los 19 contigs asociados con estos fagos, formaban parte del genoma de un
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sexto fago presente en la muestra secuenciada, denominado GALA6 para fines de este
proyecto, que posiblemente no se encontraba en la muestra ambiental original tomada por
Romero Monico (2018), sino que se encontraba en la cepa de E. coli usada como hospedero,
la cual es productora de shigatoxina, lo cual se muestra en la seccion 5.6, donde se muestra
que los oligonucleétidos disefiados para este fago, generan el amplicon esperado al utilizar
como DNA molde el DNA gendmico de la bacteria hospedera. Frente a la infeccion por otros
fagos, el profago GALAG se activa e inica el ciclo litico, generando viriones los cuales fueron

recuperados en los amplificados de los cuales se extrajo el DNA sometido a secuenciacion

masiva.
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Figura 5.16. Diagrama dot plot en el que se alinearon los contigs 8 a 136 (eje vertical), respecto al fago
Lambda (No. de acceso J02459.1, eje horizontal). Los contigs que muestran similitud se agrupan en la
parte inferior del diagrama, presentando una diagonal correspondiente a la zona de similitud. EI color
rojo de la diagonal indica que la secuencia del contig se utilzo tal cual en el analisis. El color azul indica
que la secuencia reversa complementaria del contig correspondiente es la que presenta similitud. Los
contigs de la parte superior y que no presentan una diagonal, son aquéllos que no tienen similitud con
la secuencia del fago. Los contigs con similitud se asociaron al fago GALAS.
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Tabla 5.15. Contigs que presentan similitud con los fagos 0276, Lambda y HK630. Se indica la posicién
relativa que tiene un contig respecto a otro, al ordenarse sobre la secuencia que presenta el genoma
fagico correspondiente. Se sefialan en naranja los contigs conservados entre los tres fagos, en azul los
gue estan en dos, y en verde los que estan solo en uno. El fago asociado con estos contigs y presente
en la muestra secuenciada, se denomind GALAG.

Posicion relativa | Lambda | HK630 | 0276
1 36 36 36
2 55 55 55
3 74 74 74
4 24 24 24
5 66 66 66
6 39 39 39
7 71 71 71
8 134 134 134
9 54 54 54
10 85 85 85
11 76 76 76
12 104 104 104
13 65 65 65
14 75 75 75
15 131 131 131
16 42 42 42
17 31 3 31
18 21 21 70
19 78 78 101

20 79 79 58
21 30 30 56
22 87 87 68
23 70 70 80
24 101 101 33
25 58 58 46
26 56 56 52
27 68 68 48
28 80 80 25
29 33 33 26
30 46 46 8
31 52 52 59
32 48 48 50
33 60 8

34 51 59

35 83 50

36 25

37 26

38 8

39 59

40 50
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Tabla 5.16. Resultados del analisis de similitud de los contigs 10 a 14 obtenidos en el segundo proceso
de secuenciacion. Todos presentan similitud con fagos productores de shigatoxina, los cuales serian

similares al fago GALAG presente en la muestra secuenciada.

Contig | Longitud Fagos con los que No. de Tamafio del % de % de e-
(pb) presenta similitud acceso genoma (pb) | cobertura | identidad | value
10 2,722 Stx2a-converting phage | LC567841.1 90,031 100 99.49 0.0
Stx2_12E129_PPompW
Enterobacteria phage | LC567839.1 44,438 100 99.49 0.0
PPompW_EH1846
Stx2a-converting phage | LC567829.1 48,694 100 99.49 0.0
Stx2_EH2201
1 2,461 Stx2a-converting phage | LC567837.1 49,002 100 99.31 0.0
Stx2_EH2246
Stx1a-converting phage | LC567827.1 49,396 100 99.23 0.0
Stx1_699
Stx1a-converting phage | LC567825.1 49,243 100 99.23 0.0
Stx1_499
12 2,327 Stx2a-converting phage | LC567840.1 48,297 100 98.45 0.0
Stx2_EH1846
Stx2a-converting phage | LC567829.1 48,694 100 98.45 0.0
Stx2_EH2201
13 2,323 Stx2a-converting phage | LC567837.1 49,002 100 97.84 0.0
Stx2_EH2246
Phage BP-4795 AJ556162.1 57,930 100 97.84 0.0
14 Stx2a-converting phage | LC567840.1 48,297 100 99.90 0.0
Stx2_EH1846
Stx2a-converting phage | LC567829.1 48,694 100 99.70 0.0
Stx2_EH2201
Escherichia phage JLK- | NC_049942 57,198 100 99.70 0.0
2012 A

Entre los contigs restantes, 38 presentaron similitud con diversos fagos de E. coli, Shigella,
Citrobacter y Yersinia, pero presentaban una longitud entre 380 y 108 pb, estaban respaldados
por 60 a 6 lecturas y varios presentaban en casi toda su longitud regiones de baja complejidad,
por lo que no se analizaron a mayor detalle. Otros 16 contigs eran del virus de la influenza.
Quince contigs se asociaron con el cromosoma de diferentes cepas de E. coli, estas
secuencias posiblemente correspondan a profagos. Se identificé un contig asociado con un

plasmido de E. coli.
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Tabla 5.17. Contigs que presentan similitud con los fagos convertidores de shigatoxina. Se indica la
posicién relativa que tiene un contig respecto a otro, al ordenarse sobre la secuencia que presenta el
genoma fagico correspondiente. En naranja se sefialan los contigs presenten en al menos 5/9 fagos, en
azul los que estan presente en 3 o0 4 fagos y en verde los que estan presentes en uno o dos fagos. El

fago asociado a estos contigs y presente en la muestra secuenciada, se denominé GALAG.

No. de acceso

Posicion | LC567840.1 | LC567841.1 | LC567829.1 | LC567837.1 | NC_049942 | LC567839.1 | AJ556162.1 | LC567827.1 | LC567825.1
1 contig00023 | contig00023 | contig00023 | contig00023 | contig00023 | contig00027 | contig00022 | contig00022 | contig00022
2 contigd0022 | contig00022 | contig00022 | contig00022 | contig00022 | contig00023 | contig00032 | contig00017 | contig00017
3 contig00032 | contig00032 | contig00017 | contig00032 | contig00017 | contig00011 | contig00017 | contig00011 | contig00011
4 contigd0017 | contigd0017 | contig00011 | contig00017 | contig00011 | contig00014 | contig00011 | contig00014 | contig00014
5 contigd0011 | contigd0105 | contig00014 | contig00011 | contig00014 | contig00015 | contig00014 | contig00015 | contig00015
6 contig00014 | contig00072 | contig00015 | contig00014 | contigd0015 | contig00010 | contig00015 | contigD0010 | contig00010
7 contig00015 | contig00077 | contig00010 | contig00015 | contig00010 | contig00019 | contig00010 | contig00019 | contig00019
8 contig00010 | contig00136 | contig00019 | contig00010 | contigd0019 | contig00013 | contig00019 | contigl0013 | contig00013
9 contig00019 | contig00029 | contig00013 | contig00019 | contig00013 | contig00105 | contig00013 | contig00105 | contig00105
10 contig00013 | contig00027 | contig00105 | contig00013 | contigd0105 | contig00072 | contig00072 | contig00072 | contig00072
1 contig00105 | contig00011 | contig00072 | contig00072 | contigd0072 | contig00012 | contig00012 | contig00012 | contig00012
12 contig00072 | contig00014 | contig00012 | contig00012 | contig00012 | contig00077 | contig00077 | contig00077 | contig00077
13 contig00012 | contig00015 | contig00113 | contig00077 | contig00077 | contig00136 | contig00136
14 contig00113 | contig00010 | contig00077 | contig00136 | contig00136 | contig00029
15 contig00077 | contig00019 | contig00136 | contig00029 | contig00038
16 contig00136 | contig00013 | contig00029
17 contig00029 | contig00012

Con base en estos resultados de similitud, se asumié que en la solucién JRM2 de la cual

se extrajo el DNA que se secuencid, estan presentes al menos seis fagos, que se nombraron:
GALA1L, GALA2, GALA3, GALA4, GALA5, GALAG.

Para rastrear estos fagos durante los experimentos, se disefiaron oligonucleétidos

especificos.

5.5.

Oligonucledtidos para identificar a los distintos fagos por PCR punto final.

El disefio de cada par de oligonucledtidos se realizé utilizando el software Vector NTI
Advance 11.5.4. Los oligonucleétidos se disefiaron con temperaturas de alineamiento
similares (Tabla 5.18), para correr simultdneamente las reacciones de PCR punto final. El
disefio de estos oligonucledtidos y el andlisis de las soluciones fagicas por PCR punto final,

precedid al andlisis detallado de las secuencias contenidas en los dos archivos multifasta
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derivados de la secuenciacion masiva, por lo que dos pares (GALA6-F/GALAG-R y GALA7-

F/GALAT7-R) corresponden al mismo fago.

Tabla 5.18. Caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados.

Oligonucleotido Secuencia (-[2;) Lo?pgblgud Am(zlkl)c):on
GALAl-F TGTTTGGCAATGTAGAGCAATGGG 59.7 24 619
GALAl-R GGTTCCAGTTCGGAACTGTTCGTAGT 59.7 26
GALA2-F TGACGGTCAACTATACGCACGAGG 59.9 24 365
GALA2-R CATCAGCGAATTGTCTAGCCCCA 59.9 23
GALA3-F CGGAGGAACTATCAGGATTACTTCTGACC  60.7 29 742
GALA3-R GGACACCTGCACCTCCAATTACAAAG 60.8 26
GALA4-F ATAAAGCAGCACGAACAGCCTTTTG 59.7 25 487
GALA4-R GTTAAAACTCCAGGTAAAACGGAAGCA 59.1 27
GALA5-F AAGCCCTGTATCAGGACATGGTACG 59.2 25 870
GALA5-R TGATGAAGGCGTTTACGGCTTGT 59.5 23
GALAG6-F GTGATGGTCGTGACTATGATCCCG 59.1 24 233
GALA6-R CACCCCGTCAACCAGGCATT 59.1 20
GALA7-F CACACAGGTATCATCCGTTGCCC 59.9 23 538
GALA7-R GAGGAGGCTGTGCTGACAACGC 60.7 22

Antes de comenzar con las evaluaciones de PCR, se realizd una electroforesis in silico

en el programa SnapGene, para visualizar el patron electroforético esperado (Figura 5.17).

Figura 5.17. Electroforesis in silico para la obtencién de los fragmentos a amplificar para cada par de
oligonucledtidos disefiados. Marcador de peso molecular #SM1173 (MPM), GALA1 619 pb (carril 1),
GALA2 365 pb (carril 2), GALA3 742 pb (carril 3), GALA4 487 pb (carril 4), GALA5 870 pb (carril 5),
GALAG6 233 pb (carril 6) y GALA7 538 pb (carril 7).

El primer carril (MPM), corresponde al marcador de peso molecular #SM1153, seguido
de las pruebas con los oligonucledtidos GALAL, GALA2, GALAS3, GALA4, GALA5, GALA6 y
GALAY en los carriles 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7, respectivamente.
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5.6. Determinacion de los bacteriéfagos que integran a la mezcla fagica JRM2
mediante la técnica de PCR punto final.

Para identificar los bacteri6fagos que integraban a la mezcla fagica JRM2 se realizaron
ensayos de PCR’s punto final utilizando los oligonucledtidos disefiados previamente,
evaluando diferentes soluciones. Se inicio con la evaluacién de las soluciones 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 6P, D3, PP y S9. Los resultados obtenidos para dichas soluciones se muestran en la
Tabla 5.19. En el Anexo B se muestran los geles correspondientes.

Tabla 5.19. Amplificaciones obtenidas tras la evaluacién por PCR punto final de las soluciones 1, 2, 3,
4,5,6,7,8, 6P, D3, PPy S9.

Oligonucledtidos

Solucion —GALALT  GALAZ  GALA3 GALA4 GALA5  GALA6  GALA7
1 + + + - - + -
2 + - + - - + -
3 + - + - - - -
4 + + + - - - -
5 + + + - - + -
6 + - - - - u z
7 + - - - - * u
8 * - - - - : N

6P + - - - - u :
D3 + + - - - * u
PP + - - - - . -
S9 - + - +- - * -

Todas las soluciones fueron positivas al par de oligonucleétidos GALAL. Las soluciones
1, 4, 5y D3 fueron positivas para el par de oligonucleétidos GALA2. Las soluciones 1, 2, 3, 4
y 5 fueron positivas para el par de oligonucle6tidos GALA3. Por otro lado, todas las soluciones
fueron negativas para los pares de oligonucle6tidos GALA4 y GALAS. Las soluciones 1, 2, 5,
6, 7, 8, 6P y D3 fueron positivas para el par de oligonucleétidos GALA6. Finalmente, las
soluciones 6, 7, 8, 6P y D3 fueron positivas para el par de oligonucleétidos GALA7. Los
resultados sugerian que todas las soluciones, menos la soluciéon PP, contenian mas de un
bacteriéfago. Todas las soluciones se obtuvieron a partir de placas aisladas, por lo que se
esperaba detectar un solo bacteriéfago para cada solucién. Inicialmente, durante el proceso
de purificacion, se manipulaban simultaneamente al menos dos soluciones derivadas de
placas diferentes. Esta manipulacion pudo haber contribuido a contaminacion cruzada de las
muestras, lo que explicaria por qué se obtuvo mas de un amplicon para cada solucién. Sin
embargo, llama la atencion que el control negativo generara un resultado positivo para los
pares de oligonucledtidos GALA6 y GALA7. Revisando las caracteristicas obtenidas para el
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fago GALAG, en el cual se localizan tanto los oligonucle6tidos GALA6 y GALA7, es un fago
que porta el gen de la shigatoxina y que generalmente se encuentra integrado en el genoma
bacteriano. El fago que se esta detectando tanto en las soluciones como en el control negativo,
gue es el DNA genomico de la cepa de E. coli 0157:H7, es muy probable que sea un profago
localizado originalmente en la cepa de E. coli utilizada como hospedera en los experimentos,
y que, como consecuencia de la infeccidbn por otros bacteriéfagos, esta reactivandose y
reiniciando su ciclo litico, “contaminando” los amplificados de otros bacteri6fagos.

Se amplificaron los fagos correspondientes a diecinueve placas de lisis adicionales a
partir de las soluciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 6P y D3, para su evaluacion mediante PCR punto
final. También se verifico que la solucién PP realmente se encontrara pura, por lo que también
se obtuvo un amplificado a partir de una placa de lisis aislada de esta solucién, para su
evaluacién mediante PCR punto final. Esta vez se consideraron nuevos protocolos de trabajo,
y no se manipulé simultaneamente mas de un amplificado para realizar el proceso de
purificacién, todos fueron purificados en tiempos diferentes, realizando la limpieza y
desinfeccién de la campana de extraccion entre las purificaciones. Los resultados obtenidos
para los amplificados de cada una de las veinte placas se muestran en la Tabla 5.20. En el

Anexo B, Figuras B.2, B.3, B.4 y B.5 se muestran los geles correspondientes.

Tabla 5.20. Resultados de los ensayos de PCR punto final, de amplificados fagicos obtenidos de placas
aisladas de las diferentes soluciones.
Amf%gfifjdo GALA1 GALA2 GALA3 GALA4 GALA6 GALA7

182 -

2S2 +

3S2 + -

4S2 +
5S2 - -
1S3 - -
2S3 - -
3S3 - -
4S3 - -
5S3 - -
6S3 - -
1S9 - - -
259 - - -
3S9 - + -
4S9 - - -
559 - - -
6S9
1PP
16P2
26P2

- + -

+

+ [
1

|+ [+ [+ ]+

+

|+ ]
1

+ |+

1
AR R AR AR E R A A s
:

+ |+ [+ + [+

+ |+ [+
.
.
1
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De los amplificados fagicos evaluados, 6/20 (2S2, 3S2, 4S2, 1PP, 16P2 y 26P2) fueron
positivos para GALAL; solo 1/20 (3S9) fue positivo para GALA2; 9/20 (1S2, 3S2, 552, 1S3,
2S3, 3S3, 4S3, 5S3 y 6S3) fueron positivos para GALA3; 6/20 (1S9, 2S9, 3S9, 4S9, 559 y
6S9) fueron positivos para GALA4; 20/20 fueron positivos a GALAG6 y solo 2/20 dieron un
resultado negativo con los oligonucle6tidos GALA7-R/GALAT7-F.

A partir de estos resultados se pueden hacer las siguientes observaciones: 1) el
amplificado fagico 1PP, derivado de la solucion PP, esta “contaminado” con el fago GALAG,
cuando se esperaba que estuviera puro; 2) todas las soluciones contienen al fago GALAG, lo
que apoya la hipdtesis que se trata de un profago presente en la cepa bacteriana utilizada,
gue se reactiva frente a la infeccién por otros fagos; 3) los pares de oligonucle6tidos GALAG-
F/IGALAG-R y GALA7-F/IGALA7-R no generan el mismo patron de amplificacién, aun cuando
se encuentran asociados al mismo fago, posiblemente debido a una menor eficiencia en el
desempenio de los oligonucleétidos GALA7-F/IGALA7-R, que lleva a generar ocasionalmente
resultados falsos negativos; 4) las soluciones 3S2 y 3S9 presentan tres fagos, que podrian
haberse contaminado debido a un mal manejo al momento de manipularlas.

Se observo que el amplicon de GALA4 no coincide con el tamafio esperado por lo que,
sera necesario realizar un andlisis mas detallado con respecto al par de oligonucleétidos y a
los contigs utilizados para su disefio.

5.7.  Caracterizacién genémica del bacteriofago GALA1
Se decidi6 analizar la secuencia genémica del bacteri6fago GALA1L, ya que se obtuvo en
ambos procesos de secuenciacion gendmica, presentando la misma longitud. Cabe resaltar
que, el numero de lecturas que respaldan a ambos contigs fue elevado, lo que sugiere que las

secuencias obtenidas son confiables (Tabla 5.21).

Tabla 5.21. Caracteristicas de los contigs correspondientes a la secuencia gendmica del bacteriéfago
GALAL.

Contig Longitud # de lecturas que lo generaron
HRM1-contig00001 104,851 110,526
HRM2-contig00007 104,851 186,503

Debido a que la secuencia genémica obtenida a partir del contig HRM1-contig00001 fue
utilizada para anclar los oligonucledétidos del bacteri6fago GALA1L, esta se sometié a un andlisis
de similitud, encontrando entre los resultados al bacteriéfago T5 (# de acceso AY587007.1)

con una identidad del 95%. El bacteriéfago T5 es un fago litico de los mejor caracterizados
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dentro del grupo T5 y, ademas ya se han reportado varios bacteriéfagos similares (Wang et
al., 2005; Svab et al., 2018). Por ello, se decidi6 tomar a T5 como referencia al realizar la
anotacion de los ORF’s.

De los 140 ORF’s identificados y anotados en el bacteri6fago GALA1 con base en su
similitud con T5, a 56 se les asigné una funcién conocida, 59 coincidieron con proteinas
conservadas en otros bacteriofagos, pero sin funcién conocida, y 25 son ORF’s unicos de
GALA1 que carecen de similitud con alguna proteina conocida (Anexo C, Tabla C.1). En la
Figura 5.18 se muestra la representacién esquematica del genoma.

Adicionalmente, se identificaron 5 ORF’s no detectados por el software CLC Sequence
Viewer 8.0 y compartidos con el bacteriéfago T5, tomado como referencia. Se decidi6é tomarlos
en cuenta ya que son parte esencial en el ciclo de infeccién de los bacteriéfagos tipo T5. Para
la anotacién de los ORF’s se considerd una longitud minima de 93 codones (incluyendo el
coddn de parada), los ORF’s 141, 142, 143 y 145 no fueron identificados por el software CLC
Sequence Viewer 8.0 debido a que no cumplen con la longitud minima establecida. Por otro
lado, el ORF 144 tiene una longitud mayor a 93 codones y un coddén de inicio AUG, dicho
coddn fue considerado para la anotacion de codones, pero no fue anotado en el software CLC
Sequence Viewer 8.0 por razones desconocidas.

Por otro lado, en GALAL se identifico la repeticion terminal directa identificada en el
bacteriéfago T5, con cierta variacion de longitud, esta region fue identificada mediante el
software Vector NTI Advance 11.5.4, copiando un segmento inicial y un segmento final a partir
de la region en el bacteriéfago T5 y buscando en el genoma de GALAL. En el genoma de T5
dicha repeticion presenta una longitud de 10,139 pb y en el genoma de GALA1 presenta una
longitud de 10,409 pb con una identidad del 88.77%. Cabe resaltar que, de acuerdo con los
resultados de secuenciacion, en GALAL se detectod solo una vez la repeticion terminal directa,
posiblemente debido a la sensibilidad del equipo de secuenciaciéon ya que, al ser la misma
secuencia, se anotd solo una vez. Pero considerando la repeticién teminal directa anotada
correctamente, el genoma del bacteri6fago GALAL tendria una longitud de 115,260 pb.

La repeticion terminal directa detectada en el bacteriéfago T5, utilizado como referencia,
se describe como una region que contiene genes pre-tempranos, representada por 17 ORF’s,
ésta es transferida inicialmente al hospedero. Contiene los genes dmp (desoxiribonucledsido-
5’-monofosfatasa), Al, A2 y otros genes que se expresan primero, seguidos de seis posibles

inhibidores para la inactivacion de las funciones del hospedero. A partir de los 29 ORF’s
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contenidos en la repeticién terminal del bacteriéfago GALAL, compartida con el bacteriéfago
T5, se lograron identificar los genes dmp (CDS 1), A1 (CDS 4), A2 (CDS 5) y cinco de los seis
posibles inhibidores para la inactivacion de las funciones del hospedero (Tabla 5.12). Por lo
que, se propone que el bacteri6fago GALAL posee un mecanismo de infeccion similar al
caracterizado en los bacteriéfagos tipo T5. Estos infectan a sus hospederos mediante un
mecanismo de transferencia de dos pasos, el cual sugiere que existe una estructura de
detencion formada para evitar la inyeccion de todo el genoma al mismo tiempo y después de
la expresion de los genes pre-tempranos dicha estructura debe eliminarse para que el resto
del DNA fagico pueda ingresar a la célula hospedera. El mecanismo de transferencia puede
ser necesario para que el bacteri6fago pueda inhibir rdpidamente algunos procesos del
hospedero antes de la inyeccién completa del DNA. En el primer paso se inyecta el 7.9% del
DNA fagico de la repeticién terminal izquierda, siendo los genes dmp, A1 y A2 los que se
expresan primero. A2 codifica una proteina necesaria para completar la transferencia de DNA,
Al codifica una proteina para completar la transferencia del DNA, el cierre de la expresion de
genes pre-tempranos Yy la degradacién del DNA del hospedero, el gen dmp codifica una
desoxiribonucledsido-5-monofosfatasa la cual, degrada los desoxirribonucleétidos en
desoxirribonucledsidos. En el segundo paso el resto del genoma ingresa al hospedero, solo
después de la expresion de los genes pre-tempranos (Wang et al., 2005).

Después de la expresion de los genes pre-tempranos, se expresan los genes tempranos
(CDS’s 25 a 109) entre los que se encuentran la proteina fosfatasa de serina/treonina, dos
proteinas de lisis, lisozima y holina, endonucleasas, enzimas para el metabolismo de
nucleotidos y genes responsables de la replicacion, recombinacion y reparacion del DNA.
Finalmente, se expresan los genes tardios siendo estos, las proteinas de la cabeza y de la
cola, junto con otras proteinas estructurales (CDS’s 110 a 140). Por lo que, podria decirse que
la estructura del genoma del bacteri6fago GALAL es similar a la que posee el bacteriéfago T5,
ya que, los genes se encuentran organizados de acuerdo con su ciclo de replicacion (Wang et
al., 2005).
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Figura 5.18. Genoma del bacteriéfago GALA1, los OFR’s se muestran como flechas en colores. En
verde se muestran aquellos con funcién conocida, en amarillo los conservados en otros bacteriéfagos,
pero sin funcién conocida y en azul los que son Unicos en GALAL que carecen de similitud con alguna
proteina conocida. Por otro ladmo, la repeticién terminal directa se muestra como flechas en color rojo.

De los 145 ORF’s codificados por el bacteriéfago GALA1, 120 presentaron una elevada
similitud con 49 bacteri6fagos diferentes (Tabla 5.13). De los 49 bacteriéfagos que presentaron
similitud, se identificaron cinco con mas de seis genes similares (Anexo C, Tabla C.2), siendo
estos vB_EcoS_AKFV33 (NC_017969.1), SPC35 (NC_015269.1), vB_EcoS FFH1
(NC_024139.1), phiLLS (NC_047822.1) y NBSal003 (NC_048856.1).

Es posible que el genoma de GALAL esté integrado por segmentos que pudieran tener
diferente origen. Por lo tanto, genes asociados con cada segmento contaran una historia
evolutiva distinta. Para comprobar dicha hip6tesis y evidenciar la posicién filogenética del
bacteriéfago GALAL, se realizaron varias comparaciones a partir de la construccion de arboles
filogenéticos (Figura 5.31), basados en la alineacién de secuencias a nivel de proteinas. A
partir de los cinco bacteriéfagos con los que GALAL presenté mayor similitud, se seleccion6
un ORF con funcién conocida (70, 123, 30, 132 y 65, respectivamente). La funcion proteica de
los ORF’s correspondientes a cada bacteriéfago y su numero de acceso, asi como su

hospedero se muestran en la Tabla 5.22.

Tabla 5.22. ORF’s seleccionados para el analisis filogenético.
L Bacteriéfago
ORF Funcién

Hospedero #de acceso

asociado
30 Lisozima VB EcoS AKFV33  E.coli  NC 017969.1
65  Ribonucleasa H SPC35 S.enterica - 15269.1
y E. coli
Ribonucledsido
70 ~ difosfatoreductasa o pooq pppyg E.coli  NC_024139.1
(aerdbica),
subunidad beta
103 Proteinaprincipal phiLLS E. coli NC_047822.1
de la cola
132  Proteinaportal NBSal003 S.enterica NC_048856.1
(conector)
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La comparacién basada en la lisozima (Figura 5.14 panel A) mostré que, el bacteriéfago
GALAl estd estrechamente relacionado con un grupo en el que se encuentran los
bacteri6fagos vB_EcoS_AKFV33, Stpl (KY775451.1-KY775453.1), NBEco002
(NC_048855.1) y Thl (NC _048795.1). Por otro lado, la comparacion basada en la
ribonucleasa H (Figura 5.14 panel B) mostro que, el bacteriofago GALAL esta estrechamente
relacionado con los bacteri6fagos SPC35, SP15 (NC_048627.1) y vB_SenS_PHBO06
(MH102285.1). La comparacion basada en la proteina ribonucledsido difosfato reductasa
(aerdbica) subunidad beta (Figura 5.14 (continuacion), panel C) mostré que, el bacteriéfago
GALA1 esta estrechamente relacionado con los bacteriéfagos NBSal003 y vB_EcoS_FFH_1.
Ademas, la comparacion basada en la proteina principal de la cola (Figura 5.14 (continuacion),
panel D) mostré que, el bacteri6fago GALAL esté estrechamente relacionado con un grupo
que incluye a los bacteri6fagos NBSal003 (NC_048856.1), vB_EcoS_FFH_1 y phiLLS. Por
otro lado, la comparacion basada en la proteina portal (Figura 5.14 (continuacién), panel D)
mostré que, el bacteri6fago GALAL esta estrechamente relacionado con los bacteriéfago
NBSal003 y vB_Eco_mar004NP2 (NC_048205.1).

Dichos resultados sugieren que, la regién en la que se encuentra el gen de la lisozima
tiene un origen distinto a la region en la que se encuentra el gen de la ribonucleasa H.
Adicionalmente, el segmento en el que se encuentran los genes de la proteina ribonucleésido
difosfato reductasa (aerdbica) subunidad beta y la proteina de la cola tienen un origen comun.
Es posible que el gen de la proteina portal pertenezca al mismo segmento, pero llama la
atencion que no presente similitud con FFH1 y/o con philLLS.

Los bacteriéfagos vB_EcoS_AKFV33, SPC35, NBSal003, vB_EcoS_FFH_1, phiLLS y
vB_Eco_mar004NP2, estrechamente relacionados con el bacteri6fago GALA1, son
bacteriéfagos tipo T5. Los bacteriéfagos son infectivos para distintos hospederos bacterianos,
entre los que se encuentran: distintos serotipos de Salmonella enterica y typhimurium, distintos
serotipos de E. coli y Kebsiella oxytoca (Niu et al., 2012; Kin & Ryu, 2011; Llanos et al., 2020;
Hong et al., 2014; Amarillas et al., 2017; Michniewski et al., 2019).

Los resultados obtenidos a partir de los éarboles filogenéticos respaldan que el
bacteri6fago GALA1l es un fago tipo T5, al detectarse como parientes mas cercanos

bacteriofagos pertenecientes al mismo grupo.
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A) — Salmonella_fago_falkor

Bacteriofago_Eos
_E' Yersinia_fago_phiR201
Salmonella_fago_S124

Escherichia_virus_DTA7C
Escherichia_virus_T5
Salmonella_fago_Th1
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Figura 5.31. Arboles filogenéticos basados en la alineacion de secuencia de las proteinas lisozima (A)
y ribonucleasa H (B) del bacteriéfago GALAL, comparadas con las de bacteriéfagos similares.
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Figura 5.31 (continuacion). Arboles filogenéticos basados en la alineacion de secuencia de la proteina
ribonucledsido difosfato reductasa (aerébica), subunidad beta (C), de la proteina principal de la cola (D)
y de la proteina portal (E) del bacteriéfago GALAL comparadas con las de bacteriéfagos similares.
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Ademas, se realiz6 una comparacion en cuanto a la filogenia de genomas fagicos
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Figura 5.32. Arbol filogenémico de bacteri6fagos similares a GALA1, generado con la herramienta
VICTOR basado en el genoma completo.

El resultado obtenido a partir del arbol filogenémico indicé claramente que, el
bacteri6fago GALA1L estd estrechamente relacionado con el bacteriéfago NBSal003, lo que
concuerda con el resultado obtenido a partir de los tres arboles filogenéticos, basados en el
alineamiento de proteinas (ribonucledsido difosfato reductasa (aerdbica), subunidad beta,
proteina principal de la cola y proteina portal). Asi mismo, se puede decir que, el bacteriéfago
GALA1 se encuentra mas relacionado con los bacteriéfagos localizados en el centro del arbol
filogendmico que con los que se encuentran a los extremos, en el centro se encuentran los
bacteri6fagos NBSal003, phiLLS y vB_EcoS_FFH1. Presenta una menor similitud con el
bacteriéfago T5 cepa ATCC 11303 B5, tomado como referencia, cuando se compara con
NBSal003, que también es un bacteriéfago tipo T5. Ademas, bacteriéfagos cercanos como
phiLLS, vB_EcoS_FFH1, y vB_AKFV33 pertenecen al grupo T5 (Amarillas et al., 2017; Hong
et al., 2014; Niu et al., 2012).
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A partir de dichos resultados y contrastando con los resultados obtenidos a partir de la
filogenia de proteinas, se puede afirmar que el bacteriéfago GALAL es un bacteriofago tipo T5
que comparte mayor similitud con el bacteri6fago NBSal003 el cual infecta a Salmonella
enterica. Debido a dicho resultado, sera interesante estudiar el rango de hospederos del
bacteriofago GALAL.

Con la finalidad de identificar cuantos segmentos diferentes, adquiridos por posible
transferencia horizontal, podria poseer el bacteriofago GALAL, se realizé una comparacion de
secuencias genémicas completas, mediante un alineamiento maultiple (Figura 5.33).

El alineamiento revelo la estructura de mosaico del genoma del bacteriéfago GALAL, asi
como su elevada similitud en términos de contenido genético con los bacteriéfagos tomados
en cuenta para el alineamiento. Detectandose, cinco regiones homélogas indicadas por
blogues coloreados. Siendo el bloque, coloreado en naranja, el mas representativo (66,747
pb), seguido de los bloques coloreados en verde aqua (25,304 pb) y azul (9,979 pb).
Finalmente, los blogues coloreados en verde (1,116 pb) y rosa (864 pb), representados por
secuencias homoélogas muy cortas.

Ocho de los diez bacteri6fagos tomados en cuenta para el alineamiento son de tipo T5
(Wang et al., 2005; Hong et al., 2014; Amarillas et al., 2017; Niu et al., 2012; Llanos et al.,
2020; Kin & Ryu, 2011; Svab et al., 2018; Golomidova et al., 2015) por lo que, el bacteriéfago
GALA1 mostré una similitud significativa con este tipo de fagos, especialmente con los
bacteri6fagos vB_EcoS FFH_1, phiLLS y vB _EcoS_AKFV33. Parece haber una
reorganizacion genémica tomando en cuenta los mapas genémicos de dichos bacteriéfagos,
pero la secuencia de los distintos bloques sigue siendo la misma. Lo que indica que los
bacteriéfagos comparten una organizacion genémica comun, aunque las posiciones de los
genes son diferentes.

El mosaicismo genético obtenido para GALAL, concuerda con el modelo de evolucién
de los bacteri6fagos en el que la transferencia horizontal de genes y su incorporacion por
recombinacion homoéloga, llevan a nuevas combinaciones genéticas que dan lugar a nuevos
bacteriéfagos (Dion et al., 2020; Bardina et al., 2016).

De acuerdo con las predicciones realizadas a partir de los genes individuales se podria
predecir que, los genes de la ribonucleasa H y de la lisozima tienen un origen distinto
comparando con los tres restantes. Al realizar el analisis del alineamiento se predice que

ambos genes con coordenadas 20,708...21,121 y 40,038...40,514, respectivamente se
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localizan en un mismo bloque el cual se encuentra coloreado en naranja. Ademas, las
predicciones obtenidas a partir de los genes de la ribonucledsido difosfato reductasa
(aerdbica), subunidad beta, de la proteina principal de la cola y de la proteina portal mostraron
gue, comparten un mismo origen. Sin embargo, al realizar el andlisis del alineamiento se
predijo que, la proteina principal de la cola y la proteina portal con coordenadas
92,213...93,619 y 97,995...99,206, respectivamente se localizan en un mismo bloque el cual
se encuentra coloreado en verde aqua. Quedando fuera de dicho bloque el gen de la
ribonucledsido difosfato reductasa (aerdbica), subunidad beta con las coordenadas
42,905...44,050, localizada en el bloque coloreado en naranja. Dichos resultados podrian
sefalar una falta de sensibilidad del software MAUVE 2.3.1 para detectar diferencias sutiles
en la secuencia, o, a que las diferencias entre los diferentes genomas fagicos que han dado
origen a GALAL no son tan marcadas.

Adicionalmente, se realizdé un analisis de similitud entre el bacteri6fago GALAL y cada
uno de los bacteriéfagos utilizados en el alineamiento mdiltiple, mediante la herramienta
bioinformatica BLASTn, con la configuracion predeterminada para la comparacién de dos
secuencias. Los resultados obtenidos de similitud, ordenados de mayor a menor % de

identidad, se muestran en la Tabla 5.23.

Tabla 5.23. Resultados del andalisis de similitud mediante la herramienta bioinformatica BLASTn.

Bacteriéfago similar (# acceso) Query Cover (%) E value Identidad (%)
NBSal003 (NC_048856.1) 85 0 97.96
vB_EcoS_FFH_1 (NC_024139.1) 81 0 97.02
NBEco001 (NC_048853.1) 89 0 96.13
Thl (NC_048795.1) 83 0 95.90
SPC35 (NC_015269.1) 85 0 95.86
T5 cepa ATCC 11303-B5 (AY587007.1) 74 0 95.47
phiLLS (NC_047822.1) 86 0 95.14
DT57C (KM979354.1) 83 0 94.59
vB_EcoS_AKFV33 (NC_017969.1) 83 0 93.30
poull24 (MF431735.1) 87 0 93.05

Comparando los resultados de similitud con los obtenidos en el arbol filogenémico y en
el alineamiento mdultiple podemos decir que, GALAL1 esta mayormente representado por el
bacteri6fago NBSal003 con una identidad del 97.96% y que comparten cuatro segmentos
diferentes que se encuentran conservados a nivel de secuencia y fueron adquiridos por posible

transferencia horizontal.
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Figura 5.33. Mapas gendmicos comparativos de bacteriéfagos similares al bacteriéfago GALAL. Los
nombres de los diferentes bacteriéfagos se muestra debajo de sus mapas. Los bloques coloreados
corresponden a regiones homdlogas indicadas por su altura. Los espacios en blanco dentro de los
blogues representan regiones genémicas no idénticas.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El fendmeno de erradicacion bacteriana, aiin cuando se logré reproducir en una cinética,
no se reprodujo de manera consistente bajo las condiciones evaluadas.

A partir de la solucién fagica JRM2, se lograron identificar seis bacteri6fagos mediante
técncia de secuenciacion masiva y por ensayos de PCR punto final, en diferentes soluciones.
Estos fagos se denominaron GALAL, GALA2, GALAS3, GALA4, GALAS y GALAG.

Es posible que la cepa de trabajo estd contribuyendo con particulas virales del profago
gue posee y que le confiere la capacidad de producir la shigatoxina, el cual se activa en
respuesta a la infeccidbn por bacteriéfagos liticos. Dicho profago se identifica con los
oligonucleétidos GALA6 lo que explicaria la obtencién de mas de un fago en amplificados
fagicos obtenidos empleandos placas de lisis perfectamente aisladas.

El analisis filogenético del bacteriofago GALA1L indica que es un bacteriéfago “T5 like”,
el cual se clasifica como un bacteriéfago litico estricto, adicionalmente, este andlisis también
sugiere que existen al menos tres segmentos con diferente origen evolutivo, dentro del genoma
de GALAL. El analisis gendmico de GALA1L indica que es un bacteriéfago litico estricto ya que
no posee el mddulo de lisogenia. Por lo tanto, es un posible candidato para ser utilizado como

herramienta de biocontrol.

Como perspectivas para la continuacion de este proyecto se propone lo siguiente:

Identificar y purificar los bacteriéfagos GALAL1 a GALAS5, evaluando su amplificacion en
la cepa de Escherichia coli DH5a o en alguna otra que sea negativa a la shigatoxina, para
obtenerlos puros.

Una vez que se obtengan bacteriéfagos puros, sera importante evaluar su estabilidad
tanto en condiciones de almacenamiento como de aplicacion. Por otro lado, sera crucial
evaluar la capacidad litica tanto de bacteriéfagos individuales como de combinaciones de
éstos bajo condiciones definidas de MOI y TOI, con la finalidad de reproducir el efecto de
erradicacion bacteriana.

Con la finalidad de evaluar las caracteristicas y comportamiento de los fagos, de forma
individual, serd importante obtener curvas de crecimiento de un solo paso. Midiendo los
periodos de incubacion del virus dentro de la celula, el numero de fagos por celula, la

concentracion final de fagos y su velocidad de adsorcion.
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Ya que el bacteri6fago GALALl resulté estar filogenéticamente muy cercano al
bacteriéfago NBSal003, infectivo para Salmonella enterica, sera interesante estudiar el rango
de hospederos del bacteri6fago GALAL.
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ANEXOS

Anexo A. Contigs obtenidos mediante secuenciacién masiva de una muesra de DNA fagico

obtenido de la solucién JRM2.

Tabla A. Caracteristicas de los contigs obtenidos en el segundo proceso de secuenciacion masiva de

la muestra JRM2.

CONTIG LONGITUD # DE I::Jgﬁ::o?\]UE Lo Fago asociado

contig00001 42,751 456,286

contig00002 21,132 195,389

contig00004 98,961 975,400 GALA4
contig00005 966 31,476

contig00006 1,813 28,151

contig00007 104,851 186,503 GALA1
contig00008 3,300 62 GALA5
contig00009 3,208 204

contig00010 2,722 75 GALA6
contig00011 2,461 77 GALA7
contig00012 2,327 41

contig00013 2,323 51

contig00014 2,027 44

contig00015 1,822 66

contig00016 1,793 32

contig00017 1,786 29

contig00018 1,501 55

contig00019 1,463 28

contig00020 1,421 65

contig00021 1,231 19

contig00022 1,214 22

contig00023 1,169 14

contig00024 1,137 16

contig00025 1,105 18

contig00026 1,078 18

contig00027 1,078 16

contig00028 1,050 276

contig00029 1,016 19

contig00030 941 18

contig00031 920 18

contig00032 919 14
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contig00033 902 16
contig00034 890 138
contig00035 872 20
contig00036 859 12
contig00037 839 33
contig00038 838 10
contig00039 805 12
contig00040 797 42
contig00041 796 10
contig00042 794 24
contig00043 792 11
contig00044 787 12
contig00045 775 8
contig00046 764 16
contig00047 763 11
contig00048 761 12
contig00049 760 14
contig00050 740 12
contig00051 724 12
contig00052 692 12
contig00053 685 45
contig00054 683 13
contig00055 675 8
contig00056 645 10
contig00057 643 8
contig00058 630 10
contig00059 610 6
contig00060 585 8
contig00061 580 12
contig00062 564 6
contig00063 535 10
contig00064 519 6
contig00065 506 11
contig00066 501 6
contig00067 492 6
contig00068 494 8
contig00069 490 8
contig00070 490 6
contig00071 477 6
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contig00072 466 11
contig00073 460 8
contig00074 457 6
contig00075 431 16
contig00076 429 6
contig00077 419 13
contig00078 406 8
contig00079 384 11
contig00080 382 8
contig00081 380 7
contig00082 325 11
contig00083 335 6
contig00084 328 7
contig00085 326 13
contig00086 321 7
contig00087 317 6
contig00088 312 21
contig00089 306 21
contig00090 305 17
contig00091 304 17
contig00092 301 11
contig00093 300 17
contig00094 300 8
contig00095 300 11
contig00096 300 10
contig00097 297 38
contig00098 300 7
contig00099 297 7
contig00100 296 9
contig00101 290 6
contig00102 286 60
contig00003 270 7320
contig00103 259 2
contig00104 252 6
contig00105 249 5
contig00106 239 4
contig00107 237 24
contig00108 229 51
contig00109 226 10
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contig00110 224

contig00111 223 60
contig00112 206 23
contig00113 205 7
contig00114 203 25
contig00115 202 9
contig00116 199 6
contig00117 196 38
contig00118 191 16
contig00119 190 56
contig00120 183 19
contig00121 182 9
contig00122 176 14
contig00123 173 10
contig00124 167 6
contig00125 167 7
contig00126 163 12
contig00127 157 5
contig00128 154 36
contig00129 141 2
contig00130 127 8
contig00131 124 3
contig00132 123 31
contig00133 121 7
contig00134 118 6
contig00135 108 13
contig00136 100 3
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Anexo B. Geles de agarosa obtenidos a partir de la determinacién de los bacteriéfagos

gue integran a la mezcla fagica JRM2 mediante la técnica de PCR punto final

A) B) w

1
X

1

1

Figura B.1. Electroforesis de las evaluaciones por PCR punto final. Soluciones 1 (carril 3), 2 (carril 4),
3 (carril 5), 4 (carril 6), 5 (carril 7), 6 (carril 8), 7 (carril 9), 8 (carril 10), 6P (carril 11), D3 (carril 12) y PP
(carril 13) con los pares de oligonucle6tidos A) GALAL (619 pb), B) GALA2 (365 pb), C) GALA3 (742
pb), D) GALA4 (487 pb), E) GALAS (870 pb), F) GALAG (233 pb) y G) GALA7 (583 pb); blanco (carril 1)
y control negativo (carril 2). Solucion S9 H) oligonucleétidos GALAL1 (carriles 1-3: blanco, control
negativo y S9), GALA2 (carriles 4-6: blanco, control negativo y S9) y GALA3 (7-9: blanco, control
negativo y S9), |) oligonucledtidos GALA4 (carriles 1-3: blanco, control negativo y S9), GALAS (carriles
4-6: blanco, control negativo y S9) y GALA7 (7-9: blanco, control negativo y S9) y J) oligonucleétidos
GALA7 (carriles 1-3: blanco, control negativo y S9). El marcador de peso molecular utilizado fue
#SM1153 (MPM). El control negativo utilizado fue DNA de Escherichia coli O157:H7.
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Figura B.2. Electroforesis de las evaluaciones por PCR punto final. Placas aisladas a partir de la
solucion 6P: 6P1 (carril 3), 6P2 (carril 4), 6P3 (carril 5), 6P4 (carril 6) y 6P5 (carril 7) con los pares de
oligonucledtidos A) GALAL (619 pb), B) GALAG (233 pb) y C) GALA7 (583 pb). Placas 1PP (carril 3),
16P2 (carril 4) y 26P2 (carril 5) con los pares de oligonucle6tidos D) GALAL (carriles 1-5: blanco, control
negativo, 1PP, 16P2 y 26P2) y GALA2 (carriles 6-10: blanco, control negativo, 1PP, 16P2 y 26P2), E)
GALAZ3 (carriles 1-5: blanco, control negativo, 1PP, 16P2 y 26P2) y GALA4 (carriles 6-10: blanco, control
negativo, 1PP, 16P2 y 26P2), F) GALAS (carriles 1-5: blanco, control negativo, 1PP, 16P2 y 26P2) y
GALAG (carriles 6-10: blanco, control negativo, 1PP, 16P2 y 26P2) y G) GALA7 (carriles 1-5: blanco,
control negativo, 1PP, 16P2 y 26P2). El marcador de peso molecular utilizado fue #SM1153 (MPM). El
control negativo utilizado fue DNA de Escherichia coli O157:H7.
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Figura B.3. Electroforesis de las evaluaciones por PCR punto final. Placas aisladas a partir de la
solucién 2: 1S2 (carril 3), 2S2 (carril 4), 3S2 (carril 5), 4S2 (carril 6) y 5S2 (carril 7) con los pares de
oligonucleodtidos A) GALA1 (619 pb), B) GALA2 (365 pb), C) GALA3 (742 pb), D) GALA4 (487 pb), E)
GALAGS (870 pb), F) GALAG6 (233 pb) y G) GALA7 (583 pb); blanco (carril 1) y control negativo (carril 2).
El marcador de peso molecular utilizado fue #SM1153 (MPM). El control negativo utilizado fue DNA de
Escherichia coli O157:H7.
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Figura B.4. Electroforesis de las evaluaciones por PCR punto final. Placas aisladas a partir de la
solucién 3: 1S3 (carril 3), 2S3 (carril 4), 3S3 (carril 5), 4S3 (carril 6), 5S3 (carril 7) y 6S3 (carril 8) con los
pares de oligonucleotidos A) GALAL (619 pb), B) GALA2 (365 pb), C) GALA3 (742 pb), D) GALA4 (487
pb), E) GALAS5 (870 pb), F) GALA6 (233 pb) y G) GALA7 (583 pb); blanco (carril 1) y control negativo
(carril 2). El marcador de peso molecular utilizado fue #SM1153 (MPM). El control negativo utilizado fue
DNA de Escherichia coli 0157:H7.
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Figura B.5. Electroforesis de las evaluaciones por PCR punto final. Placas aisladas a partir de la
solucién S9: 1S9 (carril 3), 2S9 (carril 4), 3S9 (carril 5), 4S9 (carril 6), 5S9 (carril 7) y 6S9 (carril 8) con
los pares de oligonucleétidos A) GALAL (619 pb), B) GALA2 (365 pb), C) GALA3 (742 pb), D) GALA4
(487 pb), E) GALAS (870 pb), F) GALA6 (233 pb) y G) GALA7 (583 pb); blanco (carril 1) y control
negativo (carril 2). El marcador de peso molecular utilizado fue #SM1153 (MPM). EIl control negativo
utilizado fue DNA de Escherichia coli 0157:H7.
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Anexo C. Anotacion de los genes que integran al bacteri6fago GALAL.

Tabla C.1. Caracterizacion de los genes del bacteri6fago GALA1.

ORF Cadena Inicio Fin Longitud Funcion
CDS1 negativa 124 858 735 desoxinucleosido-5'-monofosfatasa
CDS 2 negativa 946 1341 396 Desconocida, proteina conservada
CDS 3 negativa 1378 1668 201 Desconocida, proteina conservada
CDS 4 negativa 1689 3368 1680 proteina de transferencia de DNA Al
CDS 5 negativa 3727 4134 408 A2
CDS 6 negativa 4915 5202 288 Desconocida, proteina conservada
CDS7 positiva 5022 5327 306 Desconocida, proteina conservada
CDS 8 positiva 6064 7068 1005 DNA N-6-adenina metiltransferasa
CDS 9 negativa 6619 6984 366 proteina propia de GALA1
CDS 10 positiva 7085 7627 543 Desconocida, proteina conservada
CDSs 11 positiva 7655 7966 312 Desconocida, proteina conservada
CDS 12 positiva 8488 8847 360 Desconocida, proteina conservada
CDS 13  negativa 9844 10377 534 Desconocida, proteina conservada
CDS 14 negativa 11020 11910 891 Desconocida, proteina conservada
CDS 15 negativa 11910 12521 612 Desconocida, proteina conservada
CDS 16  negativa 12927 13217 2901 Desconocida, proteina conservada
CDS 17 negativa 13210 13704 495 Desconocida, proteina conservada
CDS 18 negativa 13917 14354 438 Desconocida, proteina conservada
CDS 19 negativa 14236 14697 462 Desconocida, proteina conservada
CDS 20 negativa 14994 15371 378 Desconocida, proteina conservada
CDs 21 negativa 15552 15833 282 Desconocida, proteina conservada
CDS 22 negativa 16327 16758 432 Desconocida, proteina conservada
CDS 23 negativa 16926 17519 594 fosfoesterasa
CDS 24 negativa 17516 17827 312 Desconocida, proteina conservada
CDS 25 negativa 17803 18678 876 proteina serina/treonina fosfatasa
CDS 26 negativa 18919 19296 378 Desconocida, proteina conservada
CDS 27 negativa 19424 19714 291 tioredoxina
CDS 28 negativa 19707 20138 432 Desconocida, proteina conservada
CDS 29 negativa 20214 20630 417 Desconocida, proteina conservada
CDSs 30 negativa 20708 21121 414 lisozima (peptidasa)
CDs 31 positiva 20805 21179 375 proteina propia de GALA1
CDS 32 negativa 21118 21774 657 holina
CDS 33 negativa 21931 22530 600 subunidad proteolitica de la proteasa Clp dependiente de ATP
CDS 34 negativa 22543 23295 753 desoxinucledsido-e-monofosfato quinasa
CDS 35 negativa 23295 23648 354 lipoproteina de membrana
CDS 36 negativa 23579 24028 450 Desconocida, proteina conservada
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CDs 37 negativa 23985 24683 699 Desconocida, proteina conservada
CDS 38 negativa 24838 25218 381 Desconocida, proteina conservada
CDS 39 negativa 25293 25577 285 Desconocida, proteina conservada
CDS 40 negativa 25574 25870 297 Desconocida, proteina conservada
CDS 41 negativa 25824 26267 444 Desconocida, proteina conservada
CDS 42 negativa 26236 26601 366 Desconocida, proteina conservada
CDS 43 positiva 26306 26659 354 proteina propia de GALA1
CDS 44 negativa 26528 26809 282 Desconocida, proteina conservada
CDS 45 negativa 26886 27233 348 Desconocida, proteina conservada
CDS 46 positiva 26925 27266 342 proteina propia de GALAL
CDs 47 negativa 27355 27669 315 Desconocida, proteina conservada
CDS 48 negativa 27751 28119 369 acetiltransferasa

CDS 49 negativa 28987 29277 291 Desconocida, proteina conservada
CDS 50 positiva 29735 30298 564 Desconocida, proteina conservada
CDS 51 positiva 30674 30982 309 proteina propia de GALA1
CDSs 52 negativa 31256 31804 549 endonucleasa de referencia HNH
CDS 53 negativa 32069 32428 360 Desconocida, proteina conservada
CDS54 negativa 32597 33070 474 Desconocida, proteina conservada
CDS55 negativa 33857 34204 348 Desconocida, proteina conservada
CDS56 negativa 34954 35397 444 Desconocida, proteina conservada
CDS 57 negativa 35636 36103 468 hidrolasa de pared celular SleB
CDS 58 negativa 36091 36408 318 Desconocida, proteina conservada
CDS 59 positiva 36710 37522 813 Desconocida, proteina conservada
CDS 60 negativa 36851 37489 639 Desconocida, proteina conservada
CDS 61 negativa 37796 38497 702 metalopeptidasa

CDS 62 positive 37970 38302 333 proteina propia de GALA1
CDS 63 negativa 39084 39599 516 proteina estructural del virién
CDS 64 positiva 39228 39632 405 proteina propia de GALA1
CDS 65 negativa 40038 40514 477 ribonucleasa H

CDS 66 negativa 40511 41059 549 HNH endonucleasa

CDS 67 negativa 41052 41606 555 Desconocida, proteina conservada
CDS 68 negativa 41536 42375 840 timildato sintasa 2

CDS 69 negativa 42375 42908 534 Dihidrofolato reductasa

CDS 70 negativa 42905 44050 1146 ribonucledsido difosfato reductasa (aerdbica), subunidad pequefia
CDS 71 positiva 44148 44438 291 proteina pl('ggit:)de GALA1
CDS 72 negativa 44157 46598 2442 ribonucledsido difosfato reductasa (aerodbica), subunidad grande
CDS 73 negativa 45632 45922 291 proteina pr(c?pl)fiz)de GALA1
CDS 74 negativa 46629 46919 291 Desconocida, proteina conservada
CDS 75 negativa 46852 47637 786 proteina inducible por inanicién de fosfato
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CDS 76 positiva 47958 49832 1875 reductasa anaerébica ribonucleésido-trifosfato
CDS 77 positiva 49932 50213 282 Desconocida, proteina conservada
CDS 78 positiva 50609 51433 825 proteina desacetilasa dependiente de NAD de la familia SIR2
CDS 79 positiva 51593 52099 507 Desconocida, proteina conservada
CDS 80 positiva 52102 52530 429 Desconocida, proteina conservada
CDs 81 positiva 52540 52932 393 Desconocida, proteina conservada
CDS 82 positiva 53525 56512 2988 proteina de unién al origen de replicacion
CDsS 83 positiva 56798 57502 705 proteina D2

CDS 84 negativa 57829 58131 303 proteina propia de GALA1

CDS 85 positiva 57850 58260 411 proteina D3

CDS 86 negativa 58264 58557 294 proteina propia de GALAL

CDs 87 positiva 58297 58593 297 Desconocida, proteina conservada
CDS 88 positiva 58644 58952 309 Desconocida, proteina conservada
CDS 89 positiva 59219 60190 972 DNA ligasa

CDS 90 negativa 59599 59895 297 proteina propia de GALA1

CDS 91 positiva 60390 61172 783 DNA ligasa

CDS 92 negativa 61138 61503 366 proteina propia de GALA1

CDS 93 positiva 61165 61932 768 Desconocida, proteina conservada
CDS 94 positiva 61964 63487 1524 helicasa, replicacion de DNA

CDS 95 positiva 63484 64374 891 primasa, replicacion de DNA

CDS 96 positiva 64401 67004 2604 DNA polimerasa

CDSs 97 positiva 64813 65100 288 proteina propia de GALA1

CDS 98 positiva 66997 67494 498 Desconocida, proteina conservada
CDS 99 positva 67491 68843 1353 helicasa dependiente de ATP

CDS 100 positiva 69064 69348 285 Desconocida, proteina conservada
CDS 101 negativa 69323 70072 750 proteina propia de GALA1

CDS 102 positiva 69341 70114 774 proteina D11

CDS 103 negativa 69628 69927 300 proteina propia de GALA1

CDS 104  positiva 70151 71128 978 recombinasa

CDS 105 positiva 71028 72947 1920 exonucleasa subunidad 2

CDS 106 negativa 72071 72667 597 proteina propia de GALA1

CDS 107 positiva 72951 73433 483 proteina D14

CDS 108 positiva 73433 74308 876 endonucleasa

CDS 109 positiva 74305 74751 447 desoxiuridina 5'-trifosfato nucleotidohidrolasa
CDS 110 negativa 75023 77266 2244 proteina de fibra de cola

CDS 111 negativa 77309 80659 3351 proteina de las fibras de la cola
CDS 112 negativa 80659 81081 423 proteina de la cola

CDS 113 negativa 81088 83160 2073 proteina de fibra de cola

CDS 114 negativa 83145 85994 2850 proteina de la cola
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CDS 115 positiva 84978 85289 312 proteina propia de GALAL

CDS 116 negativa 85991 86605 615 Desconocida, proteina conservada
CDS 117 negativa 86715 90395 3681 proteina de la punta de la cola que forma poros
CDS 118 positiva 87631 87924 294 proteina propia de GALA1
CDS 119 negativa 90479 90847 369 Desconocida, proteina conservada
CDS 120 negativa 90909 91328 420 Desconocida, proteina conservada
CDS 121  positiva 90939 91238 300 proteina propia de GALA1
CDS 122 negativa 91306 92208 903 proteina de la cola

CDS 123 negativa 92213 93619 1407 proteina principal de la cola
CDS 124  positiva 92232 92573 342 proteina propia de GALAL
CDS 125 negativa 93646 94131 486 proteina terminadora de la cola
CDS 126 negativa 94135 94902 768 proteina terminadora de la cola
CDS 127  positiva 94343 94636 294 proteina propia de GALA1
CDS 128 negativa 94902 95414 513 Desconocida, proteina conservada
CDS 129 negativa 95474 96847 1374 proteina principal de la capside
CDS 130 negativa 96865 97497 633 proteina de la procapside (proteasa)
CDS 131 negativa 97501 97992 492 proteina de la fibra de la cola
CDS 132 negativa 97995 99206 1212 proteina portal (conector)

CDS 133  positiva 98538 98891 354 proteina propia de GALA1
CDS 134 negativa 99206 99730 525 Desconocida, proteina conservada
CDS 135 negativa 99758 101074 1317 terminasa, subunidad grande
CDS 136  positiva 100172 100531 360 proteina propia de GALA1
CDS 137 negativa 101074 101556 483 proteina SciB

CDS 138 negativa 101567 103324 1758 proteina de la cola de union al receptor
CDS 139 negativa 103995 104306 312 proteina propia de GALA1
CDS 140 positiva 104328 104801 474 Desconocida, proteina conservada
CDS 141  positiva 6835 7068 234 posible inhibidor

CDS 142  positiva 7736 7966 231 posible inhibidor

CDS 143  positiva 8167 8379 213 posible inhibidor

CDS 144  positiva 8503 8847 345 posible inhibidor

CDS 145 positiva 9016 9111 96 posible inhibidor
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Tabla C.2. Genes similares en otros genomas de bacteriéfagos.

ORF '\él:jgécii;g Hospedero Query Cover (%) Evalue Ide?(;(i);jad

CDS 6 NC_017969.1 E. coli 98 2.00E-42 80.21
CDS 14 NC_017969.1 E. coli 99 0.00E+00 99.66
CDS 19 NC_017969.1 E. coli 99 2.00E-109 98.04
CDS22 NC_017969.1 E. coli 99 7.00E-101 100
CDS 27 NC_017969.1 E. coli 98 1.00E-64 100
CDS 30 NC_017969.1 E. coli 99 2.00E-96 100
CDS 37 NC_017969.1 E. coli 99 6.00E-172 99.57
CDS57 NC_017969.1 E. coli 95 6.00E-107 100
CDS72 NC_017969.1 E. coli 99 0.00E+00 99.75
CDS 116 NC_017969.1 E. coli 99 6.00E-144 99.51
CDS 117 NC_017969.1 E. coli 99 0.00E+00 97.23
CDS 119 NC_017969.1 E. coli 99 6.00E-83 99.18
CDS 138 NC_017969.1 E. coli 99 0.00E+00 99.32
CDS 28 NC_015269.1 S. enterica y E. coli 99 5.00E-99 100
CDS 56 NC_015269.1 Salmonella 99 3.00E-102 99.32
CDS 65 NC_015269.1 S. enterica y E. coli 99 7.00E-115 98.73
CDS 82 NC_015269.1 S. enterica y E. coli 99 0.00E+00 99.5
CDs 87 NC_015269.1 S. enterica y E. coli 98 2.00E-65 100
CDS 88 NC 015269.1 S. enterica y E. coli 99 2.00E-69 100
CDS 95 NC_015269.1 S. enterica y E. coli 99 0.00E+00 100
CDS 100 NC_015269.1 S. enterica y E. coli 98 8.00E-62 100
CDS 137 NC _015269.1 S. enterica y E. coli 99 8.00E-114 100
CDS21  NC_048856.1 S. enterica 98 9.00E-57 100
CDS 23 NC_048856.1 S. enterica 98 9.00E-143 100
CDS 24 NC_048856.1 S. enterica 91 1.00E-62 100
CDS 25 NC_048856.1 S. enterica 98 0.00E+00 99.65
CDS 26 NC_048856.1 S. enterica 99 2.00E-85 100
CDS 80 NC_048856.1 S. enterica 99 5.00E-100 100
CDS 89 NC_048856.1 S. enterica 99 0.00E+00 99.69
CDS 96 NC_048856.1 S. enterica 98 0.00E+00 99.53
CDS 132 NC_048856.1 S. enterica 99 0.00E+00 99.75

CDS 3 NC_024139.1 E. coli 87 4.00E-53 97.65
CDS 29 NC_024139.1 E. coli 99 7.00E-94 99.28
CDS 44  NC_024139.1 E. coli 98 2.00E-59 97.85
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CDS 48 NC_024139.1 E. coli 99 5.00E-84 100
CDS 49 NC_024139.1 E. coli 98 8.00E-61 97.92
CDS 70 NC_024139.1 E. coli 99 0.00E+00 100
CDS 79 NC_024139.1 E. coli 99 6.00E-119 98.21
CDS 130 NC_024139.1 E. coli 99 2.00E-154 100
CDS 8 NC_047822.1 E. coli 99 0.00E+00 97.31
CDS 16 NC_047822.1 E. coli 98 4.00E-63 98.96
CDS 20 NC_047822.1 E. coli 85 6.00E-69 97.22
CDS 63 NC_047822.1 E. coli 99 4.00E-119 98.25
CDS 114 NC_047822.1 E. coli 99 0.00E+00 99.26
CDS 120 NC_047822.1 E. coli 95 7.00E-94 100
CDS 123 NC_047822.1 E. coli 99 0.00E+00 99.57
CDS 13 NC_047885.1 E. coli, S. dysenteriae y S. sonnei 98 8.00E-88 78.86%
CDS 33 NC_047885.1 E. coli, S. dysenteriae y S. sonnei 99 5.00E-147 99.5
CDS 36 NC _047885.1 E. coli, S. dysenteriae y S. sonnei 99 3.00E-103 97.99
CDS 39 NC _047885.1 E. coli, S. dysenteriae y S. sonnei 98 8.00E-59 95.74
CDs 81 NC_047885.1 E. coli, S. dysenteriae y S. sonnei 99 2.00E-88 96.92
CDS 109 NC _047885.1 E.coli, S. dysenteriae y S. sonnei 99 6.00E-106 100
CDS55 NC_048853.1 E. coli 99 1.00E-77 100
CDS91 NC_048853.1 E. coli 99 0.00E+00 99.61
CDS 104 NC_048853.1 E. coli 99 0.00E+00 100
CDS 108 NC_048853.1 E. coli 99 0.00E+00 100
CDS 113 NC_048853.1 E. coli 99 0.00E+00 99.56
CDS 131 NC_048853.1 E. coli 99 1.00E-111 99.39
Inhibidor 1 AY587007.1 E. coli 100 4.00E-56 98.72
Inhibidor2 ~ AY587007.1 E. coli 100 2.00E-57 98.7
Inhibidor 4  AY587007.1 E. coli 100 1.00E-51 100
Inhibidor5  AY587007.1 E. coli 100 1.00E-79 90.43
Inhibidor 6  AY587007.1 E. coli 100 4.00E-22 93.75
CDS 10 NC_028840.1 E. coli 90 1.00E-113 95.73
CDS 40 NC_028840.1 E. coli 98 6.00E-65 96.94
CDS 68 NC_028840.1 E. coli 99 0.00E+00 99.28
CDS76 NC_028840.1 E. coli 99 0.00E+00 100
CDS 34 NC_047754.1 E. coli 99 0.00E+00 100
CDS 45 NC_047754.1 E. coli 99 5.00E-78 99.13
CDS 47 NC_047754.1 E. coli 99 1.00E-71 98.08
CDS58 NC_047754.1 E. coli 99 7.00E-72 100
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CDS 1 NC_048627.1 E. coli 99 2.00E-180 97.95
CDS 4 NC_048627.1 E. coli 99 0.00E+00 98.03
CDS 11  NC_048627.1 E. coli 99 1.00E-59 88.35
CDS 50 NC_048627.1 E. coli 36 4.00E-42 97.1
CDS 2 MK373797.1 E. coli 99 5.00E-88 96.95
CDS 12 MK373797.1 E. coli 99 4.00E-78 94.96
CDS 60 MK373797.1 E. coli 99 1.00E-149 99.53
CDS69 NC_047835.1 E. coli 99 6.00E-126 99.44
CDS99 NC_047835.1 E. coli 99 0.00E+00 99.78
CDS 126 NC_047835.1 E. coli 99 0.00E+00 99.61
CDS 38 AAU05200.1 E. coli 99 4.00E-84 96.83
CDS 59 AAU05222.1 E. coli 95 7.00E-171 93.08
CDS 93 NC_031042.1 Salmonella 99 0.00E+00 100
CDS 94 NC_031042.1 Salmonella 99 0.00E+00 100
CDS35 NC_047881.1 Shigella 99 3.00E-82 98.29
CDS 66 NC_047881.1 Shigella 99 4.00E-132 100
CDS 53 NC_048009.1 Salmonella 97 2.00E-79 98.29
CDS 122 NC_048009.1 Salmonella 99 0.00E+00 99.33
CDS 110 NC_048010.1 Salmonella 99 0.00E+00 84.78
CDS 134 NC_048010.1 Salmonella 99 7.00E-116 91.38
CDS 74 NC_048748.1 E. coli 75 3.00E-44 100
CDS 129 NC_048748.1 E. coli 99 0.00E+00 97.59
CDS 32 NC_048857.1 S. enterica 99 3.00E-158 99.54
CDS 78 NC_048857.1 S. enterica 99 0.00E+00 99.27
CDS 41 NC_048865.1 Salmonella 93 1.00E-98 96.4
CDS 77 NC_048865.1 Salmonella 98 1.00E-61 97.85
CDS 75 AAU05235.1 E. coli 96 0.00E+00 98.81
CDS 105 AAX12056.1 E. coli 97 0.00E+00 98.39
CDS 102  MH102285.1 Salmonella 99 0.00E+00 100
CDS 111 MT074461.1 S. enterica 99 0.00E+00 91.58
CDS 5 NC_005859.1 E. coli 99 5.00E-91 99.26
CDS 107 NC_010583.1 E. coli 99 1.00E-115 100
CDS 125 NC_027356.1 E. coli 99 5.00E-116 99.38
CDS 98 NC_028754.1 Salmonella 99 1.00E-115 99.39
CDS 128 NC_031022.1 Salmonella 99 6.00E-121 96.47
CDS 112 NC_031902.1 S. enterica 99 6.00E-96 98.57
CDS 54 NC_042564.1 E. coli 99 1.00E-112 100
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CDS 42 NC_047749.1 E. coli 90 4.00E-68 92.73
CDS 140 NC_048000.1 Salmonella 99 4.00E-110 96.82
CDS 17 NC_048205.1 E. coli 98 5.00E-118 98.15
CDS 61 NC_048731.1 E. coli 99 1.00E-173 98.71
CDS 18 NC_048794.1 Salmonella 84 5.00E-81 99.19
CDS 52 NC_048808.1 Salmonella 83 1.00E-88 82.35
CDS 15 NC_048855.1 E. coli 98 1.00E-133 89.6
CDS 7 VUF54654.1 E. coli 92 5.00E-33 68.42
CDS 67 VUF55385.1 Escherichia 68 3.00E-82 99.21
CDS 83 YP_006939.1 E. coli 99 1.00E-170 100
CDS 85 YP_006941.1 E. coli 99 5.00E-94 100
CDS 135 YP_006983.1 E. coli 99 0.00E+00 100
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