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Resumen

La terapia con fagos, trata infecciones bacterianas con bacteriéfagos solos o en combinacién con antibidticos
tradicionales, se ha demostrado en casos de emergencia en diversos paises; sin embargo, para que un bacteriéfago sea
atil para la terapia, debe aislarse del medio ambiente y demostrar que tiene ciertas caracteristicas mas alla de
simplemente lisar cepas patogenas (bacteriana diana). Esto incluyen caracteristicas deseables tales como un rango de
hospedadores relativamente amplio y la capacidad de formar un liségeno. Algunas de estas variaciones son utilizadas
regularmente por algunos grupos de investigacion. En esta revisidn, describimos (1) los procedimientos de aislamiento
y las variaciones que estan disefiadas para aislar fagos con rangos de hospedadores mas amplios, (2) los procedimientos
de caracterizacion utilizados para mostrar que un fago puede tener utilidad en la terapia con fagos, incluidos algunos de
los limites de dicha caracterizacién y (3) las advertencias de analisis esenciales para obtener genomas de alta calidad,
excluyendo candidatos no deseados, evaluando rigurosamente la seguridad de un genoma de fagos y evaluando la
contaminacion de secuenciacion. Este flujo de trabajo se ha desarrollado de acuerdo con los estandares de la comunidad
para la secuenciacion de alto rendimiento de genomas virales, asi como los principios para los fagos ideales utilizados
para la terapia. Proponemos estas pautas como un estandar minimo como nuevos candidatos a farmacos en

investigacion.
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1. Introduccion

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) informé que
la obtencion de alimentos suficientes y nutritivos se ve comprometida por el rapido aumento de la
poblacién humana (FAO, 2019a). Como resultado, la acuicultura, ha sido una actividad crucial que
ha contribuido a los alimentos de origen acuatico para la seguridad alimentaria nacional y el
desarrollo econémico.

Actualmente, especies acudticas valiosas, como camarones, peces marinos y de agua dulce, se
consideran productos bésicos para el mercado de exportacion y ganancias monetarias. La
produccion total de camardn de cultivo mundial alcanz6 casi 4 millones de toneladas en 2018,
aumentando entre un 3 y un 5% con respecto a 2017 (FAO, 2019a).

También se estimo que la produccion mundial de pescado aumentaria un 2,1% a 178,8 millones de
toneladas en 2018, con 87 millones de toneladas (48,7%) derivadas de la acuicultura'y 91.8 millones
de toneladas (51,3%) de la pesca de captura (FAO, 2019a). Este cambio sustancial en el sector de
la acuicultura resultd en que se sobrepasara la cantidad de pesca de captura silvestre para consumo
humano. Ademas, los comportamientos de los consumidores se han vuelto cada vez mas universales,
especialmente en los paises desarrollados. Por ejemplo, el consumo de camar6n per capita ha
superado el méaximo de 4.5 libras en 2018 (FAO, 2019a). China continental produjo 66,8 millones
de toneladas de pescado para consumo humano en 2016, 49,2 millones de toneladas (74%) de la
acuicultura y 17,6 millones de toneladas (26%) de la captura silvestre (FAO, 2019b).

Sin embargo, en la Gltima década ha habido un incremento de enfermedades en poblaciones
cultivadas y naturales, incluyendo peces, algas marinas e invertebrados (Egan & Gardiner, 2016).
En las dltimas décadas, los antibidticos fueron usados en los sistemas acuicolas como medida
correctiva e inclusive preventiva; pero el uso indiscriminado de los mismos se considerd un riesgo
para la salud humana por el potencial surgimiento y dispersidn de bacterias patdgenas resistentes y
multi resistentes a antibidticos (Wittebole et al., 2014; Gon Choudhury et al., 2017). En
consecuencia, la mayoria de los antibidticos fueron prohibidos en acuicultura, generando un vacio
terapéutico que puso en riesgo la produccion y el desarrollo del sector.

Para el combate a las infecciones por bacterias patdgenas oportunistas en acuicultura se han
empleado diferentes estrategias consideradas mas seguras y amigables con el ecosistema,
desafortunadamente su eficacia parece depender de lograr un balance quimico, fisico y biolégico en

los sistemas de produccion, los cuales se encuentran en cambios constantes. En particular el
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establecimiento de una microbiota saludable parece ser una estrategia ambientalmente segura, sin
embargo, la aplicacion directa de prebidticos, microorganismos benéficos (como los denominados
probidticos), postbidticos, y para probioticos no ha logrado un control biolégico con éxito. Otra
alternativa que se esta explorando actualmente es el uso de bacteriéfagos, o simplemente fagos, los
cuales no presentan un metabolismo intrinseco y funcionan solo como parasitos que llevan en su
material genético la informacion necesaria para tomar la maquinaria celular de su hospedero y
producir nuevos fagos que propaguen sus genes (Kutter & Sulakvelidze, 2004; Hanlon, 2007;
Forterre & Prangishvili, 2009). Los fagos son considerados parasitos que solo se benefician con la
infeccion y disminuyen la salud del hospedero. Sin embargo, los fagos pueden ser comensales
(cuando el fago se beneficia sin afectar la salud del hospedero) o mutualistas (donde ambos se
benefician), y a través de estos mecanismos proveer ventajas que promuevan la evolucion y
biodiversidad (Roossinck, 2015), en los ecosistemas, siendo las dos mas importantes su influencia
en la evolucion de los genomas bacterianos a través de la lisogenia y su impacto en la modulacién

del flujo de materia y energia a nivel global (Chibani-Chennoufi ez al., 2004).

1.2 Manipulacion de la microbiota

De manera cotidiana se ha buscado la eliminacion de patdgenos especificos para corregir
infecciones, asi como evitar la proliferacién de los mismos para prevenirlas (Lomeli-Ortega 2018).
En la tabla 1 se resumen los principales métodos para el control de patégenos basados en la
manipulacion de la microbiota. En el caso de los prebidticos para uso humano, su mecanismo se
basa en el aporte de polisacéaridos no digestibles en la dieta, los cuales favoreceran el crecimiento
de bacterias comensales en el tracto (Roberfroid ez al., 2010). Sin embargo, su mayor limitacion es
la inhabilidad de predecir o cambiar la especificidad de la manipulacién, aunado a las condiciones
especificas de cada individuo. Los antibidticos por su parte, son agentes xenobidticos de amplio
espectro que modulan el crecimiento microbiano a través de la inhibicidn de la maquinaria celular
esencial. Sin embargo, debido al amplio espectro de accion causan cambios no deseables en la
comunidad y la seleccion de cepas resistentes, las cuales actualmente son un problema de salud
publica a nivel mundial. Uno de los mecanismos celulares usados para la manipulacion de la
microbiota es el transplante de microbiota, el cual se basa en el reemplazo de la comunidad
microbiana mas resistente a infecciones que proviene de un donador sano (Borody & Khruts, 2012).

A pesar de los efectos benéficos que se puedan tener, el mecanismo de accién no es claro y una
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mejor aproximacion seria la transferencia de una comunidad sintética la cual pueda replicar los
procesos de un consorcio complejo, pero que contenga miembros definidos previamente
caracterizados (Faith et al., 2010).

Por otra parte, en el caso de los bacteriéfagos el estado lisogénico es altamente evolucionado,
requiriendo la co-evolucion del fago y su hospedero que presumiblemente refleja varias ventajas
para ambos. En la lisogenia el fago aporta genes de conversion que no solo modifican el fenotipo y
genotipo de las cepas, sino que proveen ventajas adaptativas que contribuyen a la sucesion de las
especies bacterianas (Lenski & Levin, 1985). Por su parte, el uso de fagos liticos tiene mayor
aceptacion, ya que estos fagos usan a su hospedero como una maquinaria de produccion de nuevas
particulas virales y al final del ciclo de replicacion el hospedero muere (Breitbart 2012; Drulis-Kawa
et al., 2012). Subsecuentemente, en el ambiente, los nuevos fagos liticos pueden infectar y lisar a
las bacterias vecinas (Doss et al., 2017). Con la lisis no solo se da la remocion de un hospedero
especifico de la comunidad, también se crean nuevos nichos que especies menos competentes
pueden ocupar y se estimula el crecimiento de ciertos miembros al liberarse sustratos organicos a
partir de las células lisadas (Middleboe & Lyck, 2002). Dentro de las principales ventajas del uso
de fagos como agentes antimicrobianos se encuentran la: 1) actividad contra todo tipo de bacterias
incluyendo multirresistentes a antibidticos; I1) un espectro de accion focalizado en patdgenos
especificos, lo cual permite preservar el microbioma existente; I111) bajo nivel de riesgo por efectos
secundarios; 1V) amplia distribucion dentro el organismo tratado; V) presentan un bajo costo-
-beneficio y finalmente V1) mayor eficacia en comparacion con los antibioticos, VII) los fagos se
replican en el sitio donde se encuentra su hospedero, haciendo més eficiente el tratamiento y VI1II)
se auto-limitan al no estar presente su hospedero, y 1X) a pesar de presentarse resistencia a los fagos

esta se puede evitar con el uso de cocteles de fagos (Wittebole ez al., 2014, Pal, 2015).
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Tabla 1 Métodos quimicos, celulares y basados en bacteri6fagos usados cominmente en la

manipulacion de las comunidades microbianas. Tomado de Sheth ez al., (2016); Lomeli Ortega

(2018).

Método (Base)

Formulacién comin

Mecanismo de accién

Prebidticos (Quimico)

Antibidticos (Quimico)

Trasplante de microbiota

(Celular)

Probioticos (Celular)

Bacteriéfagos (Fagos)

Fibras dietéticas,

oligosacéridos

B-lactamas,
aminoglicosidasas,
glicopéptidos,
quinolonas,

metronodazole

Trasplante de

microbiota fecal

Lactobacillus,
Bifidobacteria,

proteobacterias

Cepas especificas de
fagos o cocteles de

fagos

Promueve el crecimiento
bacteriano, mecanismo
generalmente

desconocido

Bloqueo de la sintésis de
pared celular, proteinas,

peptidoglicano y sintesis
y replicacién del material

genético

Reemplazo de la
comunidad nativa,
mecanismo generalmente
desconocido
Competencia por
nutrientes o nichos,
produccion de
antimicrobianos,
disrupcion del quorum
sensing, estimulacion del

sistema inmune
Lisis celular (litico),
integracién genémica

(lisogénico)

Investigacion e Innovacion en Nutricion Acuicola



76

1.3 Bacteriéfagos

Los bacteriofagos (fagos) son las entidades biolégicas méas abundantes en el medio marino y
desempefian papeles importantes, por ejemplo, estructurar la diversidad y la evolucién bacteriana
mediante la seleccion de genotipos resistentes a fagos y como impulsores clave de la transferencia
horizontal de genes (Touchon, Moura de Sousa & Rocha 2017). El fuerte potencial litico de los
fagos contra huéspedes bacterianos marinos especificos ha llevado a un creciente interés en el uso
terapéutico de fagos liticos (terapia con fagos) para controlar las infecciones bacterianas patégenas
en la acuicultura (Quiroz-Guzman et al., 2018; Castillo et al., 2019; Lomeli-Ortega et al., 2020;
Veyrand-Quiroz et al., 2020). Se han caracterizado varios vibriofagos de sistemas marinos en
términos de morfologia, composicién gendmica y propiedades del rango de hospedadores (Kellogg
et al., 1995; Comeau, Chan & Suttle 2006; Tan, Gram & Middelboe 2014; Kalatzis et al., 2017).
En particular, se encontré que un fago, KVP40, tenia un rango de hospedadores muy amplio,
infectando al menos ocho especies de Vibrio y una de Photobacterium (Matsuzaki et al., 1992). El
receptor de este fago se ha identificado como proteina de membrana externa K (OmpK), que
generalmente esta presente en el grupo Vibrio (Inoue, Matsuzaki & Tanaka 1995). Ademas, los
vibriofagos se han aplicado con éxito en ensayos de terapia de fagos con resultados prometedores
en la supervivencia de peces y crustaceos (Pereira et al., 2011; Higuera et al., 2013; Silva et al.,
2014; Kalatzis et al., 2016; Kalatzis et al., 2018; Rarbo et al., 2018; Quiroz-Guzman et al., 2018;
Castillo et al., 2019; Lomeli-Ortega et al., 2020; Veyrand-Quiroz et al., 2020). Donde la mayoria
de los experimentos de laboratorio in vitro se ha observado un control con los fagos de cepas de V.
parahaemolyticus, Vibrio harveyi, V. campbellii, V. anguillarum, Photobacterium damselae subsp.
damselae, sin embargo, el recrecimiento de células después de la infeccidn por fagos sugirio la
aparicion de clones resistentes a fagos después de la exposicion a fagos (Mateus et al., 2014; Tan
2014; Kalatzis et al., 2016) (Figura 1). En conjunto, estos estudios enfatizaron que una
caracterizacion detallada de las interacciones fago-huésped y las estrategias de defensa del fago en
los patogenos es esencial para la aplicacion exitosa del control de patégenos oportunistas basado en
fagos. De hecho, Abedon et al., (2011) proponen que los bacteridfagos puedan ser utilizados tanto
de forma profilactica como terapeltica, ya que tienen como objetivo mantener el balance del

ambiente enfocandose solo en bacterias patdgenas especificas.
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Figura 1. Bacteria versus bacteriéfagos para defenderse de los fagos, las bacterias (capsulas coloreadas) adquieren una regién del genoma del fago y
la insertan en su propio genoma como “espaciador”. Cuando crecen en un ambiente liquido (izquierda), las células bacterianas individuales
generalmente adquieren un solo espaciador que se dirige solo a una regién del fago de tipo salvaje (WT) (que se muestra en gris). En la figura, cada
célula bacteriana tiene uno de cuatro espaciadores diferentes (que se muestran en azul, verde, naranja y rosa). Sin embargo, los fagos mutan en un
esfuerzo por eludir estas defensas: una mutacién en la region del genoma del fago correspondiente a, digamos, un espaciador azul significa que el
fago puede atacar y escapar de la defensa de las bacterias con espaciadores azules (circulo verde difuso), pero no bacterias con espaciadores de color
verde, naranja o rosa (X roja dentro de un circulo). Cuando crece sobre una superficie sélida (derecha), si una célula individual adquiere, digamos,
un espaciador rosa, pasara a formar una colonia de células resistentes a los fagos (recuadro). Si un fago gana una mutacion en la regién objetivo del
espaciador rosa, el fago escapara a la deteccion. Para mantenerse protegidas, algunas células bacterianas dentro de la colonia adquieren multiples
espaciadores (células bacterianas multicolores) y pueden combatir varios fagos mutantes Tomada de Schelling y Sashital 2020.

1.4 Caracteristicas deseables de los fagos para la terapia con fagos

Los fagos son altamente diversos en sus caracteristicas fisicas y gendmicas, por lo que es importante
hacer una seleccion previa de los mismos para llegar a una terapia exitosa. Dentro de los primeros
puntos a considerar es el uso de fagos liticos y descartar el uso de fagos lisogénicos, ya que estos
ultimos dentro de su ciclo de replicacion aportan genes de conversién que no solo modifican el
fenotipo y genotipo de las cepas sino que proveen ventajas adaptativas que contribuyen a la sucesién
de las especies bacterianas (Lenski & Levin, 1985), pueden permanecer en estado lisogénico por
tiempo indefinido y conferir genes que aumentan la virulencia o inclusive convertir a hospederos
no virulentos a virulentos (Obeng et al., 2016; Doss et al., 2017). El uso de fagos liticos tiene mayor
aceptacién ya que estos fagos usan a su hospedero como una maquinaria de produccién de nuevas
particulas virales y al final del ciclo de replicacion el hospedero es destruido (Breitbart 2012; Drulis-
Kawa et al., 2012). Posteriormente, la nueva progenie liberada al ambiente es capaz de infectar
células vecinas y otros hospederos susceptibles (Doss et al., 2017); permitiendo no solo la remocion
de un hospedero especifico de la comunidad, también se crean nuevos nichos disponibles que
especies menos competentes pueden ocupar y se estimula el crecimiento de ciertos miembros de la

comunidad al liberarse sustratos organicos a partir de las células lisadas (Middleboe & Lyck, 2002).
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Otra de las caracteristicas que se buscan en los fagos es una amplia tolerancia a diferentes
pardmetros ambientales como la temperatura, salinidad, radiacion UV y pH, dependiendo del sitio
de aplicacion. Los fagos varian ampliamente en su sensibilidad a estos agentes fisicos y quimicos,
en maneras que son generalmente impredecibles o necesitan ser determinadas experimentalmente
en cada caso (Kutter & Sulakvelidze, 2004). En el caso de radiacién ultra violeta, se ha observado
que los fagos son sensibles en un intervalo de 260-315 nm de UV (Figura 2a), en el caso de los
fagos lisogénicos estos se ven forzados a entrar al ciclo litico cuando la luz UV dafia el ADN del
hospedero (Raya & Hébert, 2009).

Con respecto a la temperatura, esta afecta a los fagos de diferentes maneras, ya que interviene en el
reconocimiento, union, penetracion y multiplicacion de los fagos en sus hospederos (Silva et al.,
2014b). Por lo general, los fagos son mas estables a bajas temperaturas (Gill et al., 2010), pero lo
mismo no sucede a mayores temperaturas (Figura 2b). El fago P22 que infecta a Sa/monella entérica
genera su mayor produccion de fagos a temperaturas entre 30 a 39 °C (Pope et al., 2004). Sin
embargo, esto al parecer no es aplicable a todos los fagos, ya que la teoria de que “maés caliente es
mejor” menciona que los genotipos de fagos con temperaturas optimas altas tienen una mayor tasa
de crecimiento maxima y tienen un mayor intervalo de temperatura (Knies et al., 2009).

La salinidad y el pH juegan un papel muy importante en la estabilidad y actividad de la particula
viral y en la conformacion de los receptores en las células bacterianas (Wichels ez al., 1998; Binetti
et al., 2002; Seaman & Day, 2007). A salinidades bajas se da una interaccion de los iones con las
proteinas y se estabiliza la estructura de las proteinas a través de la neutralizacion de las cargas; sin
embargo, a salinidades altas se genera una desnaturalizacion y se puede también afectar la
estabilidad del acido nucleico del fago (Fennema, 1996; Silva et al., 2014b) (Figura 2c). Por su
parte, el pH esta relacionado con el anclaje, infectividad, replicacion intracelular y multiplicacion
de los fagos (Leverentz et al., 2001; 2004), donde valores entre 6 y 9 generalmente son 6ptimos
para los fagos y otros valores generan una disminucion de la actividad (Pirisi, 2000; Jepson &
March, 2004; Silva et al., 2014b). Una manera de evitar los problemas asociados a la susceptibilidad
de los fagos a las condiciones ambientales es realizar el aislamiento de los fagos a partir de las
mismas zonas o sitios donde se busca aplicar la fagoterapia. Con lo anterior, los fagos aislados ya
habran pasado por un proceso previo de seleccion y se espera que tengan una mayor tolerancia a las
condiciones ambientales que se puedan presentar en dicho lugar, pero es importante aun asi realizar

la caracterizacion para conocer los limites de cada fago a las principales condiciones ambientales y
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con ello tener una base de datos amplia que permita una mejor seleccion de los fagos a implementar

durante una terapia.

Phage survival (%)
Phage survival (%)

0 5 10 15 20 25 30 60 20 30 40 50 60 80 100
Time of exposure to UV (s) Temperature (°C)

100 ()
80 AC
60

40
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20

5.0 10.0 15.0 20.0 30.0 35.0 40.0
Salinity (ppt)

Figura 2. Analisis de estabilidad del bacteriéfago vB_Vc_SrVc9, (a) Influencias de UV después de la incubacién en diferentes momentos, (b)
Influencias de diferentes temperaturas después de una hora de incubacién, (c) Influencias de diferentes salinidades de TSB + durante una hora de
incubacion. Los datos fueron los titulos de fagos y se determinaron utilizando el método de agar de doble capa. Los datos son la media y la desviacién
estandar de tres ensayos independientes. Las diferencias estadisticas (p <.05) se indican con diferentes letras mayutsculas. Tomado de Lomeli-Ortega
et al., (2020)

1.5 Rango de hospedero y eficiencia de plaqueo

Una de las primeras pruebas in vitro que se realizan para conocer el potencial de los fagos es el
rango de hospedero, el cual utiliza la prueba de gota como base para conocer si un fago es capaz de
generar una zona de lisis sobre el crecimiento de una cepa bacteriana. Cada cepa bacteriana que fue
lisada se considera cepa susceptible y se saca un porcentaje basado en el nimero de cepas lisadas
sobre el total de cepas evaluadas (Mirzaei et al., 2015). Con esta informacién somos capaces de
evaluar la capacidad de reconocimiento y lisis del fago con respecto a un grupo de potenciales
hospederos. A pesar de que podemos aislar fagos de una misma fuente es posible que estos presenten
una gran diferencia en sus perfiles de lisis, desde un valor estrecho cuando solo es capaz de
reconocer pocas o inclusive a una sola cepa bacteriana hasta un valor amplio donde no solo se
reconocen varias cepas sino inclusive cepas de diferentes especies relacionadas (Salazar-Llanos,
2008). Esta variacién se debe a que los fagos reconocen a las bacterias a través de los receptores de
la superficie de la membrana (Gram negativa) o pared celular (Gram positiva) y no todos los fagos
cuentan todos los receptores por lo que una cepa de bacteria puede ser infectada por diferentes fagos

usando receptores especificos o varias cepas de bacterias pueden ser infectadas por un mismo fago
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a través de un receptor conservado (Comeau et al., 2006; Labrie et al., 2010). Considerando este
punto, muchas veces durante la evaluacion del rango de hospederos podemos tener falsos negativos,
ya que los fagos pueden ser capaces de infectar al hospedero, pero no generan una zona de lisis
definida debido a una baja susceptibilidad de la cepa bacteriana relacionada a la cantidad de sitios
de reconocimiento que el fago puede utilizar (Rakhuba et al., 2010). Stalin & Srinivasan (2016)
reportaron que un fago especifico para V. parahaemolyticus aparentemente no era capaz de lisar
cepas de otras cepas de V. alginolyticus a través de prueba de puntos, pero si fueron capaces de
observar lisis a través de la eficiencia de plagueo. La eficiencia de plaqueo consiste en realizar la
medicién de la progenie de una muestra de fagos usando un nuevo hospedero y comparando ese
valor con respecto al obtenido con la cepa hospedera original (Hyman & Abedon, 2010). Aunque la
cantidad de progenie cuantificada pueda ser muy baja, podemos conocer si realmente el fago es
capaz de lisar nuevos hospederos con una mayor precision. Para estandarizar los valores de la
eficiencia de plaqueo, Khan-Mirzaei & Nilsson (2015) proponen una serie de intervalos para su
clasificacion. Los autores manejan como alta produccion a los valores superiores a 0.5, produccion
media cuando el valor es mayor a 0.1 y menor a 0.5, produccion baja cuando el valor es mayor a
0.001 y menor a 0.1; y por altimo una produccion ineficiente cuando el valor es menor a 0.001
(Tabla 2). Usando este sistema de clasificacion, Kalatzis et al., (2016) encuentran que dos de sus
fagos son capaces de usar como hospederos a varias cepas de V. alginolyticus con una produccion
que varia entre alta, baja o ineficiente, pero solo son capaces de lisar a una cepa de V. harveyi y una
de V. parahaemolyticus con una produccion alta y baja respectivamente. Aunque los autores
mencionan que esta capacidad de usar especies del clado Harveyi necesita ser explorada, la
naturaleza conservativa en las estructuras de los receptores de fagos de lipopolisacaridos (LPS) en
la membrana externa puede ser la explicacion de esta capacidad para infectar diferentes especies de
Vibrio (Rakhuba et al., 2010). Por lo anterior, el uso de un método basado en la eficiencia de plaqueo
puede ser una mejor opcion para conocer el potencial de los fagos y poder seleccionar con mayor

precision a los fagos para su uso terapeutico o biotecnoldgico.
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Tabla 2. Rango de hospedadores del bacteriofago vB_Pd_PDCC-1 contra Photobacterium damselae
y Vibrio: V. parahaemolyticus, V. campbellii y V. alginolyticus. La EOP se expresa como: la
fraccion de la infectividad de los fagos frente a las cepas probadas a la infectividad de los fagos
frente a la cepa huésped. Alta (EOP> 0,5), Moderada (EOP>0,1- <0,5) y Baja (EOP< 0,1). Tomada
de Veyrand-Quirds et al., (2020)

Titulacion EOP
Cepa Nombre (UFP/mL) Alta Moderada Baja
Photobacterium
CAIM
damselae subsp. 2.17E+08 1 ND ND
1910
damselae
CIBGEN- Vibrio
1.38E+09  6.38 ND ND
001 parahaemolyticus
CIBGEN-
Vibrio campbellii 8.00E+08  3.69 ND ND
002
CIBGEN-
Vibrio campbellii 7.42+09 5.79 ND ND
003
CIBGEN-
004 Vibrio alginolyticus 1.18E+09 5.46 ND ND

*ND, no detectado
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1.6 Otras propiedades

A pesar de que la aparicion de cepas resistentes a fagos es una caracteristica no deseada y dificil de
evitar, se puede tener cierta ventaja ya que la presion selectiva por fagos desencadena una serie de
cambios en el hospedero que pueden reducir su peligrosidad. Uno de estos cambios es el relacionado
a la pérdida o cambio en los receptores de la superficie que evitan que el reconocimiento por parte
del fago. Para identificar esta resistencia se han realizado cinéticas de absorcion de fagos en cepas
resistentes y se ha hecho protedmica comparativa de las cepas susceptibles y resistentes para evaluar
el costo metabdlico (Stoddard ez al., 2007; Huang et al., 2010). En la cinética de absorcidn fagos en
cepas resistentes de Roseobacter denitrificans 'y Synechococcus Spp. se observo una disminucién de
la tasa de absorcion de los fagos, lo cual sugiere cambios en los receptores del hospedero que servian
de anclaje a los fagos. Al realizar la protedbmica comparativa de cepas susceptibles se observaron
cambios significativos en las proteinas de membrana, las cuales fueron desreguladas en las cepas
resistentes a fagos, lo cual puede deberse al uso de receptores similares entre fagos y como
consecuencia ser una ventaja en el ambiente natural donde las bacterias estan expuestas a una alta
diversidad de fagos. Sin embargo, estas modificaciones no siempre derivan en una ventaja para las
bacterias en el ambiente ya que estos mismos receptores son usados para la asimilacion de
nutrientes, anclaje al hospedero u otros sustratos, movilidad u otras funciones importantes; dando
como consecuencia un decremento de la competitividad de la bacteria (Breitbart, 2012). Middelboe
et al., 2009 demostraron que las cepas de Flavobacterium resistentes a fagos presentaron una
reduccion en la habilidad para la asimilacion de varias fuentes de carbono y por su parte Gordillo-
Altamirano et al., 2021 demostraron que las cepas resistentes a fago de Acinetobacter baumannii
mostraron una susceptibilidad a antibidticos con respecto a las cepas no expuestas a fago, con lo
cual se demuestra una sensibilidad debida a la presion selectiva de fagos. Esto sugiere que el coste
metabolico para la adquisicion de la resistencia a fagos no solo conlleva a la pérdida de la capacidad
metabolica de las cepas, también deriva en una posible sensibilizacion a agentes antimicrobianos
como los antibidticos lo cual abre un abanico de oportunidades para el combate de cepas

multirresistentes a antibidticos en salud humana y la industria alimentaria.
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1.7. Fagoterapia en acuicultura

Existen una amplia cantidad de trabajos y revisiones que evaldan el papel de los virus en la
estabilidad, funcionamiento y diversidad en los ambientes naturales marinos y terrestres, y su
potencial como agentes de biocontrol en humanos, agricultura e industria alimentaria (Suttle, 2005,
2007; Weinbauer, 2004; Abedon er al., 2011). Aunque el uso de fagos para el control de infecciones
bacterianas en acuicultura ha tenido un despunte en los Ultimos 20 afios, aun es limitada la
informacidn acerca de su aplicacion para el control de enfermedades bacterianas en sus diversas
versiones, individual, en cocteles o en combinacion con otros tratamientos. Con respecto al uso de
fagos individuales, se ha reportado que estos reducen de forma significativa la mortalidad y
presencia de signos de infeccion en camarones (Alagappan et al., 2010; Lomeli-Ortega & Martinez-
Diaz, 2014, Patil et al., 2014), artemia (Martinez-Diaz & Hipolito-Morales, 2013; Lomeli-Ortega et
al., 2021), bivalvos (Pereira et al., 2017; Wang et al., 2017; Kim et al., 2018), peces (Matsuoka et
al., 2017; Silva et al., 2014a; Rarbo et al., 2018, Veyrand-Quir6s et al., 2020) y pepinos de mar (Li
etal., 2016; Li et al., 2017). En todos los casos se observaron efectos benéficos debido a la presencia
de fagos en el sistema; sin embargo, en los experimentos solo se evalu6 una cepa blanco susceptible
y sin la presencia de cepas resistentes, lo cual ocasiona una disminucion en la efectividad del
tratamiento. Para evitar estos inconvenientes, el uso de cocteles de fagos es una manera sencilla y
eficaz de reducir o eliminar a cepas resistentes a fagos. Li et al., (2016), evaluaron la capacidad
preventiva de un coctel de tres fagos para el control del patogeno V. splendidus en organismos
juveniles de pepino de mar Apostichopus japonicus. L0S autores reportan que el uso preventivo del
coctel fue mas eficiente que los fagos individuales para controlar la mortalidad asociada a V.
splendidus al mantener una supervivencia de 82 % de los organismos, lo cual fue un 32 % mas
efectivo que los tratamientos individuales. En la misma linea de investigacion, Zhang et al., (2015)
reportaron que el uso combinado de dos fagos especificos contra V. alginilyticus y un fago especifico
contra V. cyclitrophicus son capaces de mantener la supervivencia de juveniles de pepino de mar en
un 73 % comparado con el 3 % observado en el grupo control sin tratar. Por su parte, Stalin &
Srinivasan (2016) aislaron el fago VPP1, capaz de lisar no solo a su cepa blanco V. harveyi, sino
también son capaces de infectar cepas de V. parahaemolyticus y V. alginolyticus. Estos fagos fueron
usados en coctel durante pruebas de reto con nauplios de Penaeus monodon, encontrando que las
mayores reducciones en los conteos de V. harveyi y las mayores supervivencias de organismos se

presentan con la mezcla de los tres fagos.
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Aunque el uso de bacterioéfagos para el control poblaciones de patdgenos es eficaz sin la necesidad
de terapias complementarias (Kim et al., 2014, 2017), en microambientes de organismos (intestino,
vagina, etc.) no se observa una restauracion completa de la comunidad microbiana (Kim ez al., 2014,
2017; Vorobey et al., 2017). Esto se debe a que los bacteri6fagos estan enfocados en eliminar
patdgenos especificos sin causar ningin cambio en otros microorganismos y/o el ambiente. En
contraste, el uso de bacteriofagos y probioticos si puede generar una restauracion completa de la
composicion de la microbiota de organismos (Vorobey et al., 2017); ya que los probioticos pueden
tomar los nichos disponibles y proveer beneficios adicionales como: valor agregado al alimento,
contribucion enzimatica a la digestion, inhibicién de microorganismos no importantes en los
sistemas, y factores que promuevan el crecimiento o incrementen la respuesta del sistema inmune
(Wang et al., 2008). Aunado a lo anterior, el uso de bacteriéfagos en conjunto con bacterias
probidticas para el control de infecciones ha tomado gran interés debido a que ambos ofrecen como
ventajas la carente produccion de sustancias residuales nocivas y eliminacion de bacterias resistentes
a antibioticos (Marietto-Gongalves et al., 2011; Woo & Ahn, 2014). Sin embargo, el uso combinado
de fagos y probidticos en acuicultura solo se ha evaluado in vitro por pocos autores. Baek et al.,
(2013) demostraron que el uso combinado de fagos y Bacillus subtilis posee una alta actividad
antimicrobiana contra el patdégeno de peces Edwardsiella tarda, por lo que sugieren la posibilidad
de desarrollar un aditivo alimenticio basado en esta combinacion para el tratamiento de
enfermedades infecciosas ocasionada por E. tarda en peces de cultivo. Quiroz- Guzman (2013) por
su parte, demuestra que el uso combinado de fagos y probidticos en pruebas de reto con A.
franciscana mejoro la tasa de eclosion de los quistes, la supervivencia de los nauplios, e inclusive
redujo los tiempos de eclosion con respecto a aquellos expuestos a cepas patogenas de V.
parahaemolyticus. Algunos de los logros relacionados con la terapia de bacteriofagos en la
acuicultura, incluido el aislamiento de fagos y las posibles aplicaciones, se resumen en la Tabla 3.
Esta recopilacion de informacion contribuye a la identificacion de algunos de los aspectos mas

relevantes del uso de fagos como agentes antimicrobianos en la acuicultura.
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Tabla 3. Investigacion sobre el potencial de bacteriéfagos

85

Producto de

) Agente etioldgico Bacteriofago Resultados Referencia
acuicultura
Mortalidad (92,6%) afectados 25 de
Anguilla 27 Cepas de E. tarda y redujo el Wu y Chao
Edwardsiella tarda ET-1 .
Japonica recuento bacteriano para menos (1982)
del 0,15%
Siphoviridae  La tasa de supervivencia fue mucho ]
Seriola ] . Nakai et al.
Lacttococcus garvieae PLQY-16, PLgY- mas alto en jurel con fago durante
quinqueradiata (1999)
30y PLgW-1 el reto con L. garvieae
Efecto protector contra
Myoviridae Pseudomonas plecoglossicida
. . ] Park et al.
Plecoglossus Pseudomonas (PPpW-3) and inducido experimentalmente .
i o (2000), Nakai y
altivelis plecoglossicida Podoviridae  demostrando asi el uso profilactico park (2002)
ar
(PPpW-4) de fagos para prevenir

transmision horizontal del patdgeno
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Penaeus

monodon

Oncorhynchus
fontinalis
formerly,
Salvelinus

fontinalis

Camarén

Myoviridae
Vibrio harveyi
(VHLM)
Aeromonas salmonicida HER 110
Vibrio harveyi VH1 - VH8

VHML mostré un estrecho rango

de hospedero y un aparente preferencia
por V. harveyi en lugar de otros

63 aislados de Vibrio y otros 10 géneros

Retraso de la infeccién (7 dias). Més de
uno fago podria infectar la cepa

de bacterias y mutantes resistentes a

fagos HER 110 fueron sensible a

otros fagos, tenia una generacién mas
lento tiempo, y muy bajo éxito

de la reposicién

Todos los aislamientos de bacteridéfagos
(VH1-VH8) provocaron la lisis de

las células bacterianas del huésped en 2 h.
La curva de propagacion para cada

fago muestra un tiempo de rafaga que

comenzo entre 1y 10 h.

86

Oakey y
Owens (2000),
Oakey et al.
(2002)

Imbeault et al.
(2006)

Srinivasan et
al. (2007)
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Larva

de
Phyllosoma
Panulirus

ornatus

Bagre

Salmo salar

Penaeus

vannamei

Vibrio harveyi

FEdwardsiella ictaluri

Vibrio anguillarum

Vibrio parahaemolyticus

Siphoviridae
(VhCCs-01,
VhCCS-02,
VhCCS-04,
VhCCS-06,
VhCCS-17
VhCCS-20)

Siphoviridae
(UeiDWF,
UeiAU

y UeiMSLYS)

CHOED

A3Sy Vpmsl

87

Los Myoviridae (VhCCS-19 y VhCCS-21)

lisogénicos e inducen la produccion de

Crothers-
Stomps et al.
(2010)

bacteriocina en un nimero limitado de

bacterias hospedadoras (V. harveyi cepa 12).

El andlisis gendmico reveld que se .
Carrias et al.

trata de fagos virulentos, sin capacidad
(2011)

de lisogenia o expresion de genes de virulencia.

e, . Higuera et al.
Disminucion de la mortalidad del 95% al 30%
(2013)

En ambos casos, la aplicacion precoz (a las 6 h
postinfeccion) fue eficaz para evitar la )
) o Lomeli-Ortega
mortalidad. Las aplicaciones de fagos .
y Martinez-

retardados (> 6 h después de la infeccion)
Diaz (2014)

obstaculizaron la mortalidad y el progreso de la

infeccién.
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Penaeus

vannamei

Solea

senegalensis

Penaeus

vannamei

Vibrio parahaemolyticus pVp-1

Aeromonas salmonicida AS-A

Vibrio parahaemolyticus Vpl, VP7y VP9

Este fago fue capaz de infectar el 90,9% (20
cepas entre 22 cepas) de las cepas ¥
parahaemoliticas relacionadas con AHPND /
EMS

Los resultados mostraron que luego de 6 h de
tratamiento el fago inhibié el crecimiento de A4.
salmonicida tanto en cultivos discontinuos
como en agua de mar en presencia de peces
juveniles (= 4 y 2.5 Log PFU mL - 1,

respectivamente

Los resultados indicaron que los fagos también
infectan a V. parahaemolyticus en el intesting
del camar6n y sus desechos producen una
respuesta inmune en los camarones, que
pueden combatir cualquier infeccion na

especificamente como estimulantes inmunes.

88

Woo Jun et al.
(2016)

Silva et al.
(2016)

Alagappan et
al. (2016)
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Paralichthys

olivaceus

Haliotis

laevigata

Streptococcus

parauberis

Vibrio harveyi

Str-PAP-1

vB_VhaS-ay
vB_VhaS-tm

El bacteriéfago Str-PAP-1 puede usarse pars
tratar o prevenir la estreptococosis causada pot
S. parauberis. Ademés, los efectos de la
suplementacion dietética con bacteriéfago Str-
PAP-1 en dosis variables (T1: 1 x 105 ufp / g,
T2:1.5x105ufp/gy T3: 2 x 105 ufp/ g) sobre
el rendimiento del crecimiento de los peces, se
evaluaron la incidencia de infecciones por S.

parauberis y la mortalidad de los peces.

Los resultados del bioensayo mostraron que el
control negativo y el control de fagos fueron
estadisticamente idénticos, con una
supervivencia del 100%, pero diferentes del
control  bacteriano  positivo, con una

supervivencia del 0%.

89

Sun Kwon et
al. (2017)

Wang ef al.
(2017)
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Artemia

franciscana

Apostichopus

Jjaponicus

Larvas de peces

Los resultados también revelaron un mayor

Vibrio harveyi y Vibrio Vpmsl, A3S, Aie, éxito de eclosion (100% en ambos casos) y una

parahaemolyticus

Vibrio alginolyticus, V.
cyclitrophicus y V.
splendidus

Vibrio anguillarum

F8y F12

PVAL, PVcly
PVS3

KVP40

tasa de supervivencia (de 85 a 89%) en los

grupos tratados con cocteles de fagos

Durante el tiempo de cultivo de 48 dias, los
recuentos totales de Vibrio en los grupos de
tratamiento con fagos disminuyeron y se
detectaron particulas de fagos en los fluidos
celémicos de pepinos de mar durante el tiempa

de cultivo.

Los tratamientos combinados e individuales se
probaron en sistemas de alimentacién viva ng
axénicos (es decir, microalgas Tetraselmis
suecica y camarones de salmuera Artemia
salina) obtenidos de una unidad comercial de

cria de larvas.

90

Quiroz
Guzman et al.
(2018)

Zhen Li et al.
(2019)

Rasmussen et
al. (2019)
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Pyropia

haitanensis

Apostichopus

Jjaponicus

Seriola rivoliana

Vibrio mediterranei

Vibrio parahaemolyticus

Photobacterium

damselae

vB_VmeM-Yong
XC31

vB_VpaP_VP-
ABTNL-1y
vB_VpaS_VP-
ABTNL-2

vB_Pd_PDCC-1

91

La tasa de supervivencia mas alta (83%) de
CLL infectadas se obtuvo cuando la densidad
Zhu et al.
de V. mediterranei 117-T6 era 108 UFC / ml y 20)
la multiplicidad de infeccion (MOI) del fago

XC3leral.

Los cultivos tratados con fagos in vitro
mostraron una inhibicion significativa (P

o Ren et al.
<0,05) del crecimiento de V. parahaemolyticus (2019)
VP-ABTNL en comparacion con los grupos no

tratados.

El uso de fagos durante el desarrolla
ontogénico demostr6 que el uso de fagos, Veyrand-
representa una estrategia prometedora para Quirds et al.
reducir la mortalidad de organismos de cultiva (2020)

causada por bacterias patégenas.
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Artemia

Vibrio campbellii
franciscana
Larimichthys

Vibrio harveyi
crocea

vB_Vc_Srvc9

vB_VhaS_PcB-1G

92

vB_Vc_SrVC9 es un fago novedoso y una
alternativa  ecoldgica para aplicaciones Lomeli-Ortega
terapéuticas y fines biotecnol6gicos porque es et al. (2020)

estable en diferentes condiciones ambientales.

La frecuencia del gen de virulencia toxR

alcanzo hasta el 75,9%, mientras que el 63% de

las cepas portaban al menos cuatro genes de Wu et al.
virulencia. Se aisl6 un nuevo fago especifico de (2021)

V. harveyi vB_VhaS_PcB-1G de Larimichthys

crocea en el Mar de China Oriental.
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2. Diversidad genomica y filogenia de bacteridfagos

La clasificacion taxondmica de los taxones de fagos se lleva a cabo por el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) (Adams, 2017). Aunque la clasificacion de fagos se baso
histéricamente en caracteristicas como el tipo de genoma (ssDNA, ssSRNA, dsDNA o dsRNA), la
morfologia viral y el rango de hospedadores, actualmente se estd sometiendo a una revision
importante, principalmente utilizando métodos basados en genémica. Por ejemplo, el informe de
ICTV de 1999 clasifico los fagos en tres familias, 16 géneros y 30 especies, mientras que el informe
de 2018 los agrup6 en cinco familias, 26 subfamilias, 363 géneros y 1320 especies

(https://talk.ictvonline.org/taxonomy/p/taxonomy releases). Se han modernizado directrices

integrales para la clasificacion de fagos y se espera que la lista de taxones de virus aumente
sustancialmente en los proximos afios (Adriaenssens y Brister, 2017; Dion et al., 2020).
Principalmente porque dependiendo de la taxonomia de los mismos, mas especificamente del orden,
el material genético estd empaquetado dentro de la capside, la cual puede variar en estructuras como
poliédrico, filamentoso, pleomérfico o conectado a una cola (Adams 2017). La gran mayoria de los
fagos descritos y registrados en bases de datos publicas, son de morfologia de cola con un dsDNA
dentro del orden de los Caudovirales y comprenden 5 familias Myoviridae, Siphoviridae,

Podoviridae, Ackermannviridae, Herelleviridae (Figura 3) (Ackermann 2007).
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Figura 3. Clasificacion de fagos basada en morfologia y tipo de genoma. Se muestran una representacion esquematica (SR) y una micrografia
electronica de transmision (TEM) para cada morfologia. a) Los Microviridae tienen capsides icosaédricas y pequefios genomas circulares de ADN
monocatenario (sSDNA). El genoma de los fagos filamentosos de la familia Inoviridae esta compuesto por una molécula de ssDNA superenrollada
circular que estad empaquetada dentro de un filamento largo compuesto por miles de copias de la proteina de la capside principal. b) La mayoria de
los fagos caracterizados tienen cola con genomas de ADN bicatenario (dsSDNA) y pertenecen al orden Caudovirales. Hasta la fecha, se han descrito
cinco familias para este orden: Myoviridae (T4), Podoviridae (T7), Ackermannviridae y Siphoviridae. Herelleviridae, aunque es una familia oficial,
comparte la misma morfologia que Myoviridae. Los Corticoviridae tienen un genoma de dsDNA circular y una capside compuesta por una membrana
lipidica interna rodeada por MCP. Tectiviridae tienen una cépside icosaédrica, que contiene un genoma de dsDNA lineal y una membrana lipidica
interna. Los virus que pertenecen a la familia Plasmaviridae tienen un genoma de dsDNA circular rodeado por una envoltura lipidica y sin capside.
c) Cystoviridae tiene un genoma de ARN bicatenario tri-segmentado (ARNdc) contenido dentro de una capside esférica con tres capas estructurales:
una membrana lipidica externa y una capside interna de dos capas. d) Los leviviridae tienen un genoma ssRNA que codifica solo cuatro proteinas y

una céapside con geometrias icosaédricas y esféricas. Tomado de Dion et al., (2020).

El numero vy la diversidad de bacteri6fagos que se identifican cada dia incrementa a un ritmo
acelerado, de hecho el nimero de genomas completos depositados en bases de datos como GenBank,
se ha duplicado en los ultimos afios, gracias a los estudios de investigacion, los avances en la

secuenciacion y andlisis de los genomas de los fagos, incluyendo el ensamblaje, anotacién y uso
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(Adams 2017) y aunque los fagos son considerados inocuos para los mamiferos y plantas, no existe
una guia oficial para la evaluacion de la seguridad genética de los fagos antes de su uso clinico, y
gran parte de las evaluaciones propuestas para su uso como agente terapéuticos en humanos, se
encuentran en una etapa experimental, mientras son aprobados por organismos como la
Administracion de Farmacos y Alimentos (FDA) en Estados Unidos. Esta falta de directrices puede
limitar su avance como agentes terapéuticos en humanos. En la actualidad, aunque se han
desarrollado diferentes herramientas para la caracterizacion de los genomas de los fagos, se
necesitan andlisis complementarios para la evaluacion de la seguridad de los genomas,
principalmente por la interpretacion erronea de datos poco confiables que terminan en bases de datos
publicas.

Para poder abordar este reto, se han propuesto puntos de control basicos clasificados en dos
categorias, obtencién de un genoma de alta calidad y evaluacion solida de la composicion genética
(Philipson et al., 2018). La calidad de un genoma puede ser definida por la integridad de las
secuencias que lo componen (parcial o completa), y la categoria recomendada para los virus que se
utilizan en la investigacion (como en el desarrollo de vacunas) debe ser considerado como completo,
principalmente por la naturaleza propia del genoma, que varia entre los 3 mil (Friedman ez al., 2009)
y 650 mil (Michniewski et al., 2021) pares de bases (pb), en la que debe existir una Gnica secuencia
consenso que represente el 100% del genoma con todos los marcos de lectura abierto (ORF)
identificados (Figura 4) (Ladner et al., 2001). Este proceso, conocido como anotacion, representa
un paso crucial dentro del reporte final del genoma propuesto, independientemente de su uso final

como terapéutico o biotecnoldgico.
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Figura 4. Genoma del virus Bam35 (A) Mapa genético del fago Bam35. Los rectangulos corresponden a los ORF predichos en el genoma Bam35.
(B) Modelo de la capside del virus Bam35, basado en la estructura cristalografica del Alfatectivirus PRD1. (C) Modelo propuesto para la particula
viral Bam35. Representacion esquematica de la particula viral Bam35 en la que se indica la localizacién propuesta o conocida de cada una de sus
proteinas. (Modificado de Berjon-Otero et al., 2017).

La importancia del genoma, resalta a partir de la clasificacion de los fagos en torno a su ‘estilo de
vida’, ya que pueden dividirse en varios grupos con respecto al resultado final de la infeccion, en
términos generales, los grupos mas importantes son liticos, caracterizados por la eliminacién de la
bacteria y liberacidn de la progenie del fago, asi como lisogénicos, los cuales tienen una capacidad
litica pero también ‘templada’, en la cual, el fago integra su ADN en el ADN de la bacteria para
convertirse en un profago, volviéndose inactivo y suprimiendo las propiedades antibacterianas
tipicas que presenta durante el estado litico. La eleccién se produce poco después de la infeccion y
depende, en muchos de los casos, de la actividad fisiologica propia de la bacteria (Krylov 2001).
Los genes del fago que controlan la via litica pueden ser reprimidos por una proteina-represora que
se une a regiones especificas del ADN y bloquea la unién de la ARN polimerasa a sitios especificos
de los promotores, lo que impide la transcripcion de los genes cuyos productos estan implicados en

la via litica.

La identificacion temprana del estilo de vida del fago es crucial durante su proceso de seleccion
para emplearse como alternativa terapéutica, ya que se ha demostrado la relaciéon mutualista que
existe entre los profagos y las bacterias, en los que se aumenta la capacidad de defensa bacteriana,

principalmente por la presencia de enzimas codificadas por los fagos como las integrasas,
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aumentando el riesgo de transferencia de genes que ayuden a la bacteria a defenderse y siendo una
razén suficiente para evitar este tipo de fagos en la terapia, ya que, la transferencia horizontal de
genes del fago al huésped y viceversa esta bien documentada (Canchaya et al., 2003) Asi como las
integrasas, existen elementos genéticos adicionales que tras su identificacion, descalifican a los
fagos para ser utilizados como agentes terapéuticos, entre ellos, genes que codifican factores de
virulencia y resistencia bacteriana, toxinas o elementos transductibles. Tanto la virulencia como el
estilo de vida, pueden ser evaluados por técnicas experimentales y la presencia o ausencia de genes
que promuevan la resistencia bacteriana, por técnicas computacionales.

Una de las primeras herramientas empleada para la anélisis de estilo de vida del fago fue PHACTS
(Phage Classification Tool Set), clasificando al bacteridfago en litico o lisogénico dependiendo de
su proteoma (Ladner et al., 2014), asi como PhageAl (Tynecki et al., 2020), utilizando la mayor
cantidad de genomas de fagos disponibles en bases de datos y clasificando entre litico o lisogénico
a partir del genoma completo, empleando técnicas méas avanzadas de clasificacion basadas en
aprendizaje automatico. Por su parte, la identificacion de genes de resistencia, puede llevarse a cabo,
tras una comparacion del genoma completo contra bases de datos especializadas en genes de
resistencia; CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance Database) (Alcock et al., 2020) y VFDB
(Virulence Factor Database) (Chen ez al., 2005) son dos ejemplos, que permiten la identificacion de
genes determinantes de resistencia y antibi6ticos asociados. Por estas, y otras razones, la
secuenciacion del genoma completo se ha convertido en obligatorio para la aprobacién
reglamentaria de cualquier aplicacién sanitaria o alimentaria de fagos o sus derivados (Hagens et
al., 2010). Ya que, ademas de que los fagos liticos o las enzimas que producen, son las ideales para
la terapia génica, la tnica forma de utilizar fagos lisogénicos, seria a partir de técnicas modernas de
ingenieria genética o biologia sintética, convirtiendo al fago en no-lisogénico, blogueando o
eliminando al gen que codifica para la integrasa y otros elementos genéticos no deseados (Monteiro
et al., 2019) Lo que podria suponer una nueva estrategia para explorar el uso de fagos templados

para la terapia contra las infecciones bacterianas.
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2.1 La busqueda de los mejores candidatos

Desde 1977, a partir del primer genoma completo del bacteriofago @ x 174, la secuenciacion e
identificacion de los nuevos fagos ha incrementado numerosamente durante las tltimas dos décadas,
por lo que los investigadores actuales se enfrentan a una variedad de plataformas de secuenciacion
y opciones de ensamblaje, asi como la gran cantidad de datos que producen (17). La secuenciacion
de préxima generacion se ha convertido en el método preferido para la secuenciacion de los fagos,
principalmente por su costo por base y el resultado de alta calidad comparado con otras plataformas.
Philipson et al (2018) han propuesto una guia minima basada en sus investigaciones para la
evaluacion de los fagos que pretenden ser administrados en la terapia, incluyendo (i) la obtencién
de un genoma completo de alta calidad, (ii) identificacién de los marcos de lectura abierto (ORF),
la anotacion de los genes con una funcién en consenso comprobado por diferentes herramientas,
(iv) la identificacion de marcadores genéticos deletéreos, (v) la verificacion de que el genoma es
representativo para la poblacion y finalmente (vi) el anlisis de posibles contaminantes (figura 5).
Considerando, ademas, los retos de manejo y secuenciacién de las muestras, por ejemplo, los fagos
(especialmente liticos), tienen genomas notoriamente metilados porque las bacterias poseen
sistemas de modificacion y restriccion para salvaguardar la integridad de sus genomas de ADN
invasor. Incluso, una gran parte de los genomas de los fagos, contienen estructuras complejas como

repeticiones directas o invertidas que son problematicas para el ensamblaje.
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Figura 5. Flujo de trabajo de caracterizacién de fagos. Esta canalizacion es una representacion simplificada de herramientas y métodos utilizados para
obtener genomas de fagos de alta calidad que se consideran candidatos viables para la terapia de fagos. La canalizacion comienza con lecturas
secuenciados en Illumina. Para reducir el sesgo potencial introducido por las herramientas bioinformaticas, el control de calidad y el ensamblaje del
genoma se llevan a cabo utilizando dos pipelines en paralelo. La secuencia final del genoma se obtiene después de resolver los extremos del genoma.
Los puntos de control de viabilidad clave estan delineados con bordes discontinuos. En el control de viabilidad inicial, los fagos se evaltian en busca
de genes probleméticos (resistencia a los antimicrobianos (AMR), factores de virulencia (FV), toxinas) y estilo de vida. Si un candidato pasa la
verificacion de viabilidad inicial, se aplica un enfoque combinatorio para identificar marcos de lectura abiertos seguido de una anotacion manual
rigurosa. Se realiza una verificacion final después de completar la anotacion. Los candidatos a fagos que pasan el punto de control final se consideran

seguros para su uso potencial uso. Tomado de Philipson et al., (2018)

Dentro las tecnologias que han sido empleadas para la secuenciacion, se encuentran Sanger,
Illumina, PacBio y Nanopore, con lecturas desde los 150 hasta 60 mil pb, aumentando o
disminuyendo su error dependiendo de la técnica utilizada. Estas plataformas de secuenciacion
difieren principalmente en su composicion quimica, pero en general se basan en los mismos tres
pasos: preparacion de la biblioteca, amplificacion y secuenciacion del dsDNA. En el caso de los
fagos de ARN, el ADN complementario (ADNCc) debe ser generarse mediante transcripcion inversa,
ya sea antes del paso de preparacion de la biblioteca o utilizando kits que estan optimizados para la
secuenciacion de ARN y pueden proporcionar informacién sobre si el genoma esta formado por
dsRNA o ssRNA (Loman et al., 2012).

Tras la obtencion de un genoma completo de alta calidad, multiples herramientas pueden ser

utilizadas para el ensamblaje y la identificacién de los marcos de lectura abierto; Spades (19),
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Unicycler (Wick et al., 2017), y Velvet (Zerbino 2010), basados en Grafico de Bruijn, son ejemplos
de ensambladores. GeneMark (Besemer & Borodovsky 2005), Glimmer (Delcher et al., 2007), y
Prodigal (Hyatt et al., 2010), son parte de los algoritmos de prediccion de genes mas empleados
para procariotas, basados en la mejora de la prediccion de la estructura del gen, reconocimiento del
sitio de iniciacion de la traduccion y reduccion de los falsos positivos. La anotacion, ademas de
proporcionar informacidn sobre genes no deseados como las integrasas, han permitido identificar
genes especificos utilizados por herramientas taxondmicas, como los genes estructurales de la
capside viral (Sullivan et al., 2008). Herramientas adicionales que permiten una prediccion y
anotacion automética como Prokka (Seemann 2014) han facilitado el manejo de datos genémicos.
Cada una de estas herramientas pueden utilizarse a través de su interfaz web, utilizando plataformas
como Galaxy (Jalili ez al., 2020) o a través de la linea de comandos en Linux. Para cualquier método
de prediccion, es recomendable una curacion manual de los genes y proteinas que conforman el
genoma, a fin de asegurar la reduccion de errores, que terminan en bases de datos publicas (Figura
6).
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Figura 6. Identificacion de sesgos a gran escala en la coleccion actual de genomas de fagos cultivados figura Tomada de http://millardlab.org/

2.2 Diversidad gendmica y metagendmica viral

2.2.1 Numero de genomas completos

De acuerdo con el Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI), hay 8.437 genomas de
fagos completos divididos en 12 familias (segun la clasificacion de ICTV en ese momento) y un
grupo no clasificado (figura 7a). En esta base de datos podemos encontrar que mas de la mitad de
ellos son miembros de la familia Siphoviridae. Esta sobrerrepresentacion se debe en gran parte al

aislamiento y secuenciacion del genoma de 1.537 siféfagos que infectan a Mycobacterium
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smegmatis del programa SEA-PHAGES (Alianza de Educacion Cientifica-Cazadores de Fagos en
Gendmica Avanzada y Ciencia Evolutiva ) (Tuajuanda et al. 2014). Myoviridae y Podoviridae
representan el 17% y el 12% del total de fagos, respectivamente, lo que hace que Caudovirales (que
también comprende Herelleviridae Y Ackermannviridae) sea el grupo de fagos méas abundante (>
85%) en las bases de datos genémicas publicas.

Esta representacion tan desproporcionada de fagos de dsDNA probablemente disminuira pronto
debido a la presencia nuevos fagos. Por ejemplo, el grupo de virus bacterianos no clasificados dentro
de la base de datos del NCBI consiste en fagos descubiertos a través de proyectos metagendmicos
gue aun no se han aislado o que se han propagado muy recientemente en un hospedador bacteriano.
Parte de este ultimo grupo incluye 283 fagos de dsDNA sin cola, que infectan a la omnipresente

familia bacteriana Vibrionaceae (Kauffman, et al. 2018).

2.2.2 Rango de genoma

Los fagos tienen una amplia gama de tamafios de genomas (figura 7b). Hasta ahora, el genoma mas
pequefio informado hasta la fecha es el del fago L5 de Leuconostoc, con solo 2.435 pb. En el otro
extremo del espectro, se esta caracterizando un numero cada vez mayor de fagos jumbo (> 200 kb)
gue muestran caracteristicas genémicas Unicas 58. Su gran tamafio de genoma permite que los fagos
jumbo porten genes involucrados en la replicacién y el metabolismo de nucledtidos que estan
ausentes en los mas pequefios genomas de fagos. Por ejemplo, el jumbo fago vB_Pd_PDCC-1 el
cual tiene un tamafio de 237 509 bp, el cual presenta organizacion atipica porque los genes con
funciones asociadas no muestran una sintenia fuerte y, en cambio, estan més dispersos (Veyrand-
Quir6s et al. 2020). Finalmente, un nuevo grupo de fagos con los genomas mas grandes jamas
registrados hasta la fecha, llamados megafagos (> 540 kb), fueron descubiertos son ubicuos y se
describen a partir de una variedad de microbiomas gque van desde el intestino de los animales hasta
el suelo y los sistemas de agua dulce. Sin embargo, hasta la fecha no se ha identificado ningun
megafago marino completo. Sin embargo, uno de estos genomas incluia un nuevo megafago,
Mar_Mega_1 de> 650 Kb, lo que lo convierte en uno de los genomas de fagos mas grandes reunidos
hasta la fecha. Utilizando enfoques filogenéticos y de red. El analisis gendmico mostré que
Mar_Mega_1 comparte relativamente pocos homologos con sus parientes mas cercanos, pero, al
igual que con otros megafagos, Mar_Mega_1 contenia una variedad de genes metabdlicos auxiliares

responsables del metabolismo del carbono y la biosintesis de nucleotidos, incluida una isocitrato
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deshidrogenasa (Idh) dependiente de NADP y nicotinamidenucle6tido amidohidrolasa (PncC), que

no se han identificado previamente en megafagos. Mar_Mega_1 fue abundante en una muestra de

viroma marino y los fagos relacionados son muy frecuentes en los océanos (Slawomir et al. 2021).
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Figura 7 Numero de genomas completos y distribucion del tamafio del genoma en familias de fagos. Se muestra el

numero de genomas completos (a) y la distribucion del tamafio del genoma (b) en la base de datos de nucleétidos del

Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) a septiembre de 2019. La asignacién de cada fago a una familia

se realizé utilizando la base de datos de taxonomia NCBI. El grupo no clasificado combina "Caudovirales no

clasificados", "fagos de ADN bicatenario no clasificados™ y "virus bacterianos no clasificados". Este grupo no

clasificado es el cuarto mas grande, lo que enfatiza el creciente nimero de fagos descubiertos a través de la

metagendmica viral para los cuales no se puede asignar una familia en base a la informacion de la secuencia. Entre el

orden Caudovirales, Herelleviridae y Ackermannviridae son las familias mas homogéneas en términos de tamafio del

genoma. Lo més probable es que esto se deba a que estas dos familias se crearon después de analisis genémicos en lugar

de similitudes morfol6gicas. Tomado de Moira et al. (2020).
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3. Conclusién

La mayoria de los fagos, destinados a la terapia con fagos, por lo regular se aislan mediante
variaciones del protocolo de enriquecimiento clasico. Se aisla un subconjunto de fagos usando una
mezcla de hospedadores con la intencion de obtener fagos de rango de hospedador mas amplio y se
han desarrollado varios protocolos especificamente para seleccionar fagos con rango de hospedador
aumentado o fagos polivalentes. Si bien la mayoria de los grupos usan métodos que se basan en el
crecimiento de fagos para probar el rango de hospedadores, todavia hay algunos que confian solo
en pruebas puntuales menos precisas, pero faciles de realizar. Uno de los desafios con la
caracterizacion posterior al aislamiento son los métodos automatizados para la investigacion
sistematica de los fagos y otros elementos méviles de ADN en las secuencias del genoma bacteriano
disponibles para comprender su papel en la evolucion del genoma bacteriano. Esto debido al
contenido de nucledtidos y genes que son extremadamente diversos en los genomas de fagos, los
cuales pueden estar interconectados desde una perspectiva evolutiva y varios factores que impulsan
tasas altas o bajas de intercambio de genes. En esta revision, hemos destacado que la investigacion
de fagos sera fundamental para comprender su aplicacion durante la fagoterapia, impactando en el
desarrollo de una acuicultura méas sustentable. El éxito dependerd en gran medida de enfoques
multidisciplinarios integradores en un campo que, hasta hace poco, ha estado dominado por el

pensamiento reduccionista.
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