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resistentes a los fagos DCL-PA6 (14R-¢DCL-PAG6) y ¢DCL-PABa (14R-@DCL-PA6a). Las barras
representan la media de tres experimentos. Se empled Kruskal-Wallis y Dunn para grupos
independientes, valores de p < 0.05 fueron considerados como significativos comparados con el
grupo CONTIOL A8 PALA VW ..ottt e et e e 56

Figura 42. Formacion de biopelicula de las clonas de P. aeruginosa PA14 resistentes a los fagos
¢DCL-PA6 (14R-9DCL-PAB) y 9DCL-PA6a (14R-eDCL-PA6Ba). Los puntos representan el promedio
de tres experimentos. Se emple6 Kruskal-Wallis y Dunn para grupos independientes, valores de p <
0.05 fueron considerados como significativos comparados con el grupo control de PA14 WT....... 57
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Figura 43. Evaluacion de la movilidad tipo swarming de clonas de P. aeruginosa PA14 resistentes a
los fagos ¢DCL-PAG6 (14R-¢DCL-PA6) y DCL-PA6a (14R-9DCL-PA6a). Las barras representan la
media de tres experimentos. Se emple6 Kruskal-Wallis y Dunn para grupos independientes, valores
de p < 0.05 fueron considerados como significativos comparados con el grupo control de PA14

Figura 44. Movilidad tipo swarming de clonas de P. aeruginosa PA14 resistentes a los fagos ¢DCL-
PA6 y ¢DCL-PA6a. Se observa la morfologia dendritica tipica de P. aeruginosa PA14, como control
negativo se empled a la cepa PA14 AlasR rhiIR. Las clonas resistentes al fago ¢DCL-PA6 presentan
fenotipos similares a la cepa nativa, de manera contraria las clonas resistentes al fago ¢DCL-PA6a
presentan una disminucion de dicha movilidad...............coooii i 58

Figura 45. (A-B) Curvas de crecimiento de las clonas de RME 58 resistentes al fago ¢DCL-PA6 (A)
y @DCL-PAGa (B). Curvas de crecimiento de las clonas de RME 75 resistentes al fago ¢DCL-PA6
(C) y oDCL-PABa (D). Los fagos se encuentran auna MOl de 10..........covviiiiniiiiiiiiiiiieeeen, 59

Figura 46. Formacion de biopelicula de las clonas P. aeruginosa RME 58 (A) y RME 75 (B)
resistentes a los fagos ¢DCL-PA6 y ¢DCL-PA6a. Los puntos representan el promedio de tres
experimentos. Se empled Kruskal-Wallis y Dunn para grupos independientes, valores de p < 0.05
fueron considerados como significativos comparados con el grupo control, RME 58 o RME 75
LS 0= Tot Y= 10 0 =T o] (= PP 60

Figura 47. Cambios en el perfil de sensibilidad a antibiéticos de las clonas de P. aeruginosa RME
58 (A) y RME 75 (B) resistentes a los fagos ¢DCL-PAG y DCL-PAGa. Se presenta el mapa de calor
de cambios logaritmicos en base 2 (log2) en los valores de la CMI de un panel de 14 antibioticos
respecto a las cepas nativas de RME 58 y RME 75, respectivamente. S, sensible; I, sensibilidad
intermedia; R, resistente. CAZ: Ceftazidima, CRO: Ceftriaxona, FEP: Cefepima, IPM: Imipenem,
MEM: Meropenem, AMK: Amikacina, GEN: Gentamicina, CIP: Ciprofloxacino, TOB: Tobramicina,
ATM: Aztreonam, CST: Colistina, TZP: Tazobactam/Piperacilina...............ccooeeiiiiiiiiiiiiiiiinen, 61

Figura 48. Curvas de supervivencia Kaplan—Meier de G. mellonella infectada con clonas de P.
aeruginosa PA14 (A), RME 58 (B) y RME 75 (c) resistentes a los fagos ¢DCL-PA6 y ¢DCL-PA6aq,
respectivamente. El grupo control fue inoculado con solucién salina. Al menos 20 larvas fueron
empleadas por grupo. Los datos fueron analizados usando la prueba Log Rank Mantel-Cox test en
GraphPad Prism 8. Los resultados fueron considerados significativos auna p <0.05................... 62
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1. RESUMEN

La resistencia bacteriana a los antibiéticos es un problema mundial de salud publica, el cual
se estima que para 2050 causara 10 millones de muertes. Una de las bacterias multirresistentes a
antibiéticos (MDR) con mayor morbilidad y mortalidad es Pseudomonas aeruginosa, para la cual la
Organizacion Mundial de Salud (OMS) ha urgido la blsqueda de nuevos tratamientos.

Una estrategia terapéutica prometedora y con resultados alentadores es la fagoterapia, en la
cual se administran virus llamados bacteri6éfagos, los cuales infectan y lisan bacterias de manera
especifica. Sin embargo, al igual que en el caso de los antibidticos, las bacterias pueden desarrollar
resistencia a dichos virus, no obstante, se ha demostrado que las clonas resistentes a fagos pueden
presentar una disminucién en su virulencia o re-sensibilizaciéon a los antibiéticos debido a que el
principal mecanismo de resistencia implica la mutacion o pérdida de los receptores de union al fago
que comdnmente se encuentran en estructuras superficiales de la bacteria tales como la capsula,
pili, porinas, lipopolisacarido (LPS) y flagelo.

Por lo antes mencionado, el presente trabajo tuvo por objetivo aislar, caracterizar e identificar
fagos de P. aeruginosa con potencial terapéutico, asi como la evaluacién de la virulencia in vitro e in
vivo de clonas resistentes de P. aeruginosa (PA14 y cepas MDR) a algunos de esos virus. Los fagos
evaluados provienen de una coleccion del Centro de Ciencias Genémicas (CCG) y otros fueron
aislados de diferentes muestras de agua del pais.

De los virus evaluados se seleccionaron a los fagos @DCL-PA6 y, a su variante, el fago
¢DCL-PA6aq, para el aislamiento de clonas resistentes debido a que, ademas de tener un rango de
huéspedes amplio y carecer de genes de lisogenia, de virulencia y de resistencia a antibitticos,
reconocen diferentes receptores en sus huéspedes bacterianos.

Los fagos ¢DCL-PA6 y ¢DCL-PAG6a difieren por cuatro pares de bases que producen
cambios en la secuencia de la proteina estructural de la base y de la proteina de la fibra de la cola
del fago. De acuerdo con la evidencia genémica y los experimentos de resistencia cruzada de las
clonas resistentes de P. aeruginosa PAl4, dichas mutaciones permiten al fago pasar de usar el
antigeno O a usar el nucleo del LPS como receptor. Ademas, dichas mutaciones estan involucradas
en disminuir la adsorcion del fago a la bacteria, incrementar el periodo de latencia y aumentar el
burst size.

Las clonas resistentes de PA14 a los fagos ¢DCL-PA6 y @DCL-PA6a presentaron, de
manera general, una disminucion en la formacién de biopelicula y en la movilidad tipo swarming
asociadas a mutaciones en genes biosintéticos del LPS. De manera similar, algunas de las cepas
MDR presentaron una disminucion en la formacién de biopeliculas y, ademas, una ligera re-
sensibilizacién a algunos antibioticos, siendo la mas relevante a amikacina. También se presento
una disminucién significativa de la letalidad in vivo de algunas de las clonas resistentes usando a la
larva Galleria mellonella como modelo biolégico.

Este estudio logrd identificar mutaciones puntuales en el fago DCL-PA6 que pueden
ocasionar que el receptor reconocido por el virus pase de ser el antigeno O al nucleo del LPS de P.
aeruginosa PA14. Ademas, demostré que clonas resistentes a dicho fago, y a su variante, presentan
una disminucién de la virulencia in vivo e in vitro, y aumentan su sensibilidad a antibiéticos debido a
alteraciones en el LPS. En conjunto, los resultados permiten posicionar al fago ¢DCL-PA6 como un
potencial candidato a emplearse en la terapia.
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2. INTRODUCCION
2.1. Situacién actual de la terapia antibiética

La terapia antibiética tuvo su origen tras el descubrimiento de moléculas biolégicamente
activas con propiedades antibacterianas producidas por microorganismos (4), la cual ha permitido
avances importantes en el campo de la medicina y ha salvado millones de vidas. Una pérdida en su
efectividad llevaria a un escenario catastréfico al cual algunos autores han denominado como era
postantibiética (5).

El descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1928, y su posterior aislamiento
y produccién en la década de los 40 marcé el inicio del apogeo de la terapia antibiética (6), el cual
continu6 por aproximadamente cuatro décadas con mas de 40 compuestos descubiertos e
introducidos al uso clinico (1). En esa época la resistencia bacteriana a los antibiéticos era un
fendmeno que no genero preocupacion (7), sin embargo, su uso intensivo e inadecuado provocaron
un aumento en la tasa de generacion de resistencia. Para la década de los 90, las consecuencias
de la resistencia se volvieron més notorias, ya que el nimero de nuevos compuestos introducidos a
la clinica comenzé a disminuir significativamente (6).

La resistencia de las bacterias a los antimicrobianos es un proceso natural cuya aparicion no
depende de la influencia humana, de hecho, se han identificado genes de resistencia para
antibioticos de uso actual en poblaciones microbianas localizadas en lugares remotos como en el
Artico (8). Sin embargo, la actividad humana, particularmente el sobreuso y mal uso de los
antibiéticos agrava significativamente el problema de la resistencia (7).

Los antibiéticos han sido usados de manera indiscriminada para tratar infecciones no
necesariamente de origen bacteriano; ademas se emplean en grandes cantidades en la agricultura,
ganaderia y acuacultura. Aunado a esto, la falta de un tratamiento apropiado de aguas residuales y
la reducida distancia entre granjas y ciudades producen un incremento en los niveles de dichos
compuestos liberados al ambiente, lo que provoca que las comunidades microbianas presentes en
los diferentes ecosistemas estén continuamente expuestas a concentraciones cada vez mayores de
antibiéticos. Esto ha llevado a una evolucidn acelerada y a una expansién del repertorio de genes
de resistencia en bacterias presentes en diversos reservorios naturales (7).

2.2. Bacterias ESKAPE

El resultado de la adquisicion constante de genes de resistencia a antibidticos es la
generacion de patégenos multidrogo-resistentes (MDR), extensamente drogo-resistentes (XDR), e
incluso pandrogo-resistentes (PDR) (9).

Existe un grupo de especies bacterianas causantes de las infecciones multirresistentes mas
comunes y severas, el cual incluye a los patdgenos Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y Enterobacter spp.
Dicho grupo es conocido por el acrénimo ESKAPE, haciendo referencia a la capacidad de sus
integrantes de escapar del efecto de los antibidticos a través de multiples mecanismos de resistencia
(20).

Es importante destacar que los ultimos tres de estos patdgenos, especificamente las cepas
resistentes a carbapenémicos fueron recientemente enlistadas por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) como prioridad critica para la busqueda y desarrollo de nuevos antibiéticos (11).
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2.3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa con forma bacilar, monoflagelada,
anaerobia facultativa, no formadora de esporas y con temperatura 6ptima de crecimiento que va de
los 37 alos 42 °C. (12) Las cepas de esta bacteria presentan genomas de gran tamafio (~5—7 Mpb),
lo que les confiere una alta capacidad metabdlica para producir diversos metabolitos secundarios, y
emplear diferentes fuentes de carbono y aceptores de electrones. Esto hace de esta P. aeruginosa
un microorganismo capaz de crecer en un gran nimero condiciones (13).

P. aeruginosa, ademas de ser un patdgeno de plantas y animales, es un microorganismo
oportunista en los seres humanos capaz de causar un amplio repertorio de infecciones agudas y
crénicas, particularmente en pacientes con un sistema inmune comprometido y quemaduras severas
(12).Tiene una importancia particular ya que es el principal causante de morbilidad y mortalidad en
pacientes con fibrosis quistica, y uno de los principales patégenos nosocomiales que afectan a
pacientes hospitalizados debido a infecciones multirresistentes (12).

2.3.1. Factores de virulencia

P. aeruginosa codifica numerosos factores de virulencia que van desde exotoxinas,
exoenzimas, pigmentos y adhesinas que le permiten colonizar diferentes huéspedes y juegan un
papel importante en el proceso patogénico de la bacteria (14). Cabe destacar que gran parte de la
expresion de los genes de virulencia est4 controlada por el mecanismo de comunicacién celular
denominado quorum sensing, el cual permite el control fenotipico de la poblacién bacteriana (13).

2.3.1.1. Exoenzimas

P. aeruginosa cuenta con sistemas de secrecion que le permiten liberar al medio enzimas
que facilitan la colonizaciéon de sus huéspedes. Esta bacteria puede producir la proteasa alcalina
(AprA) la cual permite contrarrestar la respuesta inmune al degradar proteinas del complemento, al
TNF-a y al IFN-y. Otro grupo de proteasas corresponden a las elastasas Ay B (LasA y LasB) que
degradan elastina, la cual es un componente importante en la estructura del tejido pulmonar y de los
vasos sanguineos (14).

La proteasa IV interfiere con la inmunidad del huésped al degradar moléculas del
complemento, citocinas e inmunoglobulinas, ademas también es capaz de degradar fibrinégeno,
lactoferrina, transferrina, y elastina (15).

La lipasa A es otra enzima extracelular producida por esta bacteria, la cual es capaz de
degradar fosfolipidos como la dipalmitoilfosfatidilcolina la cual es el principal surfactante presente en
los pulmones (14).

2.3.1.2 Toxinas

Las exotoxinas ExoS, ExoT y ExoU son inyectadas al huésped celular mediante el sistema
de secrecion tipo Il (16).

ExoS y ExoT son toxinas bifuncionales que tienen actividad de GTPasa y de transferasa de
ribosil-difosfatoadenosina. Estas toxinas participan en la disrupcién del citoesqueleto de actina del
huésped y de esa manera interfieren con la adhesion celular, e inducen apoptosis en las células del
huésped. ExoU, en cambio, es una potente fosfolipasa que causa muerte celular necrética
rapidamente (17).
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En contraparte, la exotoxina A es liberada al medio por el sistema de secrecion tipo Il; dicha
enzima es capaz de inhibir la sintesis de proteinas del hospedero al catalizar la ADP-ribosilacién del
factor de elongacién (EF-2) e inducir de esta manera la muerte celular programada (18).

2.3.1.3. Pigmentos

La pioverdina es un pigmento fluorescente que se libera al medio y que actia como
sider6foro, es decir, que participa en la captura del hierro (Fe3* principalmente) de la transferrina y la
lactoferrina para promover el crecimiento bacteriano (19).

La piocianina es un metabolito secundario azulado de la familia de las fenazinas que posee
actividad rédox, la cual induce estrés oxidativo en las células del huésped, lo que contribuye a la
citotoxicidad ejercida por P. aeruginosa (20).

2.3.1.4. Adhesinas

Las adhesinas le confieren la capacidad a la bacteria de adherirse a superficies biéticas o
abidticas, y con esto, facilitar la colonizacién, replicacion y obtencién de nutrientes. Existen al menos
tres diferentes factores de adherencia, el pili tipo 1V, el flagelo y el lipopolisacarido (LPS) (12).

El pili tipo 1V es fundamental para la adhesion a las células epiteliales del huésped, ademas
participa en la movilidad sobre superficies, en la formacién de biopeliculas y en la transferencia
horizontal del material genético. El flagelo se requiere para la adhesion a mucina, la motilidad y la
formacién de biopeliculas (12).

El LPS esta constituido por una fraccién lipidica que incluye al lipido A (anclado a la
membrana externa) y una fraccion de oligosacarido que abarca al nicleo del LPS y al antigeno O.
P. aeruginosa tiene la capacidad de sintetizar de manera simultanea dos tipos de antigeno O: el
antigeno comun del polisacarido (CPA), compuesto por un homopolimero de ramnosa, y el antigeno
O-especifico (OSA), que presenta una estructura mas variable entre las diferentes cepas. Ademas
de su funcién de barrera protectora, favorece la formacién de biopeliculas mediante la unién a
superficies celulares especificas (12,73).

Una disrupcién de cualquiera de estas estructuras resulta en una disminucion de la virulencia
(4,12).

2.3.2. Epidemiologia

En 2019, de acuerdo con estimaciones realizadas por una publicacion en la revista Lancet
(21), 1.29 millones de personas murieron debido a la resistencia a los antibidticos. De acuerdo con
la OMS, se estima que para 2050 la cifra podria llegar a 10 millones de muertes cada afio, ademas
de causar un dafio severo a la economia mundial, similar a la crisis global del 2008, afectando
primordialmente a los paises en vias de desarrollo (22).

Si bien no existen cifras oficiales sobre la incidencia y las tasas de resistencia de P.
aeruginosa en aislados clinicos en México, existen algunos trabajos que permiten vislumbrar esta
situacion. De acuerdo con un estudio elaborado por Garza-Gonzalez en donde se recuperaron
aislados clinicos de muestras de aspirado traqueal, lavado alveolar, orina, sangre, liquido
cefalorraquideo y heces de 20 estados en México durante un periodo de seis meses. Se encontrd
gue P. aeruginosa fue el tercer bacilo Gram negativo con mayor numero de cepas aisladas de las
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22493 reportadas, sélo por debajo de E. coli y Klebsiella sp. Cabe mencionar que del total de cepas
donde se detecto resistencia a carbapenémicos, el 40 % correspondié a P. aeruginosa (23).

En 2017 P. aeruginosa causé un estimado de 32,600 infecciones entre pacientes
hospitalizados y 2700 muertes estimadas en Estados Unidos (24).

2.3.3. Resistencia a antibioticos

P. aeruginosa tiene diversos mecanismos mediante los cuales puede resistir la accién de los
antibidticos. Los tipos de resistencia se dividen en intrinseca, adquirida y adaptativa (25).

La resistencia intrinseca se refiere a la habilidad innata que tiene la bacteria para disminuir
la eficacia de un antibiético especifico a través de su propia estructura o caracteristicas funcionales.
En el caso de P. aeruginosa este tipo de resistencia esta dado por la baja permeabilidad de la
membrana externa, la presencia de bombas de eflujo que transportan a algunos antibiéticos fuera
de la célula, y la produccién de enzimas que inactivan o degradan al antibiotico (25, 26).

Laresistencia adquirida es aquella que se obtiene a través de mutaciones o por transferencia
horizontal de genes. Esta resistencia puede causar una disminucién en la incorporacién de
antibiéticos al interior de la bacteria, la modificacion de los blancos moleculares del antibiético, la
sobreexpresion de bombas de eflujo, o la adquisicion de enzimas inactivadoras del antibidtico
(25,26).

La resistencia adaptativa incrementa la supervivencia de la bacteria ante los antibiéticos
debido a cambios en la expresion de proteinas en respuesta a un estimulo ambiental, y es reversible
cuando el estimulo es removido. En P. aeruginosa el mecanismo que describe este tipo de
resistencia es la formacion de biopelicula, la cual consiste en un agregado de microorganismos que
se adhieren unos a otros sobre superficies bidticas o abiédticas, y se encuentran embebidos dentro
de una matriz extracelular polimérica que incluye exopolisacaridos, proteinas, metabolitos e inclusive
DNA extracelular. Las bacterias que crecen en biopelicula son menos sensibles a los agentes
antimicrobianos y a la respuesta inmune del huésped comparado con las células que crecen en
suspension (25).

2.4. Bacteriofagos

Los bacteriéfagos o fagos son virus que infectan bacterias, y como cualquier virus, son
parasitos intracelulares que requieren la maquinaria del huésped para reproducirse (2). Los fagos en
su forma extracelular se denominan viriones y son particulas microscépicas que contienen acido
nucleico rodeado por una cubierta de proteinas denominada capside, y en algunos casos, otras
macromoléculas (2).

Los genomas virales generalmente son pequefios y codifican principalmente para funciones
que los virus no pueden adaptar a sus huéspedes. La mayoria de los fagos descubiertos (> 95 %)
tienen genomas lineales de DNA doble cadena (dsDNA) empacados dentro de una capside
proteinica que contiene una cola. Otros grupos de fagos pueden tener capsides sin cola con
genomas de dsDNA o capsides sin cola con DNA de una sola hebra (ssDNA) o genomas de RNA
(Figura 1) (27).
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Figura 1. Taxonomia de fagos basada en morfologia y composicién del genoma. Tomada y
modificada de Ofir, G., 2018.

Los fagos son las entidades biolégicas mas abundantes que existen, y se estima que exceden
por diez veces la cantidad de bacterias, ademas pueden encontrarse en practicamente cualquier
ecosistema, donde desempefian importantes roles ecoldgicos. Por ejemplo, ademas de directamente
moldear a las comunidades microbianas a través de matar a las bacterias, participan en la
transferencia horizontal de genes entre bacterias (28).

2.4.1. Ciclos de vida

El bacteriéfago comienza el proceso de infeccién con el reconocimiento especifico de un
receptor localizado sobre la superficie bacteriana, seguido de la inyeccién de su material genético.
Posterior a este paso los fagos pueden tener dos ciclos de vida diferentes dentro de su huésped: el
ciclo litico y el ciclo lisogénico (Figura 2) (28). Los fagos que Unicamente pueden establecer un ciclo
litico se denominan virulentos, y aquellos que adicionalmente pueden entrar al ciclo lisogénico se
denominan temperados (2).

El ciclo litico es un ciclo productivo en donde el genoma del fago es inmediatamente replicado
y las proteinas de la capside, de la cola, y las necesarias para la replicacion y sintesis proteica son
sintetizadas usando la maquinaria celular de la bacteria; después el genoma viral es empaquetado
y los viriones ensamblados son liberados tras inducir la lisis bacteriana (28).

El ciclo lisogénico ocurre cuando el genoma del fago es integrado al cromosoma bacteriano
para convertirse en un profago y persistir de esta manera en un estado de latencia que no promueve
la muerte celular o la produccion de viriones. La lisogenia se mantiene por la represion de los genes
liticos, y transita a un ciclo litico cuando determinadas condiciones de estrés celular (como dafio a
DNA) inducen la escision del profago del genoma bacteriano, posteriormente se expresan los genes
liticos que promueven la replicacion del DNA, el ensamblaje de los viriones, el empaqguetamiento del
DNAy la lisis bacteriana (2, 28).

18



i

%]

Lisis Adsorcion e inyeccion del DNA
T
O O 3 Qg Induccién
© /_)W e
OO\
Replicaciony Lisogenia

expresion de genes

Figura 2. Ciclos de vida de los bacteriéfagos. Tomada y modificada de Ofir, G., 2018.

2.5. Fagoterapia

Los bacteriéfagos fueron descubiertos de manera independiente por los cientificos Frederick
Twort y Felix D’Herelle en 1915y 1917, respectivamente. Sin embargo, D"Herelle se adentré a un
estudio mas profundo de la biologia de estos virus, acufié el término bacteriéfago, y ademas
propuso su posible uso en el tratamiento en infecciones (1).

La fagoterapia se define como la administracion de fagos virulentos directamente a un
paciente con el proposito de lisar al patégeno bacteriano que estd causando una infeccion
clinicamente relevante (1). Los primeros reportes de su efectividad arrojaron resultados
prometedores, sin embargo, con el descubrimiento de los antibidticos se perdi6 el interés por el uso
terapéutico de los fagos excepto en algunos lugares del mundo como Georgia (parte de la ex Union
Soviética) y Polonia, donde la fagoterapia continio desarrollandose. Actualmente, en Georgia se
encuentra el Instituto Eliava fundado en 1923, el cual es un referente internacional en el uso de fagos
con fines terapéuticos (29).

Es importante recalcar que para la fagoterapia se requieren exclusivamente fagos virulentos
debido a que los fagos temperados, al integrarse en el genoma del huésped, no destruyen
eficazmente a la bacteria (1) y, ademas, pueden conceder genes que brinden una ventaja al
huésped, como es el caso de toxinas, genes metabdlicos o inclusive genes de resistencia a
antibidticos (28).0Otro punto desfavorable de estos fagos para la terapia es que pueden impedir que
otro fago del mismo tipo invada a la misma célula ya que la naturaleza de los represores de los genes
liticos es similar (68).

2.5.1. Comparacién con los antibiéticos

Algunas de las ventajas de la fagoterapia respecto a la terapia antibiotica es la especificidad
(). Los fagos, salvo algunas excepciones (30), presentan un rango muy reducido de huéspedes
comparado con los antibioticos, los cuales no distinguen entre los diferentes tipos microbianos.

En este sentido, la fagoterapia requiere de antemano saber cual es el microorganismo
causante de la infeccidn y conocer su susceptibilidad a una coleccién de fagos. Por dicha razén, la
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mayoria de las veces se emplea un coctel de fagos, que consiste en una combinacién de fagos
virulentos seleccionados de tal manera que la probabilidad de que alguno infecte al patdgeno sea
elevada (1).

A pesar del bajo nimero de ensayos clinicos realizados, hasta el momento no se han
encontrado efectos adversos graves relacionados con el uso de los fagos, en contraste con los
reportes de alergia de algunos individuos a diferentes familias de antibiéticos (29).

Se sabe que la administracién de fagos estimula la actividad del sistema inmune tanto celular
como humoral sin representar una reaccion inflamatoria importante (31), sin embargo, es posible que
dicha estimulacion sea de relevancia en términos de la biodisponibilidad de los fagos administrados

(D).

La produccién exacerbada de endotoxina debido a la accion de los fagos se ha demostrado
en E. coli que es menor a la producida por antibiéticos beta-lactamicos. (32). En un modelo murino
de neumonia se observd, de manera similar, que los efectos inflamatorios asociados a la fagoterapia
fueron menores que al emplear antibiéticos (33). Sin embargo, en algunos casos clinicos se han
presentado sintomatologias asociadas a respuestas inflamatorias de leves a moderadas, las cuales
no representaron situaciones criticas y en muchos casos culminaron con el éxito de la terapia (34).

Otra gran ventaja de la fagoterapia es el hecho de que los fagos se encuentran en
practicamente cualquier lugar en el cual pueda haber una bacteria (27), esto hace que las
posibilidades de encontrar a un fago capaz de infectar a un patégeno determinado sean muy altas.
Ademas, la capacidad de los fagos de reproducirse de manera exponencial permitiria que una menor
dosis pueda ser administrada en comparacion con un antibiético (1).

Una posible desventaja de la terapia de fagos es el hecho de que las bacterias pueden
generar resistencia a estos mediante multiples mecanismos, pero a diferencia de los antibidticos, los
fagos pueden evolucionar y volver a re-sensibilizar a las bacterias, aunque la relevancia clinica de
esto Ultimo aun queda por ser comprobado (35).

A diferencia de la terapia antibiética, actualmente se cuenta con una pequefa cantidad de
ensayos clinicos correctamente disefiados que prueben la efectividad de la fagoterapia. Esta
escasez de informacion, aunado a la dificultad de estandarizar los criterios de dosis, via de
administracion y otros factores clinicos importantes a tomar en cuenta, hace que la regulaciéon y los
asuntos legales respecto a la propiedad intelectual ain no estén definidos (1).

2.5.2. Casos clinicos exitosos

Si bien existen cécteles de fagos comercializados en Georgia para el tratamiento de algunas
infecciones (29), a la fecha los estudios Fase Ill doble ciego con resultados positivos que hayan
probado de manera concluyente la eficacia y seguridad de esta terapia son escasos (36). La falta de
resultados positivos radica, en mayor parte, en la metodologia experimental establecida por las
entidades regulatorias la cual no contempla la alta especificidad de los bacteriéfagos, y con ello, a
las terapias personalizadas.

En contraste con la idea anterior, el uso de terapias personalizadas de fagos cada vez
presenta una mayor cantidad de reportes de éxito en la literatura, tales como los realizados por un
consorcio belga de instituciones de salud (37), o la Unidad de fagoterapia en Breslavia, Polonia (38).

Uno de los casos clinicos exitosos con mayor alcance mediatico fue el del psicélogo Tom
Patterson, el cual al estar de viaje por Egipto con su esposa (Steffanie Strathdee) contrajo una
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infeccion pancreética necrotizante causada por Acinetobacter baumannii multirresistente, a la cual
los antibidticos suministrados fueron ineficaces para evitar la sepsis (39). Su estado decayo
rapidamente, y en un intento desesperado Steffanie S. contactd a grupos que trabajaban con fagos
en el Centro de Investigacion Médica Naval y la Universidad A y M de Texas en Estados Unidos, los
cuales disefiaron un coctel personalizado a partir de la cepa de su esposo. El uso de dicho coctel
fue aprobado por la Administracién de Medicamentos y Alimentos (FDA), y le fue administrado al
paciente por via intravenosa junto con antibioticos de amplio espectro. Después de 48 horas de
tratamiento las sefiales de mejora fueron evidentes y después de 59 dias de tratamiento pudo
abandonar el hospital.

Ademas de la terapia contra A. baumannii, se han desarrollado cocteles de fagos exitosos
para el tratamiento de Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Proteus mirabilis, Achromabacter xylosoxidans, Enterococcus faecalis, Streptococcus,
Salmonella, Shigella, etc (102,103).

A pesar de que en la literatura se presentan cada vez un nimero creciente de casos clinicos
exitosos, también se han reportado fallas en esta terapia principalmente asociadas a una via de
administracion errénea, disminucién de la biodisponibilidad o purificaciéon inadecuada del coctel de
fagos administrado (34).

2.5.3. Resistencia a bacteriéfagos

Como ya se ha mencionado anteriormente, las bacterias pueden desarrollar resistencia a la
infeccién por los fagos (35). Existen multiples mecanismos de resistencia, los cuales se pueden
clasificar de manera general como los de inmunidad innata, inmunidad adaptativa y los de dormancia
0 induccién de la muerte celular programada.

Los de inmunidad innata comprenden mecanismos que no discriminan entre el material
genético de los invasores, dentro de este grupo se encuentran los sistemas de restriccion -
modificacion (RM) que usan generalmente a la metilacion para distinguir entre el genoma bacteriano
y el del invasor (40). La inmunidad adaptativa permite memorizar encuentros previos con agentes
infecciosos al incorporar pequefios fragmentos de DNA del invasor en el genoma del huésped, y
poder en infecciones posteriores, degradar el material genético del invasor, tal es el caso del sistema
CRISPR-Cas (27).

Por dltimo, entre los mecanismos de muerte celular programada o dormancia se encuentran
los sistemas de infeccién abortiva, los cuales son muy variados y se activan por diferentes estimulos
(40). Ademas, pueden inducir un estado de latencia en la bacteria, o bien, la muerte celular, y de esa
manera evitan la propagacion del fago en la poblacion (40). Aunado a estos, existen otros
mecanismos que dependen de la adquisicién de mutaciones en los genes que codifican para los
receptores del fago en la bacteria, entre otros que aun quedan por ser elucidados (40).

2.5.3.1. Mutacion o pérdida de las estructuras que contienen al receptor

De manera tedrica cualquier estructura ubicada en la superficie de la bacteria puede ser
utilizada como receptor por el fago para reconocer al huésped; se ha reportado la presencia de
receptores en el lipopolisacarido, en la capsula, en el flagelo, en el pili e inclusive en porinas (41).

El principal mecanismo de resistencia que tienen las bacterias ante la infeccién por un fago
es la mutacion o pérdida de la estructura que contiene al receptor localizado en la superficie celular
(42), (Figura 3). Dichos procesos generalmente se asocian a un costo: la pérdida de adecuacién o
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fitness bacteriano. (43). Esta pérdida de adecuacion bacteriana puede consistir en una disminucion
de la virulencia, incapacidad de usar determinados nutrientes y/o la re-sensibilizacién a determinados
antibiéticos (1).

En clonas resistentes a fagos que usan el pili o el LPS como receptores bacterianos se ha
reportado una disminucion en la capacidad de formacién de biopeliculas y de la movilidad (1), asi
también en clonas resistentes a fagos flagelotrépicos se ha descrito la pérdida de la movilidad (44).
También, se ha reportado que las clonas resistentes a fagos cuyo receptor son porinas pueden tener
defectos de crecimiento al no ser capaces de asimilar algunos nutrientes o inclusive evitar la
captacion de micronutrientes como hierro (45).

Otro ejemplo de esta pérdida de fitness consiste en la resistencia de P. aeruginosa al fago
OMKO1 donde las clonas resistentes restauran la sensibilidad a antibiéticos debido a que éstas dejan
de expresar las bombas de eflujo de antibioticos MexAB y MexXY que actlan como receptor del
virus (2)(46).

Gordillo, et.al. reportd un caso similar (3), donde cepas de A. baumannii resistentes a dos
fagos cuyos receptores se encontraban en la capsula, presentaron pérdida de esta estructura, lo que
llevd a una disminucion de la virulencia in vitro e in vivo, susceptibilidad al sistema inmune y a la re-
sensibilizacion a algunos antibiéticos a los que originalmente eran resistentes.

En resumen, la evolucién natural del fago y la bacteria es un fenédmeno del cual se puede
tomar ventaja durante la terapia, al generar clonas con una virulencia atenuada o sensibles a
antibiéticos. Respecto al Gltimo punto se ha propuesto el uso de una terapia combinada de fagos con
antibiéticos (1).

Sensibilidad a fagos
Resistencia a antibiéticos Antigeno O Polisacarido Polisacarido
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Figura 3. Posibles escenarios de la resistencia a bacteriéfagos. ME significa membrana externa y
AB antibiéticos. Tomada y modificada de Mangalea, M. R., 2020.
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3. JUSTIFICACION

Hoy, a menos de un siglo del descubrimiento de los antibi6ticos, el sistema de salud se
enfrenta a la amenaza global de la resistencia microbiana a estas sustancias. Esta situacion urge a
un desarrollo, estandarizacion e implementacién de nuevas estrategias terapéuticas en contra de
agentes infecciosos relevantes en la clinica como Pseudomonas aeruginosa, la cual ha sido enlistada
por la OMS como una prioridad para llevar a cabo estas tareas.

Una de estas estrategias terapéuticas alternativas es la fagoterapia, la cual consiste en la
aplicacion de fagos virulentos directamente a un paciente con el propdsito de lisar al patégeno
bacteriano que esta causando una infeccion clinicamente relevante.

Las bacterias son capaces de generar resistencia en contra de los fagos por mdltiples
mecanismos, uno de los principales es la mutacién o pérdida de la estructura que contiene al receptor
del fago localizado en la superficie celular. Una pérdida de estructuras como el pili, flagelo, LPS u
otras proteinas de membrana externa se ha documentado puede causar una disminucion en la
virulencia, y en algunos casos, re-sensibilizacion a los antibiéticos.

Por dicha razén, el presente proyecto ademas de enfocarse en el aislamiento y
caracterizacion de fagos con potencial terapéutico contra P. aeruginosa, también pretende evaluar
la virulencia in vitro e in vivo, y la posible re-sensibilizacién a los antibidticos de clonas de P.
aeruginosa resistentes a la infeccion por los fagos.

4. HIPOTESIS

Debido a que generalmente la resistencia a los bacteriéfagos se asocia a pérdidas del fitness
bacteriano, se propone que las clonas de P. aeruginosa resistentes a los fagos de nuestra coleccion
presentaran una disminucién de su virulencia in vitro e in vivo y se sensibilizaran a los antibidticos.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General

Determinar si clonas resistentes de P. aeruginosa a bacteriéfagos con potencial terapéutico
presentaran una disminucién en su virulencia in vitro e in vivo.

5.2. Objetivos especificos

- Caracterizar, amplificar y extraer el DNA gendémico de una coleccion de fagos del Centro de
Ciencias Genomicas.

- Aislar bacteri6éfagos de fuentes naturales, caracterizarlos y extraer el DNA gendémico.

- ldentificar mediante secuenciacion fagos liticos con potencial uso terapéutico.

- Obtener y caracterizar clonas de P. aeruginosa (PAl4 y cepas MDR) resistentes a la infeccion
por fagos.

- Evaluar la produccién de piocianina, actividad caseinolitica, movilidad, formacion de biopeliculas
y sensibilidad a los antibiéticos de las clonas resistentes de P. aeruginosa.
- Evaluar la virulencia in vivo de algunas clonas resistentes empleando a Galleria mellonella.
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6. METODOLOGIA
6.1. Cepas utilizadas
Se emplearon las cepas de la Tabla 1. Las cepas PAO1 y PA14 pertenecen a la coleccion

del Dr. Thomas K. Wood de la Universidad Estatal de Pennsylvania, mientras que las cepas clinicas
provienen de la coleccion de la Dra. Rosario Morales Espinosa de la Facultad de Medicina de la

Universidad Nacional Auténoma de México.

Tabla 1. Cepas empleadas

Cepa Descripcién Referencia
Pseudomonas aeruginosa PAO1 Cepa de referencia 47)
Pseudomonas aeruginosa PA14 Cepa de referencia (48)

Pseudomonas aeruginosa RME 22

Pseudomonas aeruginosa RME 58
(NUumero de acceso
JAVCY1000000000)

Pseudomonas aeruginosa RME 60

Aislados clinicos MDR de pacientes con
neumonia de la Unidad de Cuidados
Intensivos  (UCI) del Hospital de
Especialidades Centro Médico Nacional
Siglo XXI.

Este trabajo.

Pseudomonas aeruginosa RME 66

Pseudomonas aeruginosa RME 75
(NUmero de acceso
JAVCYJ000000000)

Pseudomonas aeruginosa RME 101

Pseudomonas aeruginosa RME 118

Pseudomonas aeruginosa RME 124

Pseudomonas aeruginosa RME 125

Pseudomonas aeruginosa PAl14 | Mutante con alteraciones en los (49)
AlasR ArhIR principales reguladores de quorum
sensing.

Escherichia coli O157:H7 Unpublished
“Bacteriophage
AR1 insensitive
E. coli O157:H7
mutants”

6.2. Fagos utilizados

El Dr. Daniel Cazares del Centro de Ciencias Gendmicas realizé la donacién de los fagos
liticos PaMx12 y PaMx74, ademas de ocho muestras que contenian posibles fagos liticos, de las
cuales se lograron aislar los fagos con nomenclatura DCL presentes en la Tabla 2. Los deméas fagos
de la tabla fueron aislados en el presente trabajo. El fago JBD30 fue usado como control en los
ensayos de resistencia cruzada, pues es un fago temperado cuyo receptor es el pili tipo IV (50).
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Tabla 2. Coleccion de fagos utilizada en este estudio

Fago Cdédigo Lugar de aislamiento
PaMx12 (NCBI 1 Aguas residuales en Guanajuato, México (51)
JQ067088.1)
PaMx74 (NCBI 2 Aguas residuales en Jalisco, México (51)
NC_028809.1)
¢DCL-PA9 3 Rio contaminado en Ticoman, Ciudad de México
¢DCL-PAS 4 Rio contaminado en Ticoman, Ciudad de México
¢DCL-PA6 (5/9/10) Rio contaminado en Morelos (Temixco), México
(OR436899)
¢DCL-PA6a 6 Rio contaminado en Morelos (Temixco), México
¢DCL-PA4 7 Aguas residuales en Morelos (Cuernavaca), México
¢DCL-PA7 8 Rio contaminado en Morelos (Temixco), México
FRN1 Rio contaminado en Naucalpan, Estado de México
FRN2 Rio contaminado en Naucalpan, Estado de México
X Rio contaminado en Xochimilco, Ciudad de México
CE Muestra de lodo en cerro de La Estrella, Ciudad de México
Acap Agua de mar en Guerrero (Acapulco), México
Fuentes Agua del Parque Nacional Fuentes Brotantes, Ciudad de México
Rev Agua de mar en Guerrero (Acapulco), México
Med Agua de mar en Baja California Sur (Los Cabos), México.
JBD30 (NCBI JX434032.1)

Profago de cepas ambientales de P. aeruginosa.

6.3. Medios de cultivo

Para el crecimiento de P. aeruginosa se prepar6é medio de cultivo LB en diferentes
presentaciones disuelto en agua destilada, cuya composicién se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 3. Composicién del medio LB en g/L

Medio Caldo LB Agar LB Agar suave (top agar)

Extracto de Levadura 5 5 5
(DIBICO 3003-E)
Triptona (OXOID 10 10 10

CM0087B)
NaCl (Meyer 6855) 10 10 10
Agar (Bioxon 215000) - 12 5
Los medios se esterilizaron por autoclave durante 20 minutos a 15 libras de presion a 121°C.

Para la prueba de swarming (Véase Ensayo de Movilidad tipo swarming) se empled el

medio minimo M8, el cual se prepar6 a partir de diferentes soluciones stock mostradas en la Tabla
4 usando agua destilada. En la Tabla 5 se indica la composicion del medio M8.
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Tabla 4. Soluciones stock para la elaboracién de medio minimo M8
Componente Reactivo g/L
Sales M8 5X 30 g NazHPO4 (Meyer 2405)
15 g KH2PO4 (Meyer 6575)
2.5 g NaCl (Meyer 6855)
100 g casaminoacidos (Bacto ™ 223050)
120.4 g MgSOa4 (Meyer 1605)
100 g glucosa (Sigma G8270)
5 g agar en 800 mL (Bioxon 215000)

Casaminoacidos 20%
MgSOa4 1M
Glucosa 20 %
Solucion de Agar

Los diferentes componentes del medio M8 fueron esterilizados por separado durante 20
minutos a 15 libras de presion a 121°C a excepcion de la solucion de glucosa la cual se esterilizd
por filtracion empleando filtros de 0.22 um (Millex SLGV033RB).

Tabla 5. Composicién del medio M8 a partir de las soluciones stock

Componente Composicion para 1 L
Solucion de Agar 800 mL
Sales M8 5X 200 mL
MgSOa4 1M 1mL
Glucosa 20 % 10 mL
Casaminoécidos 20% 25 mL

Una vez esterilizados, los componentes fueron afadidos secuencialmente y en agitacion
sobre la solucién de agar y al alcanzar una temperatura de aproximadamente 55°C el medio fue
vertido sobre placas con pozos de 3 mL (Corning™ 3506) y se dej6 secar a temperatura ambiente
por 40 minutos.

6.4. Elaboracién de precultivos

Las cepas almacenadas en glicerol al 15% y en ultracongelaciéon se estriaron por
agotamiento en agar LB y se incubaron a 37 °C en incubadora estatica (Shaker Luzeren®) por 24
horas. Se prepararon cultivos de una noche, por lo que se inocul6é una colonia aislada en 3 mL de
medio LB y se incubd de 12 a 20 horas a 37 °C en agitacion a 200 r.p.m. Después, se midi6 la D.O.
(600 nm) del cultivo, y con base en el resultado, se calculé el volumen necesario para preparar 5 mL
de un cultivo en caldo LB a una D.O. (600 nm) inicial de 0.05. Finalmente, se incub6 de 3 a 4 horas
a 37 °C y 200 r.p.m. hasta llegar a un valor de D.O. entre 0.5y 0.7.

6.5. Determinacion del rango de hospedero (Spot test)

Se mezclaron 100 ul del precultivo de la cepa a probar con 4 mL de agar LB suave (0.5 %)
previamente derretido y a una temperatura aproximada de 45 °C. Se homogenizé con ayuda de un
vortex y el contenido fue vertido sobre una caja de agar LB.

Una vez solidificado, se gotearon 5 pL de cada suspension de fagos sobre la capa de doble
agar, se dej6 absorber, y se incubé de 12 a 20 horas a 37 °C en incubadora estatica. Se
inspeccionaron las cajas en busca de zonas claras de lisis y se registro el resultado con fotografia.

26



Se determin6 que un huésped es sensible a un fago cuando se observe una zona clara de lisis;
ligeramente sensible cuando se aprecia una disminucién en la densidad del cultivo sin observar una
zona clara de lisis; y resistente cuando no se observe sefal de lisis.

Para la determinacion preliminar del rango de huéspedes se emplearon 5 pL del stock (titulo
no conocido). Sin embargo, para la determinacion final del rango de huéspedes se gotearon 5 L de
una solucion con al menos 108 UFP/mL (3).

6.6. Amplificacién de fagos

A 10 mL de un precultivo del huésped bacteriano a una D.O. (600 nm) de 0.5 con 1mM de
MgSOa4 (Meyer 1605) y CaClz (Meyer 5800) se adiciono el stock de fagos a amplificar (~108 UFP/mL)
a una MOI (multiplicidad de infeccion) de 0.1-1 (la MOI es la relacién entre la cantidad de fagos
respecto a la de bacterias). En caso de no contar con dicho titulo se podra afadir la cantidad
disponible, o bien, con ayuda de una punta de pipeta estéril se puede tocar una UFP aislada del fago
que se desee amplificar y agitar ligeramente dentro del precultivo.

En caso de que la MOl se encuentre entre 0.1y 1 se dejo en incubacién a 37 °C con agitacion
(200 r.p.m.) por 6 horas, en caso de que sea menor, se dejé incubar durante 24 horas en esas
mismas condiciones. Después, el cultivo fue centrifugado a 11 800 r.p.m. por 5 minutos para eliminar
los remanentes de bacterias y restos celulares, dicho procedimiento fue repetido hasta no observar
sedimento. Por dltimo, el sobrenadante se filtr6 con filtros de 0.22 um (Millex SLGV0O33RB), y se
depositd en un tubo de vidrio estéril con tapa.

6.7. Estimacién del titulo de fagos

Se realizaron diluciones decimales seriadas a partir de un stock de fagos usando solucién
salina estéril (0.9 %) y se gotearon 5 uL de cada una de ellas en una caja con doble agar de LB que
contenga al huésped indicado (de acuerdo con la metodologia 6.5).

Una vez absorbidas las gotas, la placa se incubé 24 horas a 37 °C en incubadora estatica.
Se inspeccionaron las cajas en busca de la dilucién donde se observaran unidades formadoras de
placa (UFP) contables para estimar el titulo del stock de fagos.

6.8. Aislamiento de Unidades Formadoras de Placa (UFP)

Una vez estimada la dilucion del bacteri6fago donde se observan UFP contables, se
mezclaron 100 ul de un precultivo a una D.O. (600 nm) de 0.5 a 0.7, 4 mL de agar LB suave (0.5 %)
previamente derretido (45 °C aproximadamente) y 5 uL de la dilucién de fago antes mencionada. Se
homogenizoé con vértex y el contenido fue vertido en una caja con agar LB. La placa se incub6 24
horas a 37 °C en incubadora estética. Al inspeccionar la caja es posible observar la morfologia de
las placas liticas.

6.9. Purificacién de fagos por estriado

A partir de una UFP aislada se realizé un estriado por agotamiento sobre una caja de agar
LB usando puntas para micropipeta, cambiando de punta en cada trazo del estriado (Figura 4). Por
otra parte, se mezclaron 100 ul del precultivo de la respectiva cepa huésped a una D.O. (600 nm) de
0.5a 0.7 con 4 mL de agar LB suave (0.5 %) previamente derretido y a una temperatura de 45 °C
aproximadamente. Se homogenizé con ayuda de un vértex, el contenido fue vertido lentamente sobre
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la caja del estriado con ayuda de una pipeta y se dej6 solidificar. Al inspeccionar la caja es posible
observar UFP aisladas, las cuales pueden someterse al mismo procedimiento, o bien, amplificarse.

F

D

9

PFU aislada Estriado con punta
de micropipeta
Figura 4. Técnica de estriado en la purificacién de bacteri6fagos.

6.10. Aislamiento de bacteri6fagos

Se centrifugé 1 mL de una muestra de agua a 11 800 r.p.m. por 5 minutos (Corning LSE),
los sobrenadantes se filtraron con filtros de 0.22 um (Millex SLGV0O33RB) y se afadieron a un
precultivo del huésped de interés que contenia 1mM de MgSO4y 1mM CaClz y cuya D.O. (600 nm)
fuera de 0.5. El precultivo se incub6 24 horas a 37 °C y a 200 r.p.m.

Una vez transcurrido el lapso, el cultivo fue centrifugado a 11 800 r.p.m. por 5 minutos para
eliminar los remanentes de bacterias y restos celulares, dicho procedimiento fue repetido hasta no
observar sedimento. Por Ultimo, el sobrenadante se filtr6 con filtros de 0.22 um, y el filtrado fue
depositado en un tubo de vidrio estéril con tapa.

De haber fagos en la muestra de agua, el filtrado contendra una mezcla de los fagos que
infectan al huésped de amplificacion, por lo que debe purificarse.

6.11. Aislamiento de clonas resistentes a lainfeccién por el fago

Se realiz6 un tapiz bacteriano, para el cual se mezclaron 100 ul del precultivo de interés a
una D.O. (600 nm) de 0.5 con 4 mL de agar LB suave (0.5 %) previamente derretido y a una
temperatura de 45 °C. Se homogenizé con vortex, el contenido fue vertido sobre una caja de agar
LB y se dejo solidificar.

Una vez solidificado, se gotearon 25 pL del stock del fago purificado (Titulo > 108 UFP /mL),
se dej6é evaporar y se incub6 a 37 °C por una noche (3). Se seleccionaron las UFC aisladas que
hayan crecido dentro de la zona de lisis y se estriaron en una caja de agar LB, se incub6 a 37 °C
durante la noche y al siguiente dia se repiti6 el estriado.

A partir de una UFC aislada del ultimo estriado se realizaron precultivos en caldo LB, de los
cuales 800 ul se mezclaron con 400 ul de glicerol estéril al 50 % en un tubo de taparrosca estéril.
Los tubos se almacenaron a -70 °C. La resistencia de las clonas aisladas fue verificada mediante
curvas de crecimiento y ensayos de resistencia cruzada. La representacion grafica de la metodologia
anterior se encuentra en la Figura 5.
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Figura 5. Procedimiento para el aislamiento de clonas resistentes a la infeccién por fagos.

6.12. Curvas de crecimiento

En placas de 48 pozos (Corning™ 3548) se colocaron 500 pL de un precultivo de P.
aeruginosa crecido en LB a una D.O. (600 nm) de 0.2. Posteriormente, en caso de requerirse, se
agreg6 una determinada cantidad de bacteriéfago a la proporciéon requerida por el experimento. La
placa se coloco en el lector VICTOR® Nivo™ con agitacion orbital a 600 r.p.m. y a 37 °C tomando
lecturas cada 30 minutos por 10 horas.

6.13. Extraccion y secuenciacion de DNA de bacteri6fagos y bacterias

Para la extraccion del DNA viral se colocé 1 mL de un stock de fagos purificado con un titulo
de al menos 101° UFP/mL (52) en un tubo eppendorf con 111 L de buffer DNasa | 10 x (100 mM
Tris HCI pH 7.5, 25 mM MgClz, y 5 mM CaClz), 1.5 pL de RNAsa | (Thermo Scientific™ EN0601) (30
pg/mL) y 3 pL de DNAsa | (Thermo Scientific™ EN0521) (30 pg/mL) para degradar los acidos
nucleicos contaminantes, y se incubd por una noche a 37 °C. Después, se incub6 a 65 °C por 15
minutos para inactivar a las enzimas.

Se transfirieron 330 pL del lisado a un tubo nuevo y se afiadié 1.0 mL de acetona (Meyer
0025) fria. Se homogeniz6 con el vértex por 2 minutos para precipitar las proteinas del medio y se
centrifugdé a 10 400 r.p.m. por 2 min. Se decant6 el sobrenadante y sobre el botén de proteinas
precipitadas se repitié el proceso hasta terminar el mililitro de stock de fagos empleado. Finalmente
se dej6 evaporar la acetona residual a temperatura ambiente. El pellet se resuspendio en el buffer
de elucion del Kit de extraccion de DNA Miniprep plus kit, de BIAYS BioAdvanced Systems® y se
siguieron las indicaciones del fabricante para la extraccion del DNA. El material genético se eluy6
usando 50 uL de agua libre de nucleasas a 70 °C. El DNA se almacené a -20 °C.

En cambio, el DNA gendmico bacteriano se obtuvo a partir de cultivos de una noche crecidos
en medio LB usando el kit de extraccion de DNeasy UltraClean Microbial Kit (Qiagen, Hilden,
Germany). Este Gltimo procedimiento se llevo en el laboratorio del Dr. Toshinari Maeda del Instituto
de Tecnologia Kyushu, Japon. La pureza y concentracion del DNA fue determinada mediante el uso
del NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer), y la integridad se verificé tras correr un gel de agarosa
al 0.8 % a 100 V y tefiirlo con bromuro de etidio.
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En colaboracion con la Dra. Clara Estela Diaz de la FES-Iztacala y el Dr. Toshinari Maeda
se realizaron las librerias de secuenciacion de las muestras de DNA usando el kit Nextera XT DNA
Sample Prep con adaptadores TruSeq HT (lllumina, San Diego CA, USA) para su identificacion, y
también se realizé la secuenciacion de las librerias usando la tecnologia MiSeq de lllumina. Los
datos se procesaron usando el programa Trimmomatic v.0.39 program (53).

6.14. Andlisis Bioinformatico de la secuenciaciéon

Una vez obtenidos los archivos FastQC de los genomas virales y bacterianos se realiz6 el
control de calidad de las secuencias. Para esto, se removieron las bases con un nivel de calidad
Phred menor a 20, y se recortaron los primeros y los Ultimos 15 nucleétidos de cada lectura obtenida.

En el caso de los genomas de fagos, el ensamblaje se realizé con el programa SPAdes
v3.13.0 (54) usando el tamafio de k-mero propuesto por el software KmerGenie (55) para cada
secuencia. Después, el genoma se anot6é usando el software DNA Master (56), complementado por
la anotacion manual usando herramientas de apoyo como Blastp (57) y HHpred (58) para detectar
dominios de proteinas. Finalmente, con la herramienta “SnapGene software (www.snapgene.com)”
se realizaron los mapas gendmicos correspondientes.

Para el caso de los genomas bacterianos, estos fueron ensamblados y anotados usando la
plataforma BV-BRC (59). Posteriormente se realiz6 un analisis de variantes en la misma plataforma,
donde se compararon los genomas de las clonas resistentes a los fagos contra el genoma de la cepa
PA14 WT en busqueda de mutaciones.

6.15. Ensayo de Restriccion

En un tubo de PCR se colocaron 15 L de agua libre de nucleasas, 2 pL de Buffer Cutsmart,
3 uL de DNAy 1 pL de la enzima EcoRI (New England Biolabs R0101S). Se incub6 10 horas a 37
°Cy el producto se corrié en un gel de agarosa al 1 %.

6.16. Curvas de adsorcién

Se realizé una dilucion 1:100 de un cultivo de una noche de la cepa huésped del fago a
evaluar en 20 mL de LB con 1 mM de CaClz, el cual se dejé crecer en agitacion y a 37 °C hasta llegar
a una D.O. (600 nm) de 0.2. Posteriormente, a temperatura ambiente y sin agitacion se infect6 el
cultivo con el fago a evaluar a una MOI de 0.01 y se homogeniz6 brevemente. Después, 1 mL del
cultivo se coloc6 en un tubo eppendorf (previamente preparado con 10 pL de cloroformo y en hielo),
se homogeneizé en voértex y se colocd nuevamente en hielo. El proceso de muestreo se repitié cada
2 minutos por 20 minutos. El matraz siempre debe permanecer inmévil sobre la mesa.

Después, las alicuotas fueron centrifugadas a 12 000 r.p.m. por 5 minutos. Finalmente, se realizaron
diluciones seriadas de las alicuotas para cuantificar el nimero de particulas virales.

6.17. Curva de crecimiento “One Step”

Se realizé una dilucién 1:100 de un cultivo de una noche de la cepa huésped del fago a
evaluar en 10 mL de LB con 1mM de CacClz, el cual se dejé crecer en agitacion y a 37 °C hasta llegar
a una D.O. (600nm) de 0.2. Posteriormente se tomaron dos alicuotas de 1 mL del cultivo bacteriano
a las cuales se afiadid el fago a evaluar a una MOI de 0.01 y se incubd (sobre la mesa de trabajo y
a temperatura ambiente) por el tiempo de adsorcién que fue determinado en el experimento anterior.
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El tiempo de adsorcién determinado experimentalmente para los fagos ¢DCL-PA6 y ¢DCL-PA6Ga fue
de 10 minutos en ambos casos.

Transcurrido el tiempo de incubacion, los tubos se centrifugaron a 8 100 r.p.m. por 10
minutos, se removi6 el sobrenadante y se resuspendié el contenido en 1 mL de medio LB. Este paso
se repitié de nuevo para eliminar los fagos que no se hayan adsorbido a las bacterias.

Después se transfirieron 20 yL de la suspension de bacterias con fagos adsorbidos a un
matraz con 20 mL, se mezclé perfectamente, y se incubd a 37 °C en agitacién por 70 minutos. A
partir de este punto y cada 10 minutos se tomaron alicuotas de 1 mL y se depositaron en tubos
eppendorf en hielo. Finalmente, se realizaron diluciones seriadas de las alicuotas para cuantificar el
ndmero de particulas virales.

El burst size fue determinado como el cociente del nimero de fagos libres en la meseta final de la
curva entre el nimero de fagos de la meseta inicial (60).

6.18. Microscopia electronica

El stock de fagos liticos fue precipitado a 3500 r.p.m. por 40 minutos a 4 °C y resuspendidos
en buffer SM (0.1 M NaCl, 1 mM MgSQag, 0.2 M Tris-HCI, pH 7.5) (61). Finalmente, las soluciones de
fagos fueron tefiidas negativamente con acetato de uranilo (1 %) antes de ser analizados por
microscopia electrénica de transmision con un JEOL JEM-1011. Esto se realizd en colaboracién con
la Dra. Maria del Mar Tomas Carmona del Complejo Hospitalario Universitario de A Corufia.

6.19. Evaluacion de la produccién de piocianina

Se centrifugé 1 mL de un cultivo de una noche de la bacteria a evaluar a 13 100 r.p.m. por
un minuto, se adicionaron 400 pL del sobrenadante en tubos cénicos de 1.5 mL con 210 uL de
cloroformo (Meyer 1050); cada tubo se mezclé en vértex por 1 minuto. Los tubos se centrifugaron 5
minutos a 13 100 r.p.m. y 150 pL de la fase organica (parte inferior del tubo) se deposit6 en otro tubo
con 400 uL de HCI 0.1 N. Se mezclé en vértex por 1 minuto y se volvieron a centrifugar los tubos a
13 100 r.p.m. por 1 minuto. Finalmente, se midié la densidad 6ptica de la fase acuosa (parte superior
del tubo) a 492 nm en el lector de placas VICTOR® Nivo™. A partir de los valores de absorbancia
se determiné la concentracion de piocianina usando el coeficiente de extinciébn molar de 17.072 L
mol~tcm™ (62). Los resultados se reportaron como el cociente de la concentracion de piocianina
entre la D.O. a 600 nm (crecimiento bacteriano). Se realizaron tres réplicas biolégicas, cada una por
triplicado.

6.20. Evaluacion de la actividad caseinolitica

Se centrifugd a 13 000 r.p.m. por un minuto 1 mL de un cultivo de una noche de la cepa a
evaluar. En un pozo de una placa de 96 pozos se adicionaron 5 pL del sobrenadante obtenido con
100 pL de la solucion substrato (azocaseina 1.25 % disuelta en buffer de proteasa (Tris base 20 mM,
CaCl2 1 mM, pH 8.0 ajustado con HCI concentrado), se homogeniz6 levemente y se incub6 a 37 °C
por 40 minutos en condiciones estaticas.

Pasado el tiempo, se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 mL 50 L del contenido del pozo
y 200 pL de HNOs al 1 %, se homogeneizaron en vértex y se centrifugaron por 5 minutos a 13 000
r.p.m. Se mezclaron 50 pL del sobrenadante obtenido y 150 uL de NaOH al 0.5 % en una placa de
96 pozos vy, finalmente, se midié la densidad 6ptica a 405 nm en el equipo VICTOR® Nivo™ Los
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resultados se reportaron como el cociente entre la D.O. a 405 nm entre la D.O. a 600 nm (crecimiento
bacteriano). Se realizaron tres réplicas biolégicas, cada una por triplicado.

6.21. Evaluacion de la formacién de biopelicula

Se inocularon placas de 48 pozos estériles con cultivos de una noche de las cepas a evaluar
en medio LB, a manera de que el volumen final fuera 500 pL y D.O. inicial del cultivo fuera de 0.2.
Los pozos de los extremos laterales que solo contenian medio LB sirvieron como control negativo
(Figura 6). La placa se incub6 en condiciones estaticas a 37 °C por 24 horas.

2 3 4 5 6 7

—
5
(
(
(
(
@)

Figura 6. Placa de 48 pozos para la evaluacion de la formacién de biopeliculas.

O_‘

Control negativo

AN A A W

'Tl m OO w >»
SN INE I NG
NNA A A

®

Después, se midié el crecimiento bacteriano de cada uno de los pozos a 600 nm. De manera
cuidadosa se retir6 el sobrenadante, se realizaron dos lavados con agua destilada y sobre papel
absorbente se retir6 el exceso de agua. Las biopeliculas fueron fijadas con metanol absoluto durante
20 minutos, se retird y se dej6 evaporar. Se afiadieron 600 pL de cristal violeta al 1.0 % a cada pozo
y se incubd la placa por 40 minutos a temperatura ambiente. El cristal violeta fue retirado, se
realizaron dos lavados secuenciales con agua destilada para eliminar el cristal violeta excedente y
se seco la placa con ayuda de papel absorbente. Se afiadieron 600 pL de etanol al 96 % para disolver
el cristal violeta adherido a las biopeliculas y se dej6 incubar por 20 minutos. Finalmente se midid la
absorbancia a 570 nm. Los resultados se reportaron como el cociente entre la D.O. de biopelicula a
570 nm sobre la D.O. a 600 nm (crecimiento bacteriano). Se realizaron tres réplicas bioldgicas, cada
una por triplicado.

6.22. Ensayo de movilidad tipo swarming

Se centrifugaron a 13 100 r.p.m. por cinco minutos 500 L de cultivos de una noche de las
cepas a evaluar. Posteriormente, el botdn de células fue lavado por duplicado con agua destilada
estéril y finalmente fue disuelto en 500 uL de agua destilada. A partir de esta suspensién de células
se realiz6 una solucién con una densidad 6ptica inicial de 0.08.

Sobre el medio M8 depositado sobre las placas con pozos de 3 mL, se inocul6 en el centro
de cada pozo 2.5 pL de la respectiva cepa a evaluar sumergiendo ligeramente la punta dentro del
agar. Se dejo evaporar, se incub6 a 37 °C por 24 horas en condiciones estaticas y se tomo fotografia
del fenotipo observado.

Los datos se reportaron como el porcentaje de area cubierta por la bacteria respecto al area total de
la placa. Para esto se empled el software de Image J y los datos se procesaron tal como se indica
en la referencia 63. Se realizaron tres réplicas biolégicas, cada una por triplicado.
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6.23. Antibiogramas

Las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) fueron determinadas empleando el método
de microdilucion (VITEK®) usando antibidticos relevantes en el tratamiento de P. aeruginosa
(amikacina, ceftazidima, ciprofloxacino, colistina, gentamicina, levofloxacino, meropenem, vy
piperacilina/tazobactam) a concentraciones que van de los 0.062 a 64 pg/mL para todos los
antibioticos exceptuando a piperacilina/tazobactam (0.125/4 - 128/4 ug/mL). Los procedimientos
experimentales y los valores de CMI fueron determinados de acuerdo con las recomendaciones del
CLSI (64).

Los datos se reportaron como un mapa de calor del cambio logaritmico en base 2 de la concentracion
minima inhibitoria de las clonas a evaluar respecto a las cepas nativas.

6.24. Ensayo de virulencia in vivo con Galleria mellonella

Se seleccionaron larvas de Galleria mellonella de tamafio homogéneo con un peso de al
menos 26 mg, las cuales fueron infectadas con 20 yL de una suspensién bacteriana de 103 UFC/mL
(~20 UFCl/larva) empleando una jeringa de 1 mL. Las larvas infectadas fueron incubadas 5 dias a 37
°C, y cada 24 horas se tomé registro de su condicién de viva o muerta. Cada experimento se realizd
en al menos 20 larvas. El control positivo consistid en la respectiva cepa nativa de P. aeruginosa
(PA14, RME58 o RME75), mientras que, como control negativo las larvas fueron inoculadas con
solucién salina.
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7. RESULTADOS

7.1. Determinaciéon preliminar del rango de huéspedes de las muestras de fago
donadas

Se determind el rango de infeccién preliminar de las 10 muestras de fago donadas por
nuestro colaborador del Centro de Ciencias Gendmicas contra las cepas de referencia PAOly PA14,
esto con la finalidad de purificar y amplificar los fagos ahi presentes. Cabe destacar que las muestras
rotuladas como 1y 2 corresponden a los fagos liticos PaMx12 y PaMx74 (Tabla 6), mientras que el
resto (3—10) corresponden a fagos no caracterizados, algunos obtenidos de diferentes regiones de
un mismo sitio, por lo que es posible que algunas muestras contengan mas de un fago o el mismo
fago.

A continuacidn, se presentan las fotografias de las placas, donde cada nimero corresponde
a una muestra diferente y (-) corresponde al control negativo que fue solucion salina estéril.

Figura 7. Spot test para la cepa Figura 8. Spot test para la cepa
PA14. Sensible a las muestras 1, PAOL1. Sensible a fagos 1 vy 8.
2,3,6,7 8,9, 10. Ligeramente Ligeramente sensible a los fagos
sensible al fago 5. 4y5.

A partir de los resultados anteriores se elabor6 la Tabla 6 que resume el rango de infeccion
preliminar de la coleccion de fagos.

Tabla 6. Rango de huéspedes preliminar de la coleccion de fagos donada.

Muestra

- Sensible |:| Ligeramente sensible - Resistente
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De acuerdo con los resultados de la tabla 6, las muestras de fago pueden purificarse y
amplificarse usando alguna de las cepas de referencia. Una vez que se obtenga un stock de fagos
purificados con un titulo de al menos 108 UFP/mL se evaluara el rango de huéspedes usando una
coleccién de cepas MDR de P. aeruginosa.

Debido a que la cantidad de fago era escasa, las muestras se amplificaron usando los
huéspedes determinados anteriormente para el posterior aislamiento de placas y purificacion.

7.2. Purificacién de las muestras de fago donadas

Se realizo la purificacion de la coleccion de fagos donados. Se aislaron unidades formadoras
de placa (UFP) para cada uno de los posibles fagos, en algunas muestras como enla 7y 9 se
observé una diferencia entre las morfologias de las placas lo que indicaba una posible contaminacién
con otro fago (Figura 9). En estos casos, por conveniencia, se decidié Gnicamente continuar con la
purificacion de las placas de mayor tamario.

k_ - -
Figura 9. Morfologias de las muestras de fago 7 (A) y 9 (B) antes (izquierda) y después (derecha) de la
purificacion por estriado. Se observa que después de la purificacion solo hay un solo tipo de morfologia de
placa litica.

Se realizo la purificacion del fago como se ejemplifica con la muestra 7 (Figura 10). Dicho
procedimiento se llevd a cabo por triplicado, después los fagos fueron amplificados a partir de una
UFP aislada. Cabe destacar que todos los fagos, independientemente de que solo se observara un
solo tipo de morfologia, fueron purificados y posteriormente amplificados.

Figura 10. Estriado de la muestra de fago 7 en PAl4. Se
observan UFP aisladas de las cuales posteriormente se
amplificara el stock de fagos purificados.
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7.3. Aislamiento de fagos de fuentes naturales

Ademas de la coleccion de fagos donada, se aislaron fagos de diferentes muestras de agua
provenientes de diferentes sitios de nuestro pais. Para cada muestra de agua se emple6 un diferente
huésped de amplificacion (Tabla 7) el cual se fij6 de manera arbitraria (N6tese el uso de algunas

cepas MDR de P. aeruginosa).

Tabla 7. Bacteriéfagos aislados de fuentes naturales.

Muestra de agua Fago(s) Huésped de Amplificacion
obtenidos
Rio Hondo en Naucalpan, Estado de FRN1 PAO1
México FRN2
Canales de Xochimilco, CDMX Fago X RME 101
Playa Caleta en Acapulco, Gro Fago Acap PAO1
Parque Nacional Fuentes Brotantes, Fago Fuentes PA14
CDMX
Cerro de La Estrella, CDMX FCE RME125
Playa Médano en Los Cabos, BCS Fago Med PAO1
Playa Revolcadero en Acapulco, Gro Fago Rev PAO1

Una vez que se verifico que la muestra de agua contenia fagos capaces de infectar a las
cepas con las que se amplificaron, se procedio a aislar UFP con la finalidad de observar diferentes
morfologias de placas, purificarlas y amplificar dichos fagos. A continuacion, se muestran las
morfologias de las placas halladas de cada una de las muestras de agua.

Figura 11. Aislamiento de UFP de la muestra de agua del
Rio Hondo (Naucalpan, Edo. De México). En el huésped
de amplificacion (PAO1) se observaron tres morfologias
diferentes. Las placas A y B son liticas, sin embargo, la
morfologia C es caracteristica de fagos temperados por
lo que no se selecciond para andlisis posteriores.

de
CDMX).
amplificacion (RME101) se
observa una morfologia litica.

Figura 12. Aislamiento de UFP de
la muestra de agua de los canales
Xochimilco (Xochimilco,

En el huésped de
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Figura 13. Aislamiento de UFP
de la muestra de agua de del
cerro de La Estrella
(Iztapalapa, CDMX). En el
huésped de amplificacion
(RME125) se observa una

=144

Figura 14. Aislamiento de UFP de
la muestra de agua del Parque

Nacional Fuentes Brotantes
(Tlalpan, CDMX). En el huésped de
amplificacion (PA14) se observa
una morfologia litica.

morfologia litica.

Figura 15. Aislamiento de UFP de
la muestra de agua de la playa
Revolcadero (Acapulco, Guerrero).
En el huésped de amplificacion
(PAO1) se observa una morfologia
litica.

Figura 16. Aislamiento de UFP de
la muestra de agua de la playa
Caleta (Acapulco, Guerrero). En el
huésped de amplificacion (PAO1)
se observa una morfologia litica.

Figura 17. Aislamiento de UFP de
la muestra de agua de la playa de
Médano (Los Cabos, Baja
California Sur). En el huésped de
amplificacion (PAO1) se observa
una morfologia litica.

De la muestra del Rio Hondo se seleccionaron dos morfologias diferentes para ser
purificadas y amplificadas. La morfologia B fue denominada FRN1 y la morfologia A fue denominada
FRN2. Para las demas muestras de agua solo se encontré6 una morfologia en el huésped de
amplificacion. El fago de Xochimilco fue denominado Fago X, el de playa Caleta Fago Acap, el del
Parque Nacional Fuentes Brotantes Fago Fuentes, el del cerro de la Estrella Fago CE, el de la playa
Médano Fago Med y el de la playa Revolcadero Fago Rev.

En todos los casos se seleccioné una placa aislada del ultimo triplicado del proceso de
purificacion para realizar la amplificacion del stock de fagos.
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7.4. Amplificacién y estimacion del titulo de los stocks de fago purificados

Después de purificar los fagos se procedidé a la amplificacién de cada uno de los stocks.
Cabe destacar que la amplificacién se realizé a partir de una UFP, por lo que la MOI fue menor a
0.1. Una vez amplificados y filtrados, se estimé el titulo de fagos de los nuevos stocks. A
continuacion, se muestran ejemplos de dicha estimacion en algunos de los fagos (Figuras 18 y 19),
y la Tabla 8 recopila el titulo final de cada stock amplificado. Cabe destacar que dicha tabla es
dinamica y que conforme se vayan agotando los stocks se deberan amplificar nuevamente.

Figura 18. Screening de diluciones para la
amplificacién del fago RN2 en PAO1. Se

Figura 19. Screening de diluciones para la
. . 5 amplificacion de los fagos 7 (parte superior)
obtuvieron diez UFP en 107. y fago 9 (parte inferior) en PAl4. Se
obtuvieron 23 UFP del fago 7 en 10%y 30
UFP del fago 9 en 104

Se muestra el ejemplo del célculo para determinar el titulo del stock del fago RN2 (Figura 18)
considerando que se gotearon 5 L de cada una las diluciones.
PFU 10 PFU 107mlL dilucién PFU

= * =2%1010 ———
mL 0.005 mL dilucion 1 mL stock mL de stock
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Tabla 8. Estimacion del titulo de los stocks amplificados.

Fago Huésped de Amplificacién Titulo del fago en UFP/mL
1 PAO1 1.0x 100
2 PA14 1.8 x10°
3 PA14 8.0 x 1010
4 PAO1 1.0 x 102
5 PAO1 5.0 x 10°
6 PA14 5.0 x 10°
7 PA14 2.6 x10°
8 PAO1 2.0x 101
9 PA14 1.0 x 10%°
10 PA14 1.0 x 10%°
FRN1 PAO1 5.6 x 101!
FRN2 PAO1 2.0 x 1010
X RME101 1.0 x 108
Fuentes PA14 8.3 x 1010
CE RME125 7.0x 10°
Med PAO1 1.0 x 108
Rev PAO1 1.0 x 108
Acap PAO1 1.0x 108

Una vez realizada la purificacion y amplificacion, se determiné la morfologia de placa de la coleccion
entera de fagos, la cual se puede observar en la Figura 20. A partir de este punto los fagos de la
coleccién adquirieron el cédigo de la muestra a la que pertenecian, por ejemplo, el fago presente en
la muestra 3 se denominé Fago 3.
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Figura 20. Morfologias de los diferentes stocks de fagos. A) Fago 1 B) Fago 2 C) Fago 3 D) Fago 4 E) Fago 5 F) Fago 6
G) Fago 7 H) Fago 8 I) Fago 9 J) Fago 10 K) Fago FRN1 L) Fago FRN2 M) Fago X N) Fago CE N) Fago Rev O) Fago
Fudntes P) Fago Acap Q) Fago Med.
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7.5. Determinacion del rango de huéspedes de la colecciéon de fagos

Se determiné el rango de huéspedes de la coleccién de fagos donada y de los fagos que se
aislaron usando en cada caso stocks con titulo de al menos 108 UFP/mL. Para esto, se emplearon
las cepas de referencia PAOLl y PAl4, y las 9 cepas RME. A continuacién, se presentan las
fotografias de cada una de las placas, donde se indica el codigo de cada fago usado (Véase 6.2.
“Fagos utilizados”) y (-) corresponde a la solucién salina estéril usada como control negativo. El fago
JBD30 fue usado como control positivo.

Figura 21. Spot test para la cepa
PAl14. Resistente a fagos 1, 4,
FRN1, Med y Rev. Ligeramente
sensible al F8 y Acap. Sensible a
los demas.

Figura 24. Spot test para la cepa
RME 58. Resistente a fagos 1, CE,
Rv. Ligeramente sensible al fago
FRN1 y Acap. Sensible a los
demas.

oy ',‘tt: L | TX

P

Figura 22. Spot test para la cepa
PAO1. Resistente a fago CE.
Ligeramente sensible a fago Acap.
Sensible a los demas.

Figura 23. Spot test para la cepa
RME 22. Ligeramente sensible a
los fagos 5, 9. Resistente a los
fagos 1, 2, 3, 6, FRN1, FRN2, X,
CE, Acap, Rev. Sensible a los

Figura 25. Spot test para la cepa
RME 60. Ligeramente sensible los
fagos 3, 5, 9, 10 Fuentes y
Médano. Resistente a los fagos 1,
2, 6, FRN1, FRN2, CE, X, Reyv,
Acap. Sensible a los demas.

demas.

Figura 26. Spot test para la cepa
RME 66. Resistente a fagos 1, 8,
FRN1, CE, Med, Rev y Acap.
Ligeramente sensible al fago 4.
Sensible a los demas.
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Figura 27. Spot test para la cepa

RME 75. Resistente a los fagos
CE, Rev y FRN1. Ligeramente
sensible a fagos 1 y Acap.
Sensible a los demas.

Figura 28. Spot test para la cepa
RME 101. Resistente a fago CE y
Rev. Ligeramente sensible a fago
Acap. Sensible a los demas.

Figura 29. Spot test para la cepa
RME 118. Ligeramente sensible
alos fagos 5, 9, 10, X. Resistente
a los fagos 1, 2, 3, 6, Acap.
Sensible a los demas.

Figura 30. Spot test para la cepa
RME 124. Resistente a los fagos
2,4, 8, CE. Sensible a los demés.

Figura 31. Spot test para la cepa
RME 125. Sensible al fago CE.
Ligeramente sensible al fago 7.
Resistente a los demas.
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A partir de los resultados anteriores se elaboré la Tabla 9 que resume el rango de infeccién
de la coleccion de fagos.

Tabla 9. Rango de infeccion de la coleccion de fagos.
Cepas MDR de P. aeruginosa

RME124 RME125

- Sensible |:| Ligeramente sensible - Resistente

En comparacién con la Tabla 6, se observa que al aumentar el titulo a 108 UFP y purificar
los stocks de fagos, todas las cepas son sensibles a al menos un fago de la colecciéon. De manera
general las cepas clinicas son infectadas por un nimero menor de fagos que las cepas de referencia,
y existen fagos con un rango de infeccién similar lo que podria sugerir una mayor relacion entre ellos
gue con el resto de la coleccion. Ademas, se observan fagos con capacidad de infectar a una gran
cantidad de cepas, lo que los hace posibles candidatos a usar en la terapia.

7.6. Extraccion de DNA de bacteriofagos

Se seleccionaron, de acuerdo con los patrones de rango de huéspedes que pueden infectar,
los fagos 3, 5, 6, 8, 9, 10, FRN1, y CE de la colecciéon para extraer el DNA genémico y ser
secuenciados. En la Figura 32 se muestran los geles de agarosa de los respectivos DNA, en todos
los casos se aprecia una banda bien definida de tamafio mayor a 10 kb.
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Fago 3 Fago 5 Fago 6 Fago 8

260/280:1.89 260/280:1.89 260/280: 2.05 260/280:2.08

Ing/uLl=77.5 | [ng/uL]=70.25 | [ng/pL]=24 [ng/uL]= 124
Fago 9 Fago 10 Fago RN1 Fago CE

260/280: 2.0 260/280: 1.88 260/280:1.75 260/280:2.04

[ng/uL]=163.2 | [ng/pL]=379.4 | [ng/uL]=220 [ng/uL]=38.5

Figura 32. Se observan los geles de integridad (agarosa 0.8 %) de 9 DNAs extraidos. En todos los
casos se observa un DNA integro mayor a 10 kb. En el recuadro inferior se presentan los parametros
de purezay concentracion.

Cabe mencionar que, como requisito para poder secuenciar los genomas el DNA extraido
necesita al menos un cociente 260nm/280nm de 1.7, una cantidad minima de 150 ng de DNA total
y presentarse como una banda integra en un gel de agarosa. Estos requisitos se cumplen por estas
muestras.

7.7. Secuenciacidon y anotacion de los genomas de bacteriéfagos

Los fagos 3, 5, 6, 8, 9, 10, FRNL1, y CE fueron secuenciados con la finalidad de identificar
candidatos a ser usados de manera terapéutica.

En la Tabla 10 se encuentran resumidos los datos obtenidos de la secuenciacion que
incluyen el numero de contigs obtenidos y su cobertura. Este Gltimo término representa el numero
de veces que se ha cubierto una region particular del genoma con lecturas de la secuencia, y se
recomienda que sea entre 25X y 100X para el ensamblaje de genomas de bacteriéfagos, tal como
ocurre en la mayoria de los genomas que se secuenciaron (92, 93).

Se obtuvo 1 contig para todos los fagos, exceptuando el fago 8 donde se obtuvieron 4 contigs
y el fago RN1 donde se obtuvieron 521 contigs, por lo que la anotacién de este ultimo no fue posible
llevarla a cabo. La fragmentacion y la baja cobertura de los genomas de los fagos 8 y RN1 es posible
gue se haya producido por contaminaciéon con fragmentos de genoma bacteriano, la posible
contaminacion con algun otro fago y/o la presencia de profagos inducidos a bajos niveles (92).

Inesperadamente, los fagos 5, 6, 9 y 10 presentaron la misma secuencia gendmica, por lo
que se trata del mismo virus. Los cuatro fagos provienen de diferentes muestras obtenidas del mismo
lugar (Temixco, Morelos), por lo que es posible que el fago se haya encontrado en todas ellas y, al
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seleccionarse Unicamente las placas liticas de mayor diametro para la purificacién, solo quedo
representado dicho virus. También, no puede descartarse el hecho que dentro del laboratorio el fago
repetido haya sido un contaminante de las muestras, que predominé en los stocks finales después
de su purificacion.

A diferencia de los fagos 5, 9y 10, el fago 6 tiene un rango de huéspedes diferente (Tabla
9) y cuatro mutaciones en su secuencia genémica, las cuales posiblemente estén relacionadas con
el fenémeno anterior.

Fagos Secuenciados Contigs Pares de bases del contig principal
Fago 3 1 42324 (Cob. 34)
Fago 6 1 65764 (Cob. 36)
Fago 8 4 21770 (Cob. 12)
Fago CE 1 57966 (Cob. 45)
Fago 5 1 65772 (Cob. 33)
Fago 10 1 65750 (Cob. 40)
Fago 9 1 65768 (Cob. 56)
Fago RN1 521 1867 (Cob. 15)

Tabla 10. Resultados de la secuenciacién. Se muestran los contigs ensamblados por fago, el tamafio
del contig principal y su respectiva cobertura (Cob.). En color verde se presentan los genomas con
secuencia Unica, en amarillo los genomas repetidos y en rojo el genoma repetido que present6 4
mutaciones en la secuencia de DNA.

El fago presente en estas cuatro muestras fue denominado ¢DCL-PA6 y la variante
(correspondiente al Fago 6) @DCL-PAGa, respectivamente. (Véase Tabla 2: “Coleccion de fagos
empleada”)

Una vez realizado el ensamblaje y la anotacion del genoma del fago 9DCL-PAG6 (Figura 33A),
se observé que los cuatro cambios de base presentes en el DNA del fago ¢DCL-PABa, constituian
un cambio total de dos aminoacidos en la secuencia genémica (Figura 33B). Una de las mutaciones
fue silenciosa ya que el cambio de citosina a guanina en la posicion 246 del gen que codifica a la
proteina del cuello del fago codificd para el mismo aminoacido, mientras que las tres mutaciones
restantes fueron de cambio de sentido. Respecto a las mutaciones de cambio de sentido, una se
presentd en el gen que codifica para la proteina estructural de la base donde hubo un cambio de
guanina por timina en la posiciéon 1109 del gen, y, por tanto, un cambio de glicina por valina en la
posicion 370 de la proteina. Los dos cambios restantes se presentaron en citosinas adyacentes en
la posicién 2710 y 2711 por una adenina y una guanina respectivamente, del gen de la proteina de
la fibra de la cola, esto se tradujo en un cambio de una prolina por una arginina en la secuencia
proteica.
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Figura 33. A) Representacion grafica del genoma del fago ¢DCL-PAG6 elaborado con la herramienta
SnapGene v6.2.2. Las flechas negras representan las mutaciones puntuales de la variante del fago
(¢DCL-PAG6q) localizada en tres genes estructurales que corresponden a la proteina de la fibra de la
cola, la proteina estructural de la base y la proteina del cuello del fago.

B) Mutaciones identificadas en la variante gDCL-PABa. Se presentaron cuatro mutaciones puntuales
que llevaron a cambios en dos aminoéacidos localizados en la proteina de la fibra de la cola y la
proteina estructural de la base. Cada cuadro amarillo representa un nucle6tido mientras que cada
cuadro azul representa un aminoacido, ambos con su respectiva posicion en la parte superior. Los
cambios en la secuencia original son representados por cuadros rojos. Los rectangulos verdes
representan al coddn de paro.

Ademas de la anotacién del fago ¢DCL-PA6 y su variante, se realizé la de los demas fagos
secuenciados (Figura 34).
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Figura 34. Representacion grafica de la anotacion de los genomas del fago 3, CE y el fago 8
elaborados con la herramienta SnapGene v6.2.2. Para los fagos 3 y CE se obtuvo un solo contig y
para el fago 8 cuatro contigs.
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Para la anotacion de todos los bacteriéfagos se realizdé una clasificacion de los genes de
acuerdo con su funcion en genes estructurales, genes con funciones relacionadas al DNA, genes
metabdlicos, genes de lisis y genes hipotéticos.

Ninguno de estos fagos presenté genes indicativos de un ciclo de vida lisogénico, genes de
virulencia, o genes de resistencia a antibiéticos, por lo que son candidatos para su uso en la
fagoterapia (1).

De los fagos secuenciados, el fago DCL-PA6 present6 una identidad del 96 % con el fago
de Pseudomonas vB_PaeM_FBPa34, el fago 3 una identidad del 32 % con el fago de
Stenotrophomonas vB_SM_ytsc_ply2008005c, el fago CE una identidad de 95 % con el fago de
Pseudomonas Quinobequin-P09 y el fago 8, a pesar de haber presentado 4 contigs, presentd una
identidad de mas del 95 % con el fago de Pseudomonas Steven.

Los fagos con mayor identidad a los fagos 3, 8 y CE pertenecen a la familia Siphoviridae,
mientras que el de mayor identidad al fago ¢DCL-PAG pertenece a la familia Myoviridae. Esto ultimo,
se corrobora con las observaciones en microscopia electrénica de transmision (TEM) del fago ¢DCL-
PAG, pues dicho fago presenta una morfologia caracteristica de la familia Myoviridae (Figuras 39A 'y
39B).

7.8. Aislamiento de clonas de P. aeruginosa PA14 resistentes a los fagos @DCL-PAG6 y
@DCL-PA6a

Debido a que la variante @DCL-PABa presenta un cambio en su rango de huéspedes (Tabla
9) respecto al fago @DCL-PA6, y aunado al hecho de que estructuras involucradas en el
reconocimiento del fago a la bacteria como la proteina de la fibra de la cola se encuentren mutadas,
es posible que haya un cambio en la proteina del virus que se une al receptor de la bacteria (65).
Cabe destacar que en el caso de P. aeruginosa los principales receptores descritos consisten en el
lipopolisacérido vy el pili tipo 1V (66).

Por dicha razon se realizaron los ensayos de resistencia cruzada, estos consisten en aislar
clonas bacterianas resistentes a la infeccion contra un determinado fago, para posteriormente ver el
cambio en su perfil de sensibilidad contra una coleccion de fagos. Como ya se ha mencionado, el
principal mecanismo de resistencia que tienen las bacterias ante la infeccion de bacteriéfagos es la
mutacién o pérdida de las estructuras donde se encuentra el receptor, bajo ese mismo principio, si
la clona resistente a determinado fago también adquiere resistencia contra otro fago, es altamente
probable que el receptor de ambos fagos se encuentre dentro de la misma estructura bacteriana, en
cambio, si dicha clona resistente es sensible contra otro fago es muy probable que sus receptores
se encuentren en sitios diferentes.

Con esta finalidad se aislaron dos clonas de P. aeruginosa PA14 resistentes al fago ¢DCL-
PA6 (14R1- ¢DCL-PA6 y 14R2- ¢DCL-PAB) y dos a su variante ¢DCL-PA6a (14R1- ¢DCL-PA6a y
14R2- @DCL-PA6a), la resistencia fue corroborada mediante curvas de crecimiento (Figura 35) y
ensayos de goteo (Figura 36). Ademas, se observé que las clonas resistentes a la variante ¢DCL-
PA6a son aun sensibles a dicho fago, sin embargo, tienen una mayor resistencia que la cepa
silvestre.
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Figura 35. Curvas de crecimiento de las clonas de PA14 resistentes a los fagos ¢DCL-PA6 y ¢DCL-
PA6a. La MOI empleada fue de 10.

En los experimentos de resistencia cruzada (Figura 36 y Tabla 11) se observé que la
resistencia de las clonas de PA14 al fago ¢DCL-PA6 (fagos 5/9/10) también dio origen a la
resistencia contra los fagos 2, 7, 8, Acap, FRN2 y X. Sin embargo, dichas clonas resistentes
permanecieron sensibles a los fagos 3, Fuentes, CE, a la variante DCL-PA6a (Fago 6) y al fago
JBD30. De estas observaciones se puede deducir que los receptores de los fagos ¢DCL-PAG6 y
¢DCL-PAG6a son diferentes. El fago JBD30 fue usado como control debido a que ya fue previamente
caracterizado y se ha determinado que su receptor es el pili tipo IV. De esta manera puede suponerse
que los fagos 2, 7, 8, Acap, FRN2, X y ¢DCL-PAG tienen un receptor diferente del pili.

De manera inesperada, los experimentos de resistencia cruzada empleando a las clonas de
PA14 resistentes a la variante @DCL-PA6a permitieron observar que dichas clonas también
resultaron resistentes a los fagos 2, 7, 8, Acap, FRN2 y X, sin embargo, también ganaron resistencia
adicional al fago Fuentes, y permanecieron sensibles a los fagos 3, CE y JBD30. Esto sugiere que
el receptor de la variante 9DCL-PAG6a y del fago Fuentes es diferente del pili, y debido a que los
fagos 3 y CE comparten el mismo comportamiento que el fago JBD30, es posible que dichos fagos
usen como receptor la misma estructura. Ademas, el hecho que las clonas resistentes al fago ¢DCL-
PA6a también sean resistentes a los fagos 2, 7, 8, Acap, FRN2 y X es indicativo que la estructura
donde se encuentra el receptor de esos fagos sea en la misma donde se encuentra el receptor de
los fagos @DCL-PA6a y Fuentes, aunque en diferente ubicacion.

Debido a que en la literatura se ha reportado que la principal estructura que alberga los
receptores de fagos en P. aeruginosa es el LPS, se planteé la hipétesis de que el receptor de los
fagos 2, 7, 8, Acap, FRN2, X, oDCL-PA6, pDCL-PA6a y Fuentes se encuentran en dicha estructura,
sin embargo, ya que las clonas resistentes al fago ¢DCL-PA6 permanecen sensibles a la infeccion
por los fagos ¢DCL-PA6a y Fuentes, es posible que el receptor de esos fagos se encuentren en una
regidon mas interna del LPS a diferencia del receptor de los fagos 2, 7, 8, Acap, FRN2, X y ¢DCL-
PAG.
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PA14WT

Clonas de PA14
resistentes al fago @DCL-
PAG6 (5/9/10)

Clonas de PA14
resistentes al fago @DCL-
PA6a (6)

Figura 36. Experimentos de resistencia cruzada. A) Rango de huéspedes de la cepa PA14 WT.
Rango de huéspedes de las clonas de PA14 resistentes al fago ¢DCL-PA6, 14R1- ¢DCL-PA6(B) y
14R2- DCL-PA6 (C), respectivamente. Rango de huéspedes de las clonas de PA14 resistentes al
fago ¢DCL-PA6a, 14R1- ¢DCL-PA6a (D) y 14R2- ¢@DCL-PA6a (E), respectivamente. Las
observaciones encontradas se presentan de manera resumida en la Tabla 11. Nétese la produccion
de piomelanina de algunas clonas resistentes de 14R2- ¢DCL-PA6a a los fagos 3, CE y JBD30.
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Tabla 11. Experimentos de resistencia cruzada usando clonas de PA14 resistentes a los fagos
¢DCL-PAG y su variante ¢DCL-PA6a.

PA14 PA14
14R-9DCL-PA6 | 14R-¢DCL-PA6a Fago 14R-@DCL-PA6 | 14R-¢DCL-PA6a

FRN1
FRN2

CE

_

Acap

JBD30

- Sensible |:| Ligeramente sensible -

Debido a que hay poca informacion respecto al cambio de receptor en P. aeruginosa
asociadas a mutaciones puntuales en el genoma del fago, decidimos corroborar nuestros hallazgos
haciendo un ensayo de restriccidon. Esto con la finalidad de verificar que los genomas repetidos no
hayan sido producto de un error en la secuenciacidn. Para corroborarlo, se extrajo el DNA de los
fagos 3, 5 (pDCL-PAG) y 6 (pDCL-PA6a) que secuenciaron y realizé un ensayo de restriccién con la
enzima EcoRlI. Tal como se aprecia en la Figura 37.A se observa que los fagos 5 (pDCL-PA6) y 6
(pDCL-PABa) presentaron el mismo patron de restriccion a diferencia del fago 3, lo que corrobora lo
obtenido por la secuenciacion.

Resistente

Ademads de esto, se procedi6 a purificar el fago 6 (pDCL-PA6a) de una placa de lisis obtenida
del ensayo de resistencia cruzada (Figura 36.B) donde se observa el fenotipo diferente entre los
fagos DCL-PAG y su variante, se extrajo el DNA y nuevamente se realizd el ensayo de restriccion
(Figura 37.B) donde se obtuvo el mismo patrén de restriccion entre el fago 6 que se mando a
secuenciar (pDCL-PABGa) y el fago 6 obtenido del ensayo de resistencia cruzada (¢DCL-PA6Ga (2)).
Estos experimentos confirman que el fago 6 (pDCL-PA6a), a pesar de tener la misma secuencia de
los fagos 5, 9y 10, presenta un fenotipo diferente debido a las mutaciones antes descritas.
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Figura 37. A) Ensayo de restriccién de los genomas que se mandaron a secuenciar: el fago 3, el
fago 5 (¢DCL-PAB) y el fago 6 (¢DCL-PAGa), con la enzima EcoRI. Los fagos 5 y 6 presentan el
mismo patrén de restriccion, el cual difiere al del fago 3. B) Ensayo de restriccion entre el fago 6 que
se mandoé a secuenciar (pDCL-PA6a) y el fago 6 recuperado de la zona de lisis de los ensayos de
resistencia cruzada (pDCL-PA6a (2)) (Figura 36.B). En ambos casos se observa el mismo patrén de
restriccion.

7.9. Mutaciones adquiridas por las clonas de P. aeruginosa PA14 resistentes a los
fagos @DCL-PA6 y DCL-PA6a

Con la finalidad de entender los mecanismos mediante los cuales las clonas aisladas
adquirieron resistencia a la infeccion por los fagos ¢DCL-PA6 y ¢DCL-PA6a, ademas de corroborar
la hipétesis de su posible cambio de receptor, las clonas de PA14 14R1-¢DCL-PA6, 14R2-¢DCL-
PA6, 14R1-pDCL-PA6a y 14R2-DCL-PA6a fueron secuenciadas. Las secuencias de las clonas
resistentes antes mencionadas se encuentran depositadas en el NCBI bajo los siguientes nimeros
de acceso: 14R1- DCL-PA6 (JAVCYL000000000), 14R2- pDCL-PA6 (JAVCYM000000000), 14R1-
¢DCL-PA6a (JAVCYNO000000000) y 14R2- ¢DCL-PAGa (JAVCYO000000000).

En la Figura 38 se encuentran resumidas las mutaciones identificadas en las clonas antes
mencionadas. Sorprendentemente se observa que las mutaciones de las clonas resistentes al fago
¢DCL-PA6 se encuentran en el gen wzzB que participa en la sintesis del antigeno O, mientras que
las mutaciones de las clonas resistentes al fago ¢DCL-PAGa se encuentran en el gen wapH que
interviene en la sintesis del nacleo del LPS. En todos los casos, las mutaciones producen un
corrimiento del marco abierto de lectura.
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Figura 38. Mutaciones identificadas en las clonas de PA14 resistentes al fago ¢DCL-PA6 (A) y al
fago ¢DCL-PAGa (B). Las mutaciones de las clonas resistentes al fago ¢DCL-PAG estan localizadas
en el gen wzzB que participa en la sintesis del antigeno O, mientras que las mutaciones de las clonas
resistentes al fago ¢DCL-PAG6a estan localizadas en el gen wapH que interviene en la sintesis del
nacleo del LPS. Cada recuadro amarillo representa un nucleétido con su respectiva posicion en la
parte superior. Los espacios en blanco representan deleciones. Los cuadros verdes representan el
codoén de paro. Del significa delecion. Ins significa insercion.

Las mutaciones encontradas corroboran la hipétesis de que el receptor de los fagos ¢DCL-
PA6 y su variante @DCL-PA6a es diferente. De acuerdo con el analisis gendmico, el receptor del
fago DCL-PA6 se encuentra en el antigeno O del LPS, mientras que el receptor del fago ¢DCL-
PAG6a en el nacleo del LPS, lo que concuerda con el analisis de resistencia cruzada.

7.10. Caracterizacion de los fagos ¢DCL-PA6 y @DCL-PA6a

Debido al hallazgo anterior se decidié caracterizar de una manera mas profunda a los fagos
¢DCL-PA6 y ¢DCL-PA6a. La caracterizacion involucra las imagenes por TEM, las curvas de
adsorcién, que indican el tiempo y la eficacia con la que un fago tarda en adherirse a la bacteria, y
las curvas de crecimiento “One-Step”, que muestran cuanto tiempo tardan en producirse las copias
virales una vez que el fago ya se ha adsorbido (tiempo de latencia) y cuantas copias de fago se
producen por bacteria infectada (Burst size).

En las Figuras 39A y 39B se observan las imagenes por microscopia electrénica de
transmision de los bacteri6fagos @DCL-PA6 y ¢@DCL-PA6a, las cuales morfologicamente
corresponden a miofagos de acuerdo con la clasificacion del Orden Caudovirales (27). Esto coincide
con que las familias de los fagos con mayor homologia a los fagos secuenciados pertenecian a la
familia Myoviridae como se menciond anteriormente.

En la Figura 39C se muestran las curvas de adsorcion de los fagos ¢DCL-PA6 y ¢DCL-PA6a.
En dichas curvas se muestra que ambos fagos se adsorben en su huésped bacteriano PA14 a
diferencia de la bacteria Escherichia coli NA22, ademas se observa que el fago ¢DCL-PA6 se
adsorbe de manera mas eficaz y rapida a la superficie bacteriana a diferencia del fago gDCL-PA6a.

En ambos casos se observa que la maxima adsorcion de fago se da a los 10 minutos
aproximadamente.
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En las Figuras 39D y 39E se muestran las curvas de crecimiento “One-Step” de los fagos
¢DCL-PA6 y DCL-PA6a. Para el fago ¢DCL-PAG6 se obtuvo un periodo de latencia de 10 minutos
y un burst size de 80 UFP/célula, mientras que para el fago ¢DCL-PA6a un periodo de latencia de
20 minutos y un burst size de 180 UFP/célula. Estos resultados indican que el fago ¢DCL-PA6
produce copias virales mas rapido que su variante gDCL-PA6a, e interesantemente se observa que
la variante produce 2.25 veces mayor cantidad de copias virales que el fago ¢DCL-PAG.
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Figura 39. Caracterizacion de los fagos DCL-PA6 y ¢DCL-PA6a. Imagenes de microscopia
electronica de transmision (TEM) de los fagos DCL-PA6a (A) y 9DCL-PAG (B). La escala representa
100 nm. C) Curvas de adsorcion del fago DCL-PA6 y su variante ¢DCL-PA6a en P. aeruginosa
PA14 y E. coli NA22. Curvas de crecimiento One-Step para el fago ¢DCL-PA6 (D) y su variante
¢DCL-PAGa (E). El periodo de latencia y el burst size para el fago ¢DCL-PA6 son 10 minutos y 80
UFP/célula, respectivamente. Para el fago ¢DCL-PA6a el periodo de latencia y el burst size fueron
20 minutos y 180 UFP/célula, respectivamente. Para las curvas C, D y E los puntos representan la
media de tres experimentos y las barras la desviacién estandar.

7.11. Evaluacion de los factores de virulencia de las clonas de PA14 resistentes a los
fagos @DCL-PAG6 y ¢DCL-PA6a

Una vez caracterizados los fagos, decidimos evaluar si existié una atenuacién de la virulencia
de las clonas resistentes a los fagos @DCL-PA6 y @DCL-PA6a. Para esto, se decidié evaluar la
produccion de piocianina, la actividad caseinolitica, la formacién de biopeliculas y la movilidad tipo
swarming de las clonas de PA14 14R1-¢DCL-PA6, 14R2-¢DCL-PAG6, 14R1-¢DCL-PAGa y 14R2-
¢DCL-PAG6a.

7.11.1 Produccion de piocianina

No se observoé diferencia significativa en la produccién de piocianina de las clonas resistentes
respecto a la cepa nativa de P. aeruginosa PA14.
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Figura 40. Producciéon overnight de piocianina en medio LB de las clonas de P. aeruginosa PA14
resistentes a los fagos DCL-PA6 (14R-¢DCL-PA6) y ¢DCL-PABa (14R-@DCL-PA6a). Las barras
representan la media de tres experimentos. Se empled Kruskal-Wallis y Dunn para grupos
independientes, valores de p < 0.05 fueron considerados como significativos comparados con el
grupo control de PA14 WT.
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7.11.2 Actividad caseinolitica

No se observé diferencia significativa en la actividad caseinolitica de las clonas resistentes
respecto a la cepa nativa de P. aeruginosa PA14.

0.25+

Figura 41. Evaluacion de la actividad caseinolitica en medio LB de las clonas de P. aeruginosa PA14
resistentes a los fagos DCL-PA6 (14R-¢DCL-PAG6) y ¢DCL-PAGa (14R-@DCL-PAG6a). Las barras
representan la media de tres experimentos. Se empledé Kruskal-Wallis y Dunn para grupos
independientes, valores de p < 0.05 fueron considerados como significativos comparados con el
grupo control de PA14 WT.

7.11.3. Formacion de biopeliculas

En todos los casos se observa una disminucién en la formacién de biopelicula respecto a la
cepa nativa de PA14, la cual es significativa Unicamente para las clonas 14R1-¢DCL-PA6 y 14R1-
¢DCL-PAGa. Es de destacar que la clona 14R1-¢DCL-PA6a perdié completamente la capacidad de
generar biopelicula bajo estas condiciones experimentales.
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Figura 42. Formacion de biopelicula de las clonas de P. aeruginosa PA14 resistentes a los fagos
¢DCL-PA6 (14R-¢DCL-PAB) y 9DCL-PAGa (14R-@DCL-PA6a). Los puntos representan el promedio
de tres experimentos. Se emple6 Kruskal-Wallis y Dunn para grupos independientes, valores de p <
0.05 fueron considerados como significativos comparados con el grupo control de PA14 WT.

7.11.4. Movilidad tipo swarming

Se observa que las clonas resistentes al fago ¢DCL-PA6 y la clona 14R1-¢DCL-PA6a no
presentan una disminucion significativa de la movilidad tipo swarming respecto a la cepa nativa de
PA14, en cambio la clona 14R2-¢DCL-PA6a perdié completamente la capacidad de presentar dicha
movilidad. Como control negativo del experimento se emple6 a la cepa PA14 AlasR rhIR la cual
carece de los principales reguladores del sistema de quorum sensing y con ello la capacidad de
realizar swarming (67).
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Figura 43. Evaluacion de la movilidad tipo swarming de clonas de P. aeruginosa PA14 resistentes a
los fagos @DCL-PA6 (14R-¢DCL-PAG) y ¢DCL-PA6a (14R-pDCL-PAGQ). Las barras representan la

57



media de tres experimentos. Se emple6 Kruskal-Wallis y Dunn para grupos independientes, valores
de p < 0.05 fueron considerados como significativos comparados con el grupo control de PA14 WT.

Figura 44. Movilidad tipo swarming de clonas de P. aeruginosa PA14 resistentes a los fagos ¢DCL-
PA6 y 9DCL-PA6a. Se observa la morfologia dendritica tipica de P. aeruginosa PA14, como control
negativo se empled a la cepa PA14 AlasR rhiR. Las clonas resistentes al fago ¢DCL-PA6 presentan
fenotipos similares a la cepa nativa, de manera contraria las clonas resistentes al fago ¢DCL-PA6a
presentan una disminucién de dicha movilidad.

7.12. Evaluacién de factores de virulencia de las clonas resistentes de RME 58y 75 a
los fagos @DCL-PA6y 14R-@DCL-PA6a

Con la finalidad de ampliar nuestro trabajo, se seleccionaron las cepas MDR de P.
aeruginosa RME 58 y RME 75 para aislar, de manera similar que con la cepa PA14, tres clonas
resistentes a los fagos DCL-PA6 y ¢DCL-PAGa, respectivamente.

Las clonas de RME 58 resistentes al fago ¢DCL-PA6 fueron nombradas 58R1-¢DCL-PAG,
58R2- DCL-PA6 y 58R3-¢DCL-PA6 respectivamente, mientras que resistentes a la variante ¢DCL-
PA6a fueron nombradas 58R1- ¢@DCL-PA6a, 58R2- ¢DCL-PA6a y 58R3-¢DCL-PA6
respectivamente.

Las clonas de RME 75 resistentes al fago ¢DCL-PA6 fueron nombradas 75R1-¢DCL-PAG6,
75R2- eDCL-PA6 y 75R3-@DCL-PA6 respectivamente, mientras que las clonas resistentes a la
variante @DCL-PA6a fueron nombradas 75R1- ¢DCL-PA6a, 75R2- ¢DCL-PA6a y 75R3-@DCL-PA6a
respectivamente. La resistencia de las clonas aisladas fue verificada mediante curvas de crecimiento
(Figura 45).
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Figura 45. (A-B) Curvas de crecimiento de las clonas de RME 58 resistentes al fago ¢DCL-PA6 (A)
y ¢DCL-PAGa (B). Curvas de crecimiento de las clonas de RME 75 resistentes al fago ¢DCL-PA6
(C) y DCL-PA6a (D). Los fagos se encuentran a una MOI de 10.

Debido a que las cepas RME 58 y RME 75 no producen piocianina, exoproteasas y no
presentan movilidad tipo swarming (probablemente por algin defecto a nivel de quorum sensing)
(71), el anico factor de virulencia evaluado fue la formacion de biopelicula. Ademas, debido a que se
ha reportado que la resistencia a los bacteriéfagos en algunos casos puede restaurar la sensibilidad
a algunos antibiéticos (2,3), se evalud el perfil de sensibilidad a antibiéticos de dichas clonas.

7.12.1. Formacion de biopeliculas
A diferencia de la disminucion en la formacién de biopelicula de la mayoria de las clonas

resistentes de PA14, las clonas resistentes de RME 58 y RME 75 presentaron una disminucién en
algunas clonas, siendo significativa solo en las clonas 75R2- ¢DCL-PA6 y 75R1- ¢DCL-PAGa.
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Figura 46. Formacion de biopelicula de las clonas P. aeruginosa RME 58 (A) y RME 75 (B)
resistentes a los fagos ¢DCL-PA6 y ¢DCL-PA6a. Los puntos representan el promedio de tres
experimentos. Se empled Kruskal-Wallis y Dunn para grupos independientes, valores de p < 0.05
fueron considerados como significativos comparados con el grupo control, RME 58 o RME 75
respectivamente.

7.12.2 Evaluacién de cambios en el perfil de sensibilidad a antibiéticos

Las cepas RME 58 y 75 son sensibles Unicamente a aztreonam que es un antibiético B-
lactamico sintético y presentan sensibilidad intermedia a colistina, ademés que la cepa RME 75 tiene
sensibilidad intermedia a amikacina, que es un antibidtico aminoglucésido.

Las clonas de RME 58 resistentes a los fagos ¢DCL-PA6 y ¢DCL-PAGa presentaron una
menor cantidad de cambios en su perfil de sensibilidad respecto a las clonas resistentes de RME 75.
De manera general no hubo cambios drasticos en los perfiles de sensibilidad salvo en las clonas
75R3- ¢DCL-PAG6, 75R2- @DCL-PA6a y 75R3-@DCL-PA6a que pasaron de tener sensibilidad
intermedia a amikacina a ser sensibles.

La clona 75R3-pDCL-PAG6 fue la que presenté mayor cantidad de cambios, donde ademas
de re-sensibilizarse a la amikacina, presentdé disminuciones en las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) de la cefepima, del meropenem y del ciprofloxacino, tal y como también se
presentaron en otras clonas resistentes de RME 75 y RME 58.
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Figura 47. Cambios en el perfil de sensibilidad a antibiéticos de las clonas de P. aeruginosa RME
58 (A) y RME 75 (B) resistentes a los fagos ¢DCL-PAG6 y ¢DCL-PAGa. Se presenta el mapa de calor
de cambios logaritmicos en base 2 (logz) en los valores de la CMI de un panel de 14 antibiéticos
respecto a las cepas nativas de RME 58 y RME 75, respectivamente. S, sensible; |, sensibilidad
intermedia; R, resistente. CAZ: Ceftazidima, CRO: Ceftriaxona, FEP: Cefepima, IPM: Imipenem,
MEM: Meropenem, AMK: Amikacina, GEN: Gentamicina, CIP: Ciprofloxacino, TOB: Tobramicina,
ATM: Aztreonam, CST: Colistina, TZP: Tazobactam/Piperacilina.
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Supervivencia (%)

7.13. Evaluacion de la virulencia in vivo

De manera general, se observé que algunos de los factores de virulencia evaluados in vitro
se ven afectados en las clonas resistentes a bacteriéfagos tanto de la cepa PA14 como de las cepas
RME 58 y RME 75, por dicha razén se evalué la supervivencia in vivo de larvas de G. mellonella
administradas con algunas de las clonas resistentes a fagos.

Para los experimentos se selecciond la clona de cada cepa que haya presentado la mayor

disminucién en la formacién de biopelicula: 14R1- ¢DCL-PA6a, 58R2- ¢DCL-PA6 y 75R2- ¢DCL-
PAG6a.

Se puede observar en la Figura 48 como en todos los casos las clonas resistentes
presentaron una disminucién en su virulencia in vivo respecto a la correspondiente cepa nativa, e
inclusive, las clonas 14R1- ¢DCL-PAGa y 75R2- ¢DCL-PA6a no presentaron diferencia significativa
respecto al control negativo de solucion salina.

A) )
1004 . -e— Solucién salina
SE = PAL4WT
3 — 14R1-¢DCL-PAGa
c 4 *
(&) 4
> 50
2 ]
[ 4
o ]
=
" ] =
O- 1 1 1
0 2 4 6
Dia
B) C)
] e . ]
100: - - zi/IIUECISO; salina 100 e ° - -o- Solucién salina
'—l_A—‘ * g = RME 75
5 7 OSREeDELPAS g & 75R2-DCL-PA6a
. (8]
1 * c n
207 2 501 1
] * -
] [
] o
] >
] = s N —
0 I I 1
0 2 4 6 0 T T T !
Dia bia

Figura 48. Curvas de supervivencia Kaplan—Meier de G. mellonella infectada con clonas de P.
aeruginosa PA14 (A), RME 58 (B) y RME 75 (c) resistentes a los fagos ¢DCL-PA6 y ¢DCL-PAGq,
respectivamente. El grupo control fue inoculado con solucion salina. Al menos 20 larvas fueron
empleadas por grupo. Los datos fueron analizados usando la prueba Log Rank Mantel-Cox test en
GraphPad Prism 8. Los resultados fueron considerados significativos a una p < 0.05.
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8. DISCUSION

La busqueda e implementacion de alternativas terapéuticas, tales como la fagoterapia,
debido a la amenaza global de la resistencia bacteriana a los antibiéticos nos llevd a explorar en este
trabajo los efectos de la resistencia bacteriana a bacteriéfagos en P. aeruginosa.

Para este proyecto, se utiliz6 una coleccion de fagos donada, asi como fagos aislados de
diferentes muestras de agua, de los cuales se secuenciaron y ensamblaron los genomas de los fagos
3,5,6,8,9, 10y CE. En todos los casos los genomas carecian de genes indicadores de un ciclo de
vida lisogénico, genes de virulencia o genes de resistencia a antibidticos que los harian
desventajosos para su uso en la fagoterapia (3). Ademas, algunos de ellos poseen un amplio rango
de huéspedes (Tabla 9), tales como los Fagos 5, 6, 8, 9y 10, lo que los hace atractivos para su uso
terapéutico.

Cabe mencionar que, de manera general, los bacteri6fagos usados tienden a infectar en
menor proporcién a las cepas clinicas, esto puede explicarse porque dichas cepas generalmente
presentan profagos que expresan un represor de genes liticos, el cual puede regular la expresion de
los genes de un bacteriéfago de naturaleza similar que invada a la misma bacteria (68). Esto se
corroboré con el andlisis de las secuencias de algunas cepas de P. aeruginosa empleadas en este
trabajo. En la cepa PA14, que tiene mayor sensibilidad a fagos, se identificaron 21 proteinas virales.
Por otro lado, las cepas RME 58 y RME 75 presentaron 165 y 158 proteinas, respectivamente,
mientras que la cepa RME 125, apenas susceptible a algunos fagos, presenté 264. Otra posible
explicacion es que algunas cepas clinicas carecen de estructuras superficiales y con ello evitan la
adsorcién de los fagos (69). Este fendbmeno se observé en la cepa RME 125 donde se encontraron
mutaciones en genes biosintéticos del LPS y del pili tipo IV. Este hecho aunado a la presencia
abundante de secuencias virales en el genoma de RME 125 podria explicar porque dicha cepa es
altamente resistente a la infeccion por bacteriéfagos.

Respecto a los fagos secuenciados, de manera inesperada, se encontré que los fagos 5, 6,
9y 10 correspondian al mismo bacteriéfago el cual fue denominado DCL-PAG, sin embargo, el fago
6, a diferencia de los demas, presentd cuatro mutaciones puntuales por lo que fue denominado
¢DCL-PAGa. Estas mutaciones produjeron dos cambios de amino&cido en proteinas relacionadas
con el reconocimiento viral del receptor bacteriano (65), uno de prolina por arginina en la proteina de
la fibra de la cola y otro de glicina por valina en la proteina estructural de la base. Ademas, la variante
¢DCL-PAGa perdi6 la capacidad de infectar a las cepas MDR RME 22, 60 y 118, sugiriendo que las
mutaciones podrian haber causado una alteracion en el reconocimiento del fago a su receptor
bacteriano.

En este contexto, se ha reportado que mutaciones en la proteina de la fibra de la cola 'y en
la proteina estructural de la base, como las encontradas en este proyecto, pueden modificar el rango
de huéspedes (77, 78). Un estudio sobre las proteinas de la fibra de la cola de colifagos de la familia
T2 identificd que los residuos de triptéfano, serina, asparagina y arginina representan la mayor parte
de las substituciones que causan cambios en las especificidades de los receptores (94). Ademas,
otro estudio identific6 que una substitucion entre dos aminoacidos no polares en el gen de la
estructura de la base del fago K8 de P. aeruginosa produjo un cambio en el rango de huéspedes y
en la afinidad del fago por su receptor (95). Por las razones antes mencionadas no es posible concluir
si el fenotipo del fago ¢DCL-PA6a es el producto individual de alguna de las mutaciones o un
resultado en conjunto de ambas.

Con lafinalidad de comprender la causa de los cambios en el rango de huéspedes, se aislaron
clonas resistentes de P. aeruginosa PA14 a los fagos ¢DCL-PA6 y DCL-PA6a para secuenciarlas
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y llevar a cabo experimentos de resistencia cruzada. Los resultados obtenidos apuntan a que las
mutaciones del fago DCL-PA6a provocaron que el virus pase de reconocer el antigeno O al nucleo
del LPS como receptor bacteriano.

Los datos gendmicos de las clonas resistentes a los fagos ¢DCL-PA6 y ¢DCL-PA6a indican
gue los genes afectados estan relacionados con la biosintesis del LPS. Interesantemente, las
mutaciones presentes en las clonas resistentes al fago ¢DCL-PA6 se presentaron en el gen wzzb
gue presenta mas del 99 % de identidad con el gen wzz2 de P. aeruginosa PAOL1 (la cepa donde se
ha estudiado con mayor detalle los genes biosintéticos del LPS), y el cual codifica para una proteina
que pertenece al grupo de las copolimerasas del polisacarido que intervienen en la sintesis del
antigeno O del LPS. Este grupo de proteinas determinan la longitud total del antigeno O mediante la
regulacion de la actividad de las polimerasas Wzy por mecanismos aun no elucidados
completamente (70)(71).

Experimentalmente se ha demostrado en P. aeruginosa serotipo 013 que deleciones en el
gen wzz2 producen cadenas de antigeno O de longitud drasticamente reducida (71), ademas se ha
demostrado que una mutante por transposén de P. aeruginosa PAl14 en el gen wzz presentaba
afectaciones en el antigeno O provocando su sensibilidad al suero de ratén (72).

En cambio, las clonas resistentes al fago ¢DCL-PA6a presentaron mutaciones en un gen
que presenta mas del 99 % de identidad respecto al gen wapH de P. aeruginosa PAO1, dicho gen
codifica para una glicosiltransferasa que participa en la biosintesis del ndcleo del LPS. Dicha
glicosiltransferasa aparentemente participa en la adiciébn de un residuo de glucosa a uno de
galactosamina, el cual es clave para la incorporacién de residuos de ramnosa donde se ensamblan
los componentes del antigeno O (73). Ademas, mutantes de P. aeruginosa PAO1 tipo knock out del
gen wapH se ha reportado que producen un nlcleo del oligosacarido incompleto
(74).

Por otro lado, los experimentos de resistencia cruzada mostraron que el fago ¢DCL-PA6a
era capaz de infectar a las clonas resistentes al fago DCL-PA6, mientras que el fago ¢DCL-PA6 no
era capaz de infectar a las clonas resistentes al fago ¢DCL-PA6a. Esto puede ser explicado con los
hallazgos genémicos.

Las clonas resistentes al fago ¢DCL-PA6 que carecen de antigeno O, aun contienen al
nacleo del LPS debido a que su sintesis es independiente de esta estructura (75), en cambio las
clonas resistentes a la variante ¢DCL-PA6a presentan un ndcleo del LPS defectuoso y carecen de
antigeno O, debido a que esta Ultima estructura sélo se puede ensamblar si se encuentra el nlcleo
del LPS (75). Esto explica porque el fago cuyo receptor es el antigeno O no fue capaz de infectar a
las clonas resistentes del fago ¢DCL-PAGa, pero el fago cuyo receptor fue el nacleo del LPS si pudo
infectar a las clonas resistentes a ¢DCL-PAG.

Mutaciones en fagos capaces de cambiar la afinidad por otro receptor bacteriano han sido
reportadas en virus de algunas especies bacterianas como P. aeruginosa y E. coli (76). El fago K8
de P. aeruginosa, a pesar de presentar una baja similitud con el fago @DCL-PA6, presenté una
variante capaz de reconocer al ntcleo del LPS como receptor en lugar del antigeno O al presentar
mutaciones en la estructura de la base (95), lo cual concuerda con los hallazgos de este estudio.

Es importante mencionar que es probable que las mutaciones de las clonas resistentes
produzcan estructuras incompletas del LPS que aln conserven algunos sitios claves en la unién del
fago. Esto se apoya en las observaciones de que las clonas 14R1- ¢DCL-PA6a y 14R2-@DCL-PA6a
son parcialmente resistentes al fago DCL-PA6a (Figura 35). Ademas, en los experimentos de
resistencia cruzada, se observé que algunos otros de los fagos de la colecciéon que aparentemente
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utilizan el mismo receptor que los fagos @DCL-PA6 y ¢DCL-PAGa no pierden por completo la
capacidad de infectar a las clonas resistentes. Estas observaciones también podrian explicar porque
las clonas resistentes aun conservan la capacidad de realizar ciertos fenotipos evaluados en este
trabajo.

Otro punto interesante es el hecho de que, durante los ensayos de resistencia cruzada de la
clona 14R2- ¢DCL-PA6a, se generaron clonas resistentes a los fagos 3, CE y JBD30 dentro de las
zonas de lisis productoras del pigmento piomelanina (Figura 36D). Se ha reportado que algunas
clonas resistentes a fagos producen dicho pigmento debido a deleciones que incluyen, ademas de
genes biosintéticos de LPS y pili, al gen hmgA que participa en el catabolismo de aminoacidos
aromaticos, y cuya ausencia produce dicho fenotipo (96).

Los bacteri6fagos estan en una carrera evolutiva constante con sus huéspedes bacterianos
(40), por lo que el origen del fago ¢DCL-PAGa es probable se haya debido a un mecanismo
adaptativo del virus para hacer frente a la resistencia bacteriana. Dicha adaptacion, sin embargo,
produjo que la afinidad de la variante por su huésped bacteriano fuera menos efectiva (Figura 39), y
el tiempo de generacion de copias virales fuera mayor. Sorprendentemente, el nimero de copias
virales producidas en la variante fue 2.5 veces mayor. Algunas posibles explicaciones son que debido
a que la unién del fago ¢DCL-PA6 a su receptor es mucho mas fuerte, las copias virales que se
liberan se unen inmediatamente a un nuevo receptor bacteriano y de esa manera la cantidad de fago
libre que se muestrea es menor respecto a la variante del fago.

Otro hallazgo interesante fue que las clonas resistentes de PA14 y cepas MDR a los fagos
¢DCL-PA6 y DCL-PAGa presentaron disminucion en algunos de sus factores de virulencia in vitro
y una dramatica reduccién de su virulencia in vivo.

Debido a que algunos de los factores de virulencia en P. aeruginosa, como la produccién de
piocianina y la sintesis de exoproteasas, estan regulados por el sistema de quorum sensing (13)
dichos factores fueron evaluados, sin embargo, no se encontraron cambios significativos respecto a
la cepa nativa. Esto coincide con reportes previos (79) donde en clonas resistentes de PAO1 a un
solo fago se observd que la produccion de piocianina y de elastasa (una de las exoprotesas
producidas) (80) era muy heterogénea, sin embargo, al obtener clonas resistentes a mdltiples fagos,
la produccion de piocianina y de elastasa presentaban una reduccion (79). Se sabe que el sistema
de quorum sensing regula positivamente algunos genes biosintéticos de piliy de LPS (97), por lo que
defectos en este sistema podrian favorecer a la resistencia de la bacteria. Sin embargo, de acuerdo
con nuestros resultados y lo publicado previamente, esto solo ocurriria si la bacteria es sometida a
una infeccion por multiples virus.

Respecto a la formacion de biopelicula, a diferencia de la produccién de piocianina y
exoproteasas, se observa que la mayoria de las clonas presentan una disminucién comparada con
la cepa nativa de PA14 e inclusive una de las clonas resistentes al fago ¢DCL-PA6a presenta nula
formacioén de biopelicula. Observaciones previas, de igual forma, han reportado la disminucion en la
produccion de biopeliculas en clonas resistentes a bacteriéfagos en P. aeruginosa (79, 81, 82).

Cabe mencionar que, a pesar de que las clonas resistentes a un mismo fago presentan
mutaciones en el mismo gen, los fenotipos observados presentaron distinto grado de intensidad.
Ademas del fenédmeno intrinseco de la variabilidad bioldgica, este hecho puede ser explicado porque
las mutaciones se presentaron en diferentes regiones del gen afectado, por lo que la proteina, en
algunos casos podria presentar regiones funcionales diferentes y, por tanto, un fenotipo de
intensidad diferente.
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Se sabe que el LPS (75), y en especial el antigeno O (83), juega un papel importante en la
formacién de biopeliculas, esto podria explicar la reduccion observada en estos experimentos. Sin
embargo, existen otros factores involucrados en su formacion tales como el pili y la produccién de
exopolisacaridos, alginato y de DNA exdgeno (13), este ultimo fue observado durante el trabajo con
las cepas RME 58 y 75 probablemente debido a la gran cantidad de profagos que presentan. En
caso de que las clonas de las cepas MDR presentaran afectaciones en el LPS, lo anterior puede
explicar porque no presentaron una disminucién generalizada en su capacidad de producir
biopeliculas comparado con la cepa PA14, o bien, es posible también que el tipo de mutaciones que
adquirieron las clonas resistentes de las cepas MDR fueran diferentes a las de las clonas de PA14,
y no hayan tenido un impacto en este fenotipo.

En el caso de la movilidad tipo swarming los resultados mostraron que las clonas resistentes
al fago ¢DCL-PAG6a presentaron una disminucion en este tipo de movilidad a diferencia de las clonas
resistentes al fago ¢DCL-PAG. Este tipo de movilidad es un movimiento coordinado entre bacterias
sobre superficies semisodlidas, la cual depende de estructuras como el flagelo, la sintesis de
biosurfactante o la presencia de LPS (84); por lo que la presencia de mutaciones en esta Ultima
estructura permitiria explicar el fenotipo observado.

Previamente se ha reportado que clonas de P. aeruginosa que presentan deleciones o
mutaciones que producen una region truncada del nacleo del LPS, presentan una movilidad tipo
swarming defectuosa, tal como se observé en nuestros resultados. Esto puede explicarse porque la
falta de antigeno O se ha documentado que produce una disminucién en el ensamblaje del flagelo
(75), o bien, porque la ausencia de antigeno O podria incrementar la hidrofobicidad celular,
favoreciendo la aglomeracién de bacterias y dificultando la movilidad (75). Es posible que las clonas
resistentes al fago ¢DCL-PA6 presenten un antigeno O truncado que aun les confiera la capacidad
de presentar este tipo de movilidad.

En lo referente a los cambios hallados en los perfiles de sensibilidad a antibiéticos de las
clonas resistentes de las cepas RME 58 y 75, el resultado mas destacable fue la sensibilizacion de
algunas clonas de RME 75 a amikacina.

Se sabe que el LPS funciona como barrera que protege a las bacterias Gram negativas de
xenobioticos, sales biliares y detergentes (85) por lo que una pérdida o alteracién de su estructura,
como en el posible caso de las clonas de RME 58 y 75, permitiria una mayor permeabilidad de la
bacteria a diferentes moléculas incluidas los antibiéticos. De hecho, se ha reportado que la
membrana externa de bacterias Gram negativas juega un rol fundamental en la resistencia de las
bacterias a macrélidos, aminoglucésidos, rifampicinas y B-lactamicos (86, 87).

Un estudio previo mostro que el principal mecanismo de resistencia a amikacina en aislados
clinicos de fibrosis quistica de P. aeruginosa era la permeabilidad intrinseca de la bacteria (88), por
lo que al generarse mutantes defectivas de LPS, dicho antibidtico lograria ser eficaz en la bacteria.
De manera similar, se reporté que clonas de Pseudomonas stutzeri que presentaban mutaciones en
genes involucrados en la sintesis de estructuras de membrana eran sensibles a gentamicina (98).

De manera contraria a lo que se ha reportado en la literatura donde afectaciones en la
integridad del LPS favorecen la sensibilidad a las polimixinas (99, 100), no se presentdé una
disminucién en la CMI de la colistina. Una posible explicacion es que los genomas de las cepas RME
75 y 58 presentaron una gran cantidad de genes que codifican para bombas de eflujo o enzimas
inactivadoras de antibidticos como [B-lactamasas, esta seria la razén por la cual las clonas
permanecen resistentes a la mayoria de los antibiéticos a pesar de presentar posibles alteraciones
en su LPS.
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Ademas de la disminucion de los factores de virulencia in vitro, algunas de las clonas
evaluadas presentaron una disminucién de la letalidad en G. mellonella, llegando las clonas 14R1-
¢DCL-PA6a y 75R2- ¢DCL-PA6a a ser comparables al control negativo; esto podria explicarse por
la sintesis de moléculas de LPS truncas.

El modelo empleado en este experimento es un insecto que, ademas de no requerir de
consentimientos éticos y de tener ciclos de vida cortos, presenta un sistema inmune innato muy
similar al de organismos vertebrados (89). Se sabe que el LPS contribuye a la evasion del sistema
inmune e inclusive algunas moléculas de antigeno O pueden mimetizar azlcares de las células del
huésped (90), por lo que al haber un LPS defectuoso las células inmunes de la larva pueden resolver
la infeccién facilmente.

Se ha demostrado que el grado de afectacion de la molécula de LPS esta relacionado con
su impacto en la virulencia (91), ademés, en modelos animales se ha observado que clonas que
carecen o presentan un LPS trunco tienen una virulencia atenuada (71).

Estos resultados indican que algunas de las clonas resistentes a fagos que emergen
presentan una disminucién de su virulencia in vivo, sin embargo, queda por determinar qué
proporcién de bacterias del total de clonas resistentes presentan dicha disminucién en su virulencia,
puesto que aqui solo se emplearon las clonas que presentaban una mayor reducciéon en su
produccion de biopelicula.

Cabe mencionar que el proyecto se realizé con clonas de PA14, la cual a diferencia de la
cepa PAOL, presenta un antigeno O con una composicion diferente y, ademas, carece de antigeno
comun del polisacarido (CPA) debido a una mutacién puntual en la glicosiltransferasa WbpX (101).
Debido a esto, es posible que la resistencia de la cepa PAO1 a los fagos ¢DCL-PA6 y ¢DCL-PA6q,
se dé por mecanismos diferentes y, por lo tanto, el impacto en el fenotipo de la bacteria sea distinto.
De igual forma, las cepas MDR RME 58 y RME 75 pertenecen al clado de la cepa PA14, por lo que
es posible que las mutaciones de las clonas puedan ser similares entre ellas y entre la cepa PA14.

Los hallazgos presentados en este trabajo muestran algunas ventajas de la resistencia a los
bacteriéfagos en el tratamiento de P. aeruginosa con estos virus, y exhorta a futuras investigaciones
en la aplicacion de esta terapia. Ademas, nuestra investigacion es un ejemplo de cémo las variantes
de fagos con mutaciones sencillas pueden generar un cambio de receptor, y con ello, pueden ser
empleadas para el disefio de un coctel de fagos.
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9. CONCLUSIONES

El fago ¢DCL-PAG6 y su variante ¢DCL-PA6a son posibles candidatos para usarse en la
terapia debido a que no contienen genes de virulencia, de resistencia a antibiéticos ni asociados a
la lisogenia. Ademas, poseen un amplio rango de huéspedes y algunas de las clonas resistentes a
estos presentan re-sensibilizacion a amikacina y disminucién de su virulencia in vitro e in vivo debido
a mutaciones en genes biosintéticos del LPS.

Adicionalmente se demostré que mutaciones puntuales en la proteina de la fibra de la cola 'y
en la proteina estructural de la base provocaron que el fago DCL-PA6 pasara de reconocer el
antigeno O al nucleo del LPS, lo que permite que la variante pueda ser incluida en un coctel con
fagos dirigidos a otros receptores.

10. PERSPECTIVAS

- Determinar los mecanismos mediante los cuales las clonas resistentes a los fagos @DCL-PA6 y
¢DCL-PA6a de las cepas RME 58 y 75 adquirieron dicha resistencia.

- Determinar si debido a la modificacion estructural de la membrana externa de las clonas resistentes
hay afectaciones en otros componentes como los sistemas de secrecion.

- Realizar ensayos in vivo, para dilucidar la efectividad del fago ¢DCL-PAG y su variante gDCL-PA6a
en el tratamiento de P. aeruginosa.
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ABSTRACT

Bacteriophages are the most abundant biological entity on the planet, having pivotal
roles in bacterial ecology, animal and plant health, and in the biogeochemical cycles.
Although, in principle, phages are simple entities that replicate at the expense of their
bacterial hosts, due the importance of bacteria in all aspects of nature, they have the
potential to influence and modify diverse processes, either in subtle or profound
ways. Traditionally, the main application of bacteriophages is phage therapy, which is
their utilization to combat and help to clear bacterial infections, from enteric diseases,
to skin infections, chronic infections, sepsis, etc. Nevertheless, phages can also be
potentially used for several other tasks, including food preservation, disinfection of
surfaces, treatment of several dysbioses, and modulation of microbiomes. Phages
may also be used as tools for the treatment of non-bacterial infections and pest
control in agriculture; moreover, they can be used to decrease bacterial virulence and
antibiotic resistance and even to combat global warming. In this review manuscript
we discuss these possible applications and promote their implementation.

Subjects Biotechnology, Ecology, Microbiology, Virology, Environmental Contamination and
Remediation
Keywords Bacteriophage, Disinfectants, Virulence, Resistance, Dysbiosis, Pest, Global warming

INTRODUCTION

Bacteriophages are the most abundant biological entity on the planet, likely surpassing
bacteria by a factor of 10 (Mushegian, 2020). They play important roles in global ecology,
biogeochemical cycles, and animal and plant health (Batinovic et al., 2019). Bacteriophages
were discovered independently by Frederick Twort and Felix d'Herelle, and d'Herelle
hypothesized that they were viruses as well as coined the term bacteriophage. d'Herelle also
pioneered phage therapy, which is the utilization of phages to treat infections. From its
beginning, phage therapy was very promising and useful for the treatment of dysentery,
cholerae and other diseases, and its study and implementation continued to be carried out
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in some countries in Eastern Europe like Georgia and Poland. However, due the discovery
of antibiotics, the use of phage therapy in the western world was scarce (Summers, 2012).
Nevertheless, due the increasing prevalence in bacterial resistance towards antibiotics,
recently the use of bacteriophages in occidental medicine has been revived, especially as the
last resource to treat recalcitrant infections caused by multi- and pan-drug-resistant
bacteria. Hence, the number of successful cases in which phage therapy was able to rescue
untreatable patients is increasing (Schooley et al., 2017; LaVergne et al., 2018; Law et al.,
2019; Johri et al., 2021). Recently, Strathdee and coworkers published a comprehensive
review on phage therapy explaining phage biology, the ideal characteristics of phages that
make them suitable for their utilization in phage therapy, phage engineering and current
phage mainstream applications (Strathdee et al., 2023). Remarkably, bacteriophages have a
great versatility and potential as useful tools in several fields beyond classic phage therapy,
including cattle raising, agriculture, pest control, microbiome modulation, and
disinfection. In this review, we discuss several possible bacteriophage potential and robust
applications beyond classical phage therapy and hope it will stimulate research for these
applications and lead to additional uses. This review is intended for microbiologists,
biotechnologists and to a general audience interested in biotechnological applications of
bacteriophages.

SURVEY METHODOLOGY

Suitable literature was compiled using the main online scientific databases, including
PubMed, Science Direct (http://sciencedirect.com), Web of Science, Scopus, and Google
Scholar. Several keywords, such as bacteriophage, applications, antibiotic resistance,
virulence, quorum sensing, biofilm, disinfectants, food preservatives, probiotics,
microbiome, dysbiosis, CRISPR-Cas, methane, global warming, efc., were used, together
with Boolean operators such as “AND” and “OR”.

Bacteriophages as preservatives, disinfectants, and biofilm inhibitors
Bagged products, such as salads, greens and mushrooms, represent environments suitable
for bacterial growth, and contamination has resulted in several outbreaks, like 2022’s
Listeria monocytogenes outbreaks in the U.S. Bacillus cereus, Campylobacter jejuni,
Clostridium perfringens, Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp. and Staphylococcus
aureus are some of the most common pathogens that contaminate and spoil food,
nevertheless pathogens like Borrelia spp. and Yersinia enterocolitica are also of concern.
Phage utilization after the harvest of vegetables or before food packaging should be further
evaluated, and there are several commercial products like Intralytix, Micros Food Safety,
FINK TEC GmbH, Passport Food Safety Solutions and Phagelux, which have gained
approval of the Food and Drug Administration (FDA) (Arienzo et al., 2020; Endersen &
Coffey, 2020). Also, phage utilization in the food industry may be useful for preventing
contamination by Cronobacter sakazakii, in baby formula and Clostridium botulinum in
honey. Both pathogens affect children and present misleading clinical presentations.
Furthermore, phage preparations may also be useful as self-replicating disinfectants for
decontaminating or cleaning surfaces, such as in hospitals. They are particularly effective
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at killing bacteria within biofilms since biofilms are often resistant to chemical
disinfectants. To date, it has been shown that for some bacteria, such as Pseudomonas
aeruginosa, chemical disinfectants like sodium hypochlorite and benzalkonium chloride
have synergistic effects with some phages, enhancing biofilm elimination on contaminated
surfaces. Similarly, phages that can eliminate biofilms of other important bacterial
pathogens such as S. aureus, E. coli, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, etc.,
have been reported (Song et al., 2021; Liu et al., 2022).

Bacteriophages as tools for decreasing antibiotic resistance and
bacterial virulence

The ability of bacteria to readily develop resistance against phages is a double-edged sword
for bacterial pathogens, since one of the most common bacterial mechanisms of
developing phage resistance is to mutate the phages receptors, frequently diminishing or
avoiding its expression; however, some of the phages preferred receptors are structures
related to virulence, such as flagella, type IV pilli, and capsular polysaccharide and some
others such as efflux pumps and lipopolysaccharide (LPS) are involved in bacterial
antibiotic resistance. Hence, bacteria that become resistant to phage sometimes also
decrease their virulence and/or their antimicrobial resistance. Several authors had already
demonstrated this property for important bacterial pathogens such as P. aeruginosa and A.
baumannii (Leén ¢ Bastias, 2015; Chan et al., 2016; Gordillo Altamirano et al., 2021).
Moreover, important processes leading to the exchange of genetic material in bacteria such
as conjugation, which promotes the spread of bacterial resistance, can also be inhibited by
some filamentous phages for example by the occlusion of conjugative pilus by phage
particles (Lin et al., 2011). Hence, perhaps this property could be used to decrease bacterial
virulence bacteria or to re-sensitize pathogenic bacteria against antibiotics in hospitals,
farms, aquaculture, and wastewater treatment plants and even in the environment. Their
implementation may be first done in small experimental settings to evaluate its
performance and gradually could be scaled. Furthermore, phages may also be used to
inhibit quorum sensing (QS), which is a mechanism of cell signaling that allows the
regulation of gene expression in response to changes in cell-population density. Many
virulence genes are upregulated through this mechanism, therefore the inhibition or
interruption of the QS signaling pathway is a desired mechanism of action of antivirulence
compounds (Asfour, 2018). For example, (Agsl) located in the genome of the
Pseudomonas aeruginosa phage DMS3 contains two domains: one that inhibits the protein
LasR, the master regulator of QS in this bacterium, and another that inhibits the activity of
the type IV pilus assembly ATPase protein (PilB). Remarkably, this protein requires 69
residues to decrease virulence (Shah et al., 2021). Hence, phages with these kinds of
negative regulators of QS, may be also useful for reducing bacterial virulence.

Phages to treat dysbiosis and modulate microbiomes

Animal microbiomes, including humans, are dominated by bacterial species and
microbiome alterations have been linked to a plethora of diseases including obesity, type II
diabetes, autoimmune diseases, cancer, autism, depression, periodontal disease (Wang
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et al., 2017). Phages could be an ideal tool for the treatment of several dysbioses, helping to
reach an adequate balance of the microbiome, particularly if the imbalance is caused by
one or a few species that promote disease when they overgrow. For example phages could
be implemented to control the populations of Helicobacter pylori, the main agent causing
gastric and peptic ulcers, especially since current triple and quadruple therapies with
antibiotics aim to eliminate it, but the evidence of a protective role of this bacterium
against a variety of diseases such as asthma, allergies, and esophageal cancer is growing
(Shahabi et al., 2008; Zuo et al., 2021). Hence, perhaps modulation of their population size,
rather than complete elimination, could be a better option for enhancing human health.
Unfortunately, there are only few examples of characterized H. pylori bacteriophages and
most of them are lysogenic (Muiioz et al., 2020; Khosravi et al., 2021). Therefore, further
research is required, which will allow the identification of lytic phages suitable for
controlling H. pylori populations in patients. Another possible bacterial target for phages is
Clostridium difficile, which causes recurrent diarrhea usually in elderly people after an
antibiotic course due to overgrowth of this bacterium that survives the antibiotics since it
produces spores that are metabolically inactive and hence insensitive to antibiotics.
Currently, the most successful treatment for those patients is a fecal transplant from
healthy donors (Juul et al., 2018); however, phages able to kill C. difficile may be another
possibility and these have the advantage that they may be used prophylactically in patients
with probabilities of develop recurrent diarrhea before or during the antibiotic course
(Hargreaves & Clokie, 2014). Furthermore, other dysbioses such as acne, the most common
skin infection, is produced by an overgrowth of the bacterium Cutibacterium acnes that
triggers inflammatory responses; to date several phages active against C. acnes have been
isolated and studied, finding that usually they are able to infect several C. acnes strains
which is a good quality for their possible application (Golembo et al., 2022). Another
dysbiosis that potentially could be treated with bacteriophages is vaginosis, which is caused
by the overgrowth of Gardnerella vaginalis, a natural inhabitant of the female genital tract
that is normally non harmful unless it overgrows. Vaginosis is usually treated with the
antibiotics clindamycin or metronidazole but relapses frequently; hence, phage therapy
could be another alternative to combat this common dysbiosis (Bordigoni, Bouchard ¢
Desnues, 2021). Also, in a more generic way, phages can be added to prebiotic and
probiotic formulations to enhance their health promoting effects by reducing the growth of
potentially harmful bacteria (Kiani et al., 2020) or by decreasing bacterial competitors of
health-promoting species. More complex multifactorial dysbioses, such as those causing
periodontal disease, dental bacterial plaque and caries, are also susceptible to be treated
using bacteriophages. For instance, several bacterial pathogens such as Streptococcus
mutans, which is likely the main causative of dental caries, and Aggregatibacter
actinomycetemcomitans which is the bacteria most frequently related to rapidly
progressive periodontitis, are strong candidates for the application of phages as they are
important periodontal pathogens and since lytic phages able to destroy these bacteria
either in a free living state or in biofilms have been described (Castillo-Ruiz et al., 2011;
Dalmasso et al., 2015). Moreover, health-damaging conditions such as obesity may be also
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combated by administrating phages targeting bacteria associated with a promotion of
weight gain, fat accumulation, efc.

Bacteriophages to combat nonbacterial diseases

Some degenerative diseases like Parkinson or Alzheimer are characterized by the
accumulation of misfolded protein aggregates which possess a canonical amyloid fold.
The current therapies for these diseases are based on targeting specific protein aggregation
pathways. In an interesting work, the bacteriophage M13 capsid protein was shown to have
a motif that interacts with the canonical amyloid fold; therefore, it has been used to reverse
the formation of plaques derived from amyloid-like structures in the brain. This protein
represents a novel approach to combat neurodegenerative diseases (Krishnan et al., 2014).
There is a famous Arab quote that says: “The enemy of my enemy is my friend”.

In phage-based technologies, this phrase is not only appropriate for the context of
combating bacterial infections using classical phage therapy but also for viral infections in
animals and plants. Most of these properties of phages against viral infections are of
immunomodulatory nature but they also can be used as vehicles for gene delivery, for
diagnosis of diseases and for discovery and development of new antivirals, as well as
vaccine development. Some antiviral responses that are triggered by the interaction
between eukaryotic cells and bacteriophages indicate that phages have the potential to be
utilized as adjunct therapy of viral infections like those caused by SARS-COV-2 and
Epstein-Barr virus (EBV). Moreover, a secondary benefit of this application of phages
would be that it could aim to prevent or combat secondary bacterial infections that often
appear and kill coronavirus disease of 2019 (COVID) patients (Gorski et al., 2020; Shahin
et al., 2022). Tumor necrosis factor (TNF) levels of COVID-19 patients are high so
anti-TNF therapies are recommended because the elevated production of this
anti-inflammatory cytokine can increase the risk of viral replication and bacterial infection
(Feldmann et al., 2020). Since some phages that infect A. baumannii such as gkm18P and
B¢-R2096 downregulate TNF-a concentration in lungs and serum of mice with acute
pneumonia, they may be used in human patients for decreasing TNF-a level upon viral
infections. Also, it has been hypothesized that the integrin KGD motifs (Lys-Gly-Asp)
located on the capsids of some phages such as T4 could compete with SARS-CoV-2 and
other coronaviruses for binding their receptors, since the exposed loop of the protein S of
SARS-CoV-2 has the same motif (Gorski et al., 2020). Furthermore, this motif is also
relevant for the infection of the EBV to B and epithelial cells, so phage T4 can also
potentially interfere in the adsorption and internalization of EBV (Gorski et al., 2018). As it
was mentioned above, bacteriophages can be used as vehicles for gene delivery. In 2019,
Przystal and coworkers used a hybrid vector composed of the phage M13 with a single
stranded adeno-associated transgene cassette inserted in an intergenomic region of the
single stranded phage genome to treat glioblastoma multiforme (GBM) in mice. The vector
bears the RGDA4C ligand in the pIII minor coat protein on the capsid of M13 which binds
the avP3 integrin receptor present in the tumor cells. Then, the hybrid vector is
internalized and the recombinant genome is delivered into the nucleus to generate the
expression of a therapeutic gene called HSVtk which induces cell death by apoptosis.
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Moreover, the expression of HSVtk was under the control of a promoter induced by the
administration of TMZ. The approach was efficient and harmless (Przystal et al., 2019).

For viral therapeutics, a similar approach can be applied in which phage based vectors
can be engineered to carry and deliver CRISPR-Cas systems as therapeutic genes and target
an infected eukaryotic cell editing its genome, changing either host or viral genes. This
approach could be optimal for those viruses that can integrate into its eukaryotic host
genome like human immunodeficiency virus, papillomavirus and herpes simplex viruses
(Chen et al., 2018; Chen, Yu & Guo, 2018). The Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (CRISPR)-associated (Cas) system includes the helicase called the
Cas protein which can bind to RNA transcribed from palindromic repeats of DNA.
The transcript of palindromic repeats of DNA is known as the transactivating CRISPR
RNA (tracrRNA) while the spacers transcript is called CRISPR RNA (crRNA). The tracer
RNA and crRNA can be linked to form a single guide RNA (sgRNA) that can direct Cas9
to induce a double stranded DNA break in the protospacer adjacent motifs (PAMs) region
of the DNA target (Chen, Yu ¢ Guo, 2018). Despite that there are two effective vaccines
against human papilloma virus (HPV), it remains as the causal agent of the second most
common cancer worldwide. Moreover, its double stranded DNA (dsDNA) may integrate
into the host genome or remain as an episome so it could be also edited with CRISPR-Cas.
There are two main target genes of HPV that can be treated with this strategy, the
oncogenes E6 and E7, which can induce the degradation of tumor-suppressive protein
(p53), and retinoblastoma (Rb), thereby blocking the cell cycle (Kennedy et al., 2014).
Kennedy et al. (2014) proved that the expression of a bacterial Cas9 RNA-guided
endonuclease, together with two pairs of single guide RNAs (sgRNAs) specific for E6 and
E7 of HPV-18 and HPV-16, respectively, induce cleavage of the HPV genome and eventual
cell cycle arrest and cell death in transformed SiHA and HeLa cervical carcinoma cell lines.
Although they used a lentiviral vector, it is also possible to use engineered phage-based
vectors to improve the efficiency of transduction and this procedure can be escalated to an
in vivo infection model. Some of the advantages of using engineered phages as a vehicle of
CRISPR-cas delivery into mammalian cells are their specific cell tropism, in contrast to
eukaryotic virus vectors which are more prone to have interactions with more than one
type of eukaryotic cell and consequently more chances to develop side effects, making
phage-based vectors safer for clinical use (Bakhshinejad ¢» Sadeghizadeh, 2014).
Nonetheless, the interactions between phages and the immune system should be
investigated further in order to make this strategy safer and more effective. Furthermore,
the relatively simple genetics of the phages make them easier to manipulate by widespread
using tools like phage display and also phages can package a large sized vector-genomes in
contrast to adeno-associated virus vectors (Zhou, Suwan ¢» Hajitou, 2020; Fage, Lemire ¢
Moineau, 2021).

The challenges for using phages as delivery methods for CRISPR-Cas involve the
manufacture of the engineered phages, likely requiring utilization of strict and expensive
standards for producing and purifying them.
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Phages as a tool for pest control

The utilization of bacteriophages to combat bacterial diseases in agriculture and farming is
a growing practice showing promising results as a safe and efficient alternative to the use of
antibiotics. However, beside the straight forward utilization of phages for killing bacteria
that cause disease to commercially-important cultures, we propose that they can be used to
debilitate and perhaps even kill some insect pests that rely in their microbiome to perform
important physiological functions such as bacteria of the genera Buchnera that are obligate
endosymbionts of aphids and contribute to the production of tryptophan (a key factor to
maintain nutritional balance) and for the development and reproduction of their hosts
(Shigenobu & Wilson, 2011; Zhang et al., 2021). Similarly, bacterial symbionts are
important for the physiology of other pests such as thermites, flies, mosquitoes, and
roaches. So far, an interesting work demonstrated that phages can be used to remove up to
90% of P. aeruginosa in the gut of Musca domestica and that the removal of this species
(that provides the flies defense against fungal infections) leaded to broad changes in gut
microbiome composition affecting the normal development of the flies (Zhang et al.,
2021).

Mosquitoes are the most important vectors involved in the transmission of multiple
animal and human pathogens, for that reason several strategies affecting the development
of these insects have been investigated. The microbiota of adult mosquitoes is mainly
derived from the larval microbiota, which in turn depends on the microbiota of their water
habitat; alterations in the microbiota of mosquito larvae have a huge impact on mosquito
biology for that reason this approach can potentially be exploited to alter the mosquitoes’
life-history traits. Recently it was shown that the microbiota of Anopheles larvae could be
modulated by using bacteriophages in the larvae water (Dimopoulos, 2022). In that work
gnotobiotic Anopheles larvae with microbiota composed of Enterobacter, Pseudomonas,
Serratia, Elizabethkingia, and Asaia showed a survival and larval development reduction
with the addition of phages into the larvae water targeting Enterobacter and Pseudomonas
respectively, and a synergistic behavior was shown when both phages were added
simultaneously (Dimopoulos, 2022).

Phages for combating global warming

Methane is the second more abundant greenhouse gas, just behind CO, and a significant
amount of it is produced by methanogenic archaea in the microbiome of cattle raised for
human consumption. Since archaea also are infected by viruses (equivalent to
bacteriophages), they can be used to decrease their population in cattle microbiome and
decrease methane emissions produced by livestock (Boadi et al., 2004). Alternatively,
phages that target eubacteria that have synergies with methanogenic archaea may be also
targeted since the decrease of their populations will also decrease that of the methanogens
and hence mitigate methane production. Similarly, CO, emissions and trapping may be
modulated using bacteriophages to control bacterial populations. Figure 1 summarizes the
main phage applications discussed in this manuscript.
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Figure 1 Main bacteriophage applications: pest control, food industry, medical applications
excluding classical phage therapy, and global warming mitigation.
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Possible limitation and drawbacks

Currently most of the applications for phage therapy described here are still in their early
stages, and much more basic research is needed. For example, research is needed to expand
the repertoire of lytic phages against H. pylori, C. difficile and G. vaginalis, since to date
only a few phages able to infect them have been described and some of them are lysogenic
rather than lytic (Bordigoni, Bouchard & Desnues, 2021), making it necessary to identify
more suitable phages and/or engineer the lysogenic ones to turn them in to lytic. On the
other hand, some illnesses originated from dysbioses such as periodontal disease, are
complex since several different bacterial species are implicated acting in a specific
spatiotemporal order; hence, the design of phage treatments for the prevention and cure of
these diseases needs to take these characteristics into account. Furthermore, phage
mediated lysis of bacteria sometimes releases toxic bacterial compounds like LPS and other
toxins that can damage the host and promote inflammation. Moreover, the high
prevalence of phages in the environment is a risk of contamination in the dairy industry,
potentially causing reduction or loss of the yield in several dairy products such as yogurt,
kefir, and cheese. In addition, the contamination of these products with antibiotic
resistance genes transferred by phages may massively disseminate antibiotic resistance
(Blanco-Picazo et al., 2022); nevertheless, one way to prevent this scenario is to use a
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temperate phage to lysogenize industrial strains to exclude environmental phages.
Therefore, this approach would provide immunity against phages, mitigating the risk of
undesirable phage infections (da Silva Duarte et al., 2019). Moreover, despite the myriad of
applications bacteriophages have, extensive further research is needed in order to increase
our understanding of phage biology and of their ecological relationship with bacteria.
For instance, current applied phages are selected avoiding those that carry potential genes
encoding toxins and other virulence factors, antibiotic resistance genes, efc.; however,
around 70% of phage genes have unknown functions hence it is not possible to rule out
that some of the used phages have potentially dangerous genes (Mcnair et al., 2019).
Moreover, ecology is complex and perhaps the utilization of phages for treating dysbioses
could have unexpected consequences. For example, for P. aeruginosa, some phages can
preferentially eliminate mutants defective in quorum sensing (QS) that are impaired in the
production of many virulence factors and potentially could increase the fraction of QS
proficient bacteria selecting therefore more harmful bacteria (Saucedo-Mora et al., 2017;
Cazares, Garcia-Contreras ¢ Pérez-Veldzquez, 2020). Beyond that, the escalation of phage
preparations, and the financial and technical challenges to make them commercially
available for any application should be considered. Finally, if the utilization of phages
becomes widespread, society and industry should avoid committing the same mistakes that
lead us to the current antibiotic crisis (Amdbile-Cuevas, 2022).

CONCLUSIONS

Although the mainstream bacteriophage application is their use for treating bacterial
infections phage therapy, possible alternative bacteriophage applications are numerous
and include ones in the industrial, medical, veterinary and health fields. Critically, their
possible uses are only limited by the human imagination; hence, in the following decades
phages may become fundamental contributors for solving some of the more critical global
concerns for humanity, including (1) reducing the antibiotic crisis, not only curing patients
infected with bacteria insensitive to antibiotics but contributing to the decrease in the
prevalence of multi and pan drug resistant bacteria in hospitals (if they are used as
disinfectants) and in the environment (if regular antibiotics used in livestock raising and in
agriculture are replaced by phages). Additionally, even if some bacteria turn resistant
against the used phages, new phages can be selected and obsolete phages may be
engineered or evolved to regain the ability to infect the hosts. Furthermore, sometimes
bacteria that become phage resistant suffer a decrease in their antibiotic resistance ability;
therefore, this property may also contribute to decrease the overall antibiotic bacterial
resistance worldwide. (2) Increasing food production, by their application for combating
bacterial pathogens that attack crops and perhaps by their use to debilitate insects,
nematodes, and other eukaryotic pests that depend on their bacterial microbiota to
perform important metabolic traits. (3) Decreasing obesity if they are used to promote the
reduction of obesity promoting bacterial species in the human gut microbiota or by
enhancing the proliferation of lean promoting species and (4) reducing global warming, if
they are used to reduce the populations of methanogenic archaea or methanogenic
promoting bacteria in cattle.
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Furthermore, we think that many novel ways to utilize bacteriophages or their
components will constantly appear, increasing even more the potential benefits of the
utilization of these viruses.

On the other hand, several considerations such as possible not desired effects of their
applications and challenges such as massive production of phages and their thoughtful
purification need to be contemplated in order to maximize the benefits mankind can
obtain from these versatile and amazing organisms.
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