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Resumen

En este trabajo se analiz6 el papel de los bacteriéfagos en la evoluciéon de la patogenicidad
en Escherichia coli, centrandose en la transferencia horizontal de genes (THG) de virulencia
y resistencia antimicrobiana (GRAS). Para el estudio de este fendbmeno se emplearon nueve
cepas de E. coli portadoras de genes de virulencia (PGV), recuperadas de carnivoros y
bisontes silvestres de la Reserva de la Biésfera de Janos, México, con el fin de demostrar la
existencia de bacteriéfagos en el genoma de las nueve cepas de E. coli PGV y evaluar su
participacion en la THG de factores de virulencia (FV) y genes de resistencia antimicrobiana
(GRA), entre las cepas de E. coli PGV. Ademas de evaluar la participacion del liquido
ruminal, como componente del microambiente ruminal, en la induccién de bacteriéfagos
portadores de GRA y FV, con el fin de establecer el papel de los rumiantes en la evolucién
de enterobacterias.

En una primera fase se realizé un analisis metagenémico de particulas virales aisladas de
muestras intestinales de coyotes silvestres, con el fin de establecer los bacteri6fagos
presentes en el microambiente intestinal y la presencia de FV y GRA. Esto debido a que el
coyote es una de las especies reportadas como reservorio de enterobacterias patégenas de
importancia en salud publica y que, ademas, puede convivir con rumiantes domeésticos y
silvestres. Los resultados revelaron la presencia de 59 genes de resistencia a antibiéticos
distribuidos en 59 especies de bacteriéfagos, mostrando que los bacteri6fagos pueden
almacenar y transportar este tipo de genes, sugiriendo que podrian comportarse como
reservorios ambientales de material genético.

Durante la segunda fase, se evaludé la capacidad del liquido ruminal para inducir la
liberacion de bacteri6fagos, para lo cual nueve cepas de E. coli PGV fueron tratadas con
liguido ruminal, proveniente de tres bovinos, en concentraciones de 50%, 75% y 100%. El
liquido ruminal fue filtrado con membranas de 0.8, 0.4 y 0.22 micras y suplementado con
caldo Luria-Bertani (LB) con la finalidad de evitar la presencia de bacterias y la falta de
nutrientes, respectivamente. Los resultados obtenidos mostraron que el liquido ruminal
indujo la liberacion de bacteri6fagos; entre estos, los que portan genes de virulencia como
los que codifican para las shigatoxinas. Estos hallazgos establecen la importancia de los
rumiantes como catalizador ecoldgico que participa en la evolucion de enterobacterias
patdégenas a través de la THG mediada por fagos, con implicaciones para la salud publica.

En la tercera fase, se realiz6 un analisis metagenémico de los bacteriéfagos inducidos con
mitomicina C a partir de nueve cepas de E. coli PGV, con la finalidad de evaluar la dindmica
de especies de bacteriéfagos presentes en dichas cepas, asi como su posible participacion
en la THG y en la evolucién de las cepas de E. coli PGV recuperadas de fauna silvestre de
la Reserva de la Biésfera de Janos, Chihuahua. Se identificé la presencia de 49 especies de
bacteriéfagos y ensamblar 36 genomas completos. Asimismo, se detectaron 179 factores de
virulencia y 59 genes de resistencia antimicrobiana, los cuales se encuentran distribuidos
entre las distintas especies de bacteridfagos presentes en las nueve cepas de E. coli PGV.

Finalmente, se observé que las especies de bacteri6fagos presentes en estas cepas
conforman una metacomunidad con una estructura tipo 'tablero de ajedrez'. Esta
configuracion sugiere la existencia de interacciones competitivas y procesos de exclusion
mutua entre grupos de bacteriéfagos, limitando su coexistencia en una misma cepa. Dicha
dindmica de exclusién podria condicionar la adquisicién de genes de virulencia y resistencia
especificos en cepas de E. coli. En conjunto, estos resultados indican que, a pesar de estas
restricciones competitivas, la poblacién de fagos actia como un motor que promueve el flujo
génico mediante THG entre las diversas cepas analizadas.



Abstract

This study analyzed the role of bacteriophages in the evolution of pathogenicity in
Escherichia coli, focusing on the horizontal gene transfer (HGT) of virulence and
antimicrobial resistance genes (ARGSs). To investigate this phenomenon, nine E. coli strains
carrying virulence genes (VGC) were used. These strains were recovered from wild
carnivores and bison inhabiting the Janos Biosphere Reserve, Mexico, with the aim of
demonstrating the presence of bacteriophages within the genomes of the nine E. coli VGC
strains and evaluating their participation in the HGT of virulence factors (VFs) and
antimicrobial resistance genes among the studied strains. In addition, the role of ruminal
fluid, as a component of the ruminal microenvironment, in the induction of bacteriophages
carrying ARGs and VFs was evaluated in order to establish the role of ruminants in the
evolution of enterobacteria.

In the first phase, a metagenomic analysis of viral particles isolated from intestinal samples
of wild coyotes was performed to identify the bacteriophages present in the intestinal
microenvironment, as well as the occurrence of VFs and ARGs. This approach was based
on the fact that coyotes have been reported as reservoirs of pathogenic enterobacteria of
public health importance and are capable of coexisting with both domestic and wild
ruminants. The results revealed the presence of 59 antibiotic resistance genes distributed
among 59 bacteriophage species, demonstrating that bacteriophages are capable of storing
and transporting this type of genetic material, suggesting that they may act as environmental
reservoirs of genes.

During the second phase, the ability of ruminal fluid to induce bacteriophage release was
evaluated. For this purpose, nine E. coli VGC strains were treated with ruminal fluid obtained
from three cattle at concentrations of 50%, 75%, and 100%. The ruminal fluid was filtered
through 0.8, 0.4, and 0.22 um membranes and supplemented with Luria-Bertani (LB) broth
in order to prevent bacterial contamination and nutrient depletion, respectively. The results
demonstrated that ruminal fluid induced the release of bacteriophages, including those
carrying virulence genes such as shiga toxin-encoding genes. These findings highlight the
importance of ruminants as ecological facilitators involved in the evolution of pathogenic
enterobacteria through phage-mediated HGT, with potential implications for public health.

In the third phase, a metagenomic analysis of bacteriophages induced with mitomycin C
from the nine E. coli VGC strains was conducted in order to evaluate the ecological
dynamics of the bacteriophages present in these strains, as well as their potential
participation in HGT and in the evolution of E. coli VGC strains recovered from wildlife
inhabiting the Janos Biosphere Reserve, Chihuahua. A total of 49 bacteriophage species
were identified, and 36 complete genomes were assembled. Furthermore, 179 virulence
factors and 59 antimicrobial resistance genes were detected and found to be distributed
among the different bacteriophage species present in the nine E. coli VGC strains.

Finally, the bacteriophage species identified in these strains were found to form a
metacommunity with a checkerboard structure. This configuration suggests the existence of
competitive interactions and mutual exclusion processes among bacteriophage groups,
limiting their coexistence within the same bacterial strain. Such exclusion dynamics may
influence the acquisition of specific virulence and resistance genes in E. coli strains. Overall,
these findings indicate that, despite these competitive constraints, phage populations act as
a driving force promoting gene flow through HGT among the different strains analyzed.



Introduccién general

Escherichia coli es una de las especies bacterianas que presenta una elevada variabilidad
genética (Chaudhuri y Henderson 2012). En comparacion con otras enterobacterias, en E.
coli se han descrito las mayores diferencias genéticas entre cepas patégenas y comensales
(Dobrindt et al., 2010). Las diferencias genéticas observadas entre distintas cepas aisladas
en diferentes regiones del mundo se han atribuido a su capacidad de adaptacion, esto les
permite a las diferentes variantes de E. coli colonizar ambientes intestinales y
extraintestinales (Denamur et al., 2021).

Esta capacidad adaptativa deriva de modificaciones en su genoma -como mutaciones,
deleciones y procesos de duplicacion- y, principalmente, de procesos de transferencia
horizontal de genes (THG). Estos ultimos incluyen la transduccion, la conjugacién y la
transformacion, y se ven incrementados por la recombinacion de elementos genéticos
moviles (Dobrindt et al., 2010). Estas modificaciones gendmicas, impulsadas por el flujo
génico y los reordenamientos constantes del genoma, le confieren a E. coli ventajas
competitivas frente a otros microorganismos e incluso entre variantes genéticas de E. coli
(Leimbach et al., 2013).

En el caso particular de E. coli, se ha documentado una extensa adquisicion de material
genético, junto con una notable habilidad para regular y mantener dichos elementos. Esto le
otorga ventajas criticas para la supervivencia, la patogenicidad y la multirresistencia a los
antimicrobianos. Este dinamismo para integrar y gestionar nuevo material genético se define
como plasticidad gendémica (Patel, 2016; Vila et al., 2016; Touchon et al., 2009). Esta
arquitectura genomica flexible explica por qué cepas filogenéticamente cercanas pueden
comportarse como cepas comensales en el intestino o como patdégenas extraintestinales,
donde un mismo rasgo genético confiere ventajas en el entorno intestinal v,
simultaneamente, promover la infeccion fuera del intestino (Leimbach et al., 2013).

El andlisis de 20 genomas completos de E. coli, incluyendo cepas comensales y patégenas,
asi como un genoma de Escherichia fergusonii, revel6 la presencia de un genoma nucleo
compuesto por 1,976 genes compartidos, en contraste con un pangenoma de 17,838 genes
identificados en el conjunto de las 20 cepas analizadas. Estos resultados permitieron
clasificar el genoma de E. coli en dos componentes: el genoma nlcleo, altamente
conservado y con menor influencia de elementos genéticos méviles, y el genoma extendido
o flexible, que incluye secuencias asociadas a sitios de insercion, integracion de
bacteriéfagos, plasmidos y otros elementos genéticos moviles. ElI genoma nucleo
representa aproximadamente el 42% (1,976 genes compartidos) del contenido gendmico de
una cepa promedio, mientras que el 58% restante corresponde al genoma extendido, el cual
contiene en promedio 4,721 genes por cepa de E. coli. Este componente genomico fue
adquirido principalmente mediante eventos de transferencia horizontal de genes, como la
conjugacion, la transduccion y la transformacion (Touchon et al., 2009).

Las diferencias genéticas entre las distintas cepas de E. coli, particularmente en la
presencia de genes asociados a la patogenicidad, han permitido su clasificacion en tres
grandes grupos: cepas comensales intestinales, cepas patdgenas intestinales y cepas
patégenas extraintestinales. Cada uno de estos grupos presenta caracteristicas especificas
de patogenicidad, las cuales derivan de la presencia y combinacion de distintos factores de
virulencia en su genoma (Croxen et al., 2013).

Entre las variantes patdégenas de E. coli existen diferentes criterios de clasificacion. Uno de
ellos se basa en el sitio donde ejerce sus mecanismos de patogenicidad, dividiéndose en:
E. coli patdégenas extraintestinales (EXPEC) y E. coli patégenas intestinales (IPEC), como ya
se menciond. Otra pauta en la clasificacion de los aislados patégenos de E. coli es por su
patogenia asociado a la presencia de factores de virulencia (FV) en su genoma, a esta
categorizacion se le denomina patotipos (Riley, 2020). Dentro de los patotipos descritos en

6



las EXPEC estan: E. coli uropatégena (UPEC), la cual es causante de infecciones en tracto
urinario, E. coli neonatal meningea (NMEC) causante de infecciones en liquido espinal en
neonatos, E. coli patogénica aviar (APEC) causante de colibacilosis aviar, E. coli
septicémica (SePEC) causante de septicemias en humanos y animales, E. coli patégena
endometrial (EnPEC) causante de infecciones en endometrio (Lindstedt et al., 2018). Los
patotipos descritos para los aislados IPEC causantes de distintos procesos diarreogénicos
estan: E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteropatogena (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E.
coli de adherencia difusa (DAEC), E. coli adherente-invasiva (AIEC) (Denamur et al., 2021).
No obstante, se han descrito variantes patdégenas que no pueden ser incluidas dentro de los
patotipos previamente establecidos, esto es debido a que presentan combinaciones de FV y
cuadros clinicos atipicos (Lindstedt et al., 2004).

En un intento por proponer un sistema de clasificacion capaz de establecer similitudes
genéticas, Clermont y colaboradores (2000) desarrollaron un sistema de genotipificacion
basado en el andlisis de tres marcadores genéticos: yjaA, chuA y un fragmento de ADN
denominado TSPE.C2. Este sistema permiti6 dividir a E. coli en cuatro filogrupos
principales: A, B1, B2 y D. Con este sistema, se observd que los filogrupos B2 y D
contenian la mayor parte de las cepas con potencial patégeno.

Posteriormente, Gordon y colaboradores (2008), al analizar distintas colecciones de cepas
mediante este sistema, identificaron inconsistencias en la clasificacion. Observaron una
tendencia a agrupar cepas en el filogrupo A ante la ausencia de amplificados especificos, lo
gue reducia la exactitud del método; asimismo, detectaron cepas que no se ajustaban a
ninguno de los filogrupos establecidos. Por ello, complementaron este andlisis con una
tipificacion por secuencias multilocus (MLST), mediante la cual identificaron un grupo
adicional de cepas que no se ajustaban a los cuatro filogrupos originalmente descritos,
proponiendo asi un nuevo filogrupo denominado “E”. Este grupo habia sido previamente
sugerido como una poblacién de cepas de Escherichia coli con una estructura genética
distinta dentro de la coleccion ECOR por Ochman y Selander (1984), aunque en ese
momento no fue designado formalmente como el filogrupo E.

Mas adelante, Clermont y colaboradores (2013) disefiaron un método actualizado que
permitié identificar no solo los cuatro filogrupos iniciales (A, B1, B2 y D) y el filogrupo E, sino
también la incorporaciéon de dos nuevos filogrupos adicionales, denominados C y F.

El establecimiento de estos filogrupos permiti6 asociar determinadas caracteristicas
genéticas del genoma de E. coli con su potencial patogénico, vinculando la presencia de
factores de virulencia con rasgos genéticos especificos. Bajo este enfoque, se planteé la
hipo6tesis de que algunos filogrupos albergaban una mayor proporcién de cepas patégenas
en comparacion con otros filogrupos (Duriez et al., 2001; Escobar-Paramo et al., 2004).
Inicialmente, este enfoque permiti6 observar que la mayoria de las cepas patdégenas se
agrupaban dentro de los filogrupos B2 y D (Clermont et al., 2013).

La presencia de distintos filogrupos en diferentes cepas ha permitido analizar la estructura
de las poblaciones de E. coli. Se ha observado una mayor prevalencia del filogrupo A (50-
63%) en areas tropicales, mientras que en areas templadas predominan los filogrupos B2
(29-48%) y D (19-29%). Ademas, se ha observado una correlacion entre la presencia de los
filogrupos B2 y D y su lugar de origen, sugiriendo que las cepas que pertenecen a los
filogrupos B2 y D podrian ocupar nichos similares en el intestino humano (Escobar-Paramo
et al., 2004a).

Sin embargo, conforme se han analizado cepas provenientes de distintos animales se ha

observado que el filogrupo B2 no es el Unico que alberga cepas con potencial patogénico, y
que los factores de virulencia se distribuyen entre distintos filogrupos (Coura et al., 2017).
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Un ejemplo de esto es lo observado por Ghanbarpour y colaboradores (2011), quienes al
analizar 253 aislados de E. coli —141 aislados provenientes de aves con colibacilosis
septicémica y 112 aislados de E. coli de heces de aves sanas— detectaron la presencia de
los filogrupos A, B1, B2 y D en ambos grupos. Ademas, identificaron la presencia de FV en
aves sanas Yy detectaron que la mayoria de los aislados estaban localizados en el filogrupo
A.

Ademas, se han recuperado aislados que no logran asignarse dentro de los filogrupos
descritos, lo que ha generado la necesidad de incorporar nuevos filogrupos en las que
también se observa la presencia de genes de virulencia (Lu et al.,, 2016). Asimismo, el
analisis de cepas de origen animal ha demostrado que los filogrupos asociados con factores
de virulencia no corresponden necesariamente a los grupos B2 y D, a diferencia de lo que
ocurre con mayor frecuencia en aislados de origen humano (Jajarmi et al., 2017; Jajarmi et
al., 2018; Tayh et al., 2022).

Uno de los filogrupos recientes es el filogrupo G, el cual ha sido reportado como altamente
virulento y con un perfil de multirresistencia a antimicrobianos (Clermont et al., 2019). No
obstante, la distribuciébn de los factores de virulencia parece ser en gran medida
independiente del filogrupo, lo que refleja la amplia variabilidad genética existente entre las
distintas cepas de E. coli (Aguirre-Sanchez et al., 2022; Bohlin et al., 2014; Kaper et al.,
2004).

Las diferentes combinaciones de los FV identificadas en los diversos filogrupos sugieren
gue no existe una caracteristica genética Unica asociada con la ganancia de virulencia, es
decir, un rasgo especifico que determine de manera directa la adquisicibn de genes de
virulencia. No obstante, en un intento por asociar la capacidad de adquirir virulencia con
caracteristicas genéticas propias de E. coli, algunos estudios han propuesto enfoques
alternativos a la clasificacion por filogrupos para analizar y establecer las condiciones que
favorecen la adquisicion de genes de virulencia (Escobar-Paramo et al., 2004).

En este contexto, Garcia-Gutiérrez y colaboradores (2015) sugirieron que la ganancia de
genes de virulencia en cepas patdgenas podria estar asociada con el sistema CRISPR. Al
intentar correlacionar las variaciones genéticas en los sistemas CRISPR presentes en E.
coli con su capacidad para eliminar 0 mantener nuevas secuencias genéticas, los autores
observaron una correlacion negativa, ademas de evidenciar que los sistemas CRISPR
presentes en distintas cepas de E. coli son altamente heterogéneos, lo que indica una
considerable variabilidad incluso dentro de este sistema de defensa.

Por otra parte, Bohlin y colaboradores (2014), mediante el andlisis comparativo del genoma
de distintas cepas de referencia de E. coli, evaluaron variaciones en genes especificos,
como el gen mut. Sus resultados indicaron que el genoma ndcleo esta sujeto a una mayor
presion de seleccidn, ademas sugirieron que los filogrupos Ay B1 han estado bajo la misma
presion de seleccidon y por eso comparten caracteristicas en su genoma nucleo. Esto
sugiere que el genoma nudcleo se encuentra bajo una mayor presion de seleccién que el
genoma extendido. No obstante, este fenémeno no explica completamente los mecanismos
responsables de la expansion del genoma de E. coli.

Los genes del sistema mut, como mutL y mutT, desempefian un papel fundamental en el
mantenimiento de la estabilidad gendmica de E. coli. El gen mutL participa en el sistema de
reparacion de errores de apareamiento del ADN, mientras que mutT elimina nucleétidos
oxidados, como la 8-0x0-dGTP, evitando su incorporacion al ADN y reduciendo la
acumulacién de mutaciones. En conjunto, estos mecanismos contribuyen a la conservacion
del genoma nucleo. Sin embargo, alteraciones 0 mutaciones en los genes del sistema mut
pueden conferir a E. coli un fenotipo mutador, caracterizado por un incremento en la tasa de
mutacion. Este fenotipo se ha asociado con mutaciones en rpoS, un gen involucrado en la
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respuesta al estrés celular, asi como con modificaciones en la regulacion de bombas de
eflujo relacionadas con la expulsién de antibiéticos y la supervivencia bacteriana (Desroches
et al., 2018).

En conjunto, estos resultados sugieren que la presencia de filogrupos y su posible
asociacion con cepas patdgenas podria ser consecuencia de un proceso evolutivo, en el
cual la ganancia de virulencia est4 determinada por una presion de selecciéon constante
sobre determinados grupos de genes, asi como por la capacidad de regular el material
genético adquirido (Touchon et al., 2009).

Cabe destacar que, en la mayoria de estos estudios, se utilizaron cepas aisladas de
distintos hospedadores y de diversas regiones geograficas, incluyendo aquellas
pertenecientes a E. coli Reference Collection (ECOR). Esta heterogeneidad biologica podria
enmascarar algunas correlaciones, dado que los procesos evolutivos intervienen fuerzas
genéticas como las mutaciones, la deriva génica, el flujo génico y la seleccién natural, las
cuales determinan la microevolucién; asi como por factores espaciales y temporales —
como el tiempo geolégico, los cambios ambientales y el aislamiento geografico— que
influyen en la macroevolucién (Tsuboi et al.,, 2024; Kearney et al., 2024). Los factores
espaciales y temporales (heterogeneidad biolégica) pueden dificultar la deteccion de
patrones evolutivos en estudios a gran escala, especialmente en microorganismos, los
cuales presentan procesos evolutivos mas rapidos (Chase y Myers, 2011).

A pesar de estas dificultades, la comprension de los mecanismos que impulsan la
divergencia evolutiva de E. coli puede abordarse desde aproximaciones complementarias.
Por un lado, la macroecologia de enfermedades infecciosas ofrece un marco para identificar
factores determinantes de la distribucién de patdégenos, integrando factores espaciales y
temporales a gran escala (Stephens et al., 2016). Por otro lado, los experimentos de
evoluciéon a largo del tiempo, como el Long-Term Evolution Experiment (LTEE) iniciado en
1988 por Richard Lenski, permiten cuantificar la dinamica de la adaptacion por seleccién
natural y conocer el papel de las mutaciones en la adaptacion bacteriana en condiciones
controladas, demostrando fendmenos como cambios en las tasas de mutacion y evolucion
paralela de genes (Lenski, 2017).

Adicionalmente, la THG, mediada por mecanismos como la transformacion, la conjugacion y
la transduccidn por bacteriéfagos, constituye una fuente de variacion genética que permite a
E. coli adquirir rdpidamente genes de virulencia y de resistencia a antimicrobianos (Dobrindt
et al.,, 2010). En conjunto, estas aproximaciones (macroecoldgicas, experimentales y
moleculares) permiten conocer las limitaciones impuestas por la heterogeneidad bioldgica, y
ofrecen un marco integrador para entender la evolucién de E. coli como un proceso donde
la presion de seleccion ambiental moldea la variacién genética generada por mutaciones y
flujo génico horizontal, fendbmeno conocido como ecoevolucion (Dobrindt et al., 2010;
Stephens et al., 2016).

Este proceso ecol6gico-evolutivo ha favorecido la generacion de cepas de E. coli con
distintos genes de virulencia y de resistencia a antimicrobianos. Entre las variables que
podrian ejercer presion de seleccion y, al mismo tiempo, contribuir al enriquecimiento
genético del genoma de E. coli, destaca la presencia de determinados grupos de
bacteriéfagos (Dobrindt et al., 2010). Los bacteriéfagos pueden actuar como componentes
ambientales clave, funcionando como elementos ecoldgicos que favorecen la aparicion de
nuevas variantes patdégenas al proporcionar nuevo material genético y ejercer presion de
seleccidn sobre microorganismos susceptibles (Boyd et al., 2001).

Los bacteriéfagos, también conocidos como fagos, son virus capaces de infectar distintos

géneros bacterianos y actian como moduladores claves de las comunidades microbianas
(Chevallereau et al.,, 2021). Los bacteri6fagos se encuentran presentes en todos los
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microambientes, donde también existe la presencia de bacterias. En términos generales, se
estima que la poblacién de bacteriéfagos supera a la de bacterias en una proporcion
aproximada de diez a cien por cada bacteria (Hatfull, 2015). Como reguladores de las
comunidades bacterianas, los bacteriéfagos ejercen una presion de seleccion importante
sobre los microorganismos susceptibles (Klimenko et al., 2016). Esta modulacién ocurre,
por un lado, debido a la lisis de bacterias susceptibles a la infeccion y, por otro, porque los
bacteriéfagos funcionan como vectores eficientes para la transferencia de material genético
(Bakhshinejad y Ghiasvand, 2017).

La presencia de bacteri6fagos en ambientes especificos obliga a las bacterias, en este caso
E. coli, a desarrollar mecanismos de supervivencia frente a las infecciones por
bacteriéfagos. Estos incluyen evitar la unién del bacteriéfago, la degradacion del material
genético exbgeno, los sistemas de restriccibn-modificacion, los sistemas CRISPR-Cas, asi
como mecanismos de muerte celular y la inhibicion del ensamblaje de proteinas
estructurales de bacteriéfagos (Mirzaei y Maurice, 2017; Georjon y Bernheim, 2023). Sin
embargo, las bacterias que sobreviven a una infeccion por bacteriéfagos pueden adquirir
nuevo material genético, dando origen a variantes patdbgenas como ocurre en E. coli
(Dobrindt, 2005; Fortier y Sekulovic, 2013).

El material genético transferido por los bacteriéfagos puede incluir genes involucrados en la
sintesis de carbohidratos, genes involucrados en funciones metabdlicas, toxinas y genes
asociados a la resistencia a antimicrobianos, lo cual favorece el crecimiento y la
supervivencia bacteriana bajo condiciones ambientales especificas (Borodovich et al.,
2022). Esta presion de seleccion puede entenderse de dos maneras. En primer lugar,
aquellas bacterias que carecen de mecanismos para evitar la infeccién por bacteri6fagos o
que no poseen la capacidad de integrar y regular genes del bacteriéfago seran lisadas, lo
que provoca una disminucién en la abundancia de determinados géneros o poblaciones
bacterianas (Klimenko et al., 2016). En contraste, las bacterias que logren integrar el
material genético del bacteriéfago sobreviven, dando lugar a poblaciones bacterianas
portadoras de bacteri6fagos que pueden adquirir nuevas caracteristicas genéticas, entre
ellas factores de virulencia, genes de resistencia y mecanismos de defensa en contra de
infecciones (Mirzaei y Maurice, 2017).

Los bacteri6fagos pueden presentar distintos ciclos de infeccion. Uno de ellos es el ciclo
lisogénico, el cual representa una via fundamental para la transferencia de material
genético, ya que durante este proceso el genoma viral se integra en el cromosoma
bacteriano y se replica de manera constante junto con el genoma del hospedero, una vez
que se ha integrado al genoma bacteriano recibe el nombre de profago (Chevallereau et al.,
2021).

El otro ciclo de infeccidn es el ciclo litico, en este ciclo, una vez que la bacteria es infectada,
el bacteriéfago inicia la replicacion de nuevos viriones utilizando la maquinaria celular del
hospedero. Posteriormente, la bacteria es lisada para permitir la liberacion de las particulas
virales al medio. A nivel poblacional, este proceso genera una reduccion en la abundancia
de determinados géneros bacterianos, influyendo de manera directa en la dinamica
poblacional de las comunidades microbianas (Chevallereau et al., 2021).

Cabe destacar que los profagos pueden escindirse del genoma bacteriano e iniciar un ciclo
litico cuando el hospedador es sometido a condiciones de estrés, como el dafio al ADN.
Este proceso ocurre debido a que muchos bacteriofagos atemperados (aquellos
bacteri6fagos que una vez integrados mantienen un ciclo lisogénico hasta que diversas
condiciones les permiten escindirse e iniciar un ciclo litico) dependen del sistema RecA
activo durante la respuesta SOS al dafio genético. Durante la induccion litica, el genoma del
bacteriéfago es replicado, empaquetado y liberado tras la lisis celular, permitiendo la
dispersién de nuevos viriones en el ambiente (Fornelos et al., 2015).
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En el contexto de la dinamica poblacional, diversos estudios en la microbiota intestinal han
reportado una mayor abundancia de bacteri6fagos en comparacioén con las bacterias, con
una relacion aproximada de 10:1. Asimismo, se ha estimado que la concentracion de
particulas virales oscila entre 108 y 10° por gramo de heces (Marchi et al., 2023; Shkoporov
y Hill, 2019). La relacién bacteriéfagos/bacterias y la dinAmica poblacional en la que
intervienen los bacteridfagos han cobrado relevancia en el contexto de la salud humana,
debido a que se ha asociado el aumento en la diversidad de bacteriéfagos con la
disminucion de la diversidad bacteriana en problemas inflamatorios a nivel intestinal, por
otra parte también se ha propuesto el empleo de bacteriéfagos para el tratamiento de
algunas enfermedades infecciosas (fagoterapia) (De Sordi et al., 2019; Marchi et al., 2023;
Norman et al., 2015).

Para comprender la dinAmica entre bacteriéfagos y bacterias, se han propuesto diversos
modelos ecoldgicos, entre los que destaca el modelo presa—depredador. Este modelo
describe la interaccién entre dos poblaciones: una que actlla como presa, en este caso las
bacterias, y otra que desempefia el papel de depredador, representada por los
bacteriéfagos. Su idea central es que el tamafio de ambas poblaciones cambia con el
tiempo de forma interdependiente (Summers y Kreft, 2022). El tamafio de la poblacion de
presas (poblacion bacteriana) se ve afectado por el tamafio de la poblacion de
depredadores (bacteriéfagos); a su vez, el tamafio de la poblacion de depredadores
depende de la disponibilidad de presas. Estas interacciones determinan la dinamica de
ambas poblaciones a lo largo del tiempo (Bisesi et al., 2024; Chevallereau et al., 2021;
Egilmez et al., 2021). En este contexto, se describen, en primer lugar, los bacteri6fagos
denominados generalistas, caracterizados por su capacidad de infectar de manera indistinta
a multiples especies de bacterias, o que puede ocasionar el declive simultaneo de diversas
poblaciones bacterianas (Fernandez et al., 2018; Bisesi et al., 2024). En segundo lugar, se
identifican los bacteri6fagos especialistas, los cuales se han adaptado a infectar grupos o
géneros bacterianos especificos, afectando de manera selectiva a dichas poblaciones
(Brockhurst et al., 2006). Este modelo también permite inferir las estrategias de
sobrevivencia entre las poblaciones bacterianas, como es la competencia. En este contexto,
la liberacién de bacteri6fagos especialistas, puede provocan el declive de poblaciones
bacterianas especificas en un escenario de competencia, o bien la liberacién de
bacteriéfagos generalistas que modulen o reduzcan distintas poblaciones bacterianas, lo
que puede interpretarse como una forma de interaccién tipo mutualista (Bisesi et al., 2024).

Otros modelos, como el propuesto por Marantos (2022), plantean que la depredacion de
bacterias por bacteriéfagos limita el crecimiento poblacional de distintas especies
bacterianas, de modo que el crecimiento bacteriano refleja el tamafio de la poblacién de
bacteriéfagos. Este proceso permite que los nutrientes presentes en el ambiente
permanezcan disponibles para poblaciones bacterianas con tasas de crecimiento lento. Este
fendmeno, denominado “matar al ganador”, favorece la coexistencia entre poblaciones de
rapido y lento crecimiento, ya que, de lo contrario, las primeras agotan los nutrientes,
afectando la supervivencia de las segundas. Este modelo integra elementos del enfoque
presa—depredador y resalta el papel de la abundancia bacteriana como un factor clave en la
dinamica de infeccion.

Dentro de la dindmica ecolbégica bacteri6fagos—bacterias es importante considerar la
participacion de mecanismos de induccion y liberacion de bacteriéfagos, lo que provoca que
poblaciones bacterianas susceptibles sean lisadas o entren en ciclos lisogénicos (Leon-Félix
y Villicafia, 2021). Una de las formas en que se explica este fenbmeno es a través de
mediadores quimicos producidos por las bacterias, los cuales pueden ser detectados por
otras bacterias mediante mecanismos de quorum sensing (QS) (Ledn-Félix y Villicafia,
2021). Si bien, este sistema permite a las bacterias monitorear el ambiente externo
mediante compuestos quimicos y activar mecanismos de supervivencia, alguno de estos
mecanismos participan en la induccion de lisis bacteriana como los sistemas toxina
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antitoxina, mecanismo por el cual puede iniciar la produccion de ciclos liticos (Fernandez-
Garcia et al., 2025).

Un ejemplo de esta interaccion se ha observado en E. coli, donde la presencia de sefiales
de N-acil-L-homoserina lactona (AHL), moléculas asociadas al QS, disminuyen la adsorcion
del bacteriéfago lambda, reduciendo la infeccién. Esto es debido a que genera una
regulaciébn a la baja del receptor LamB, el cual es requerido para la union de los
bacteriéfagos a la superficie celular. Esto genera un efecto de proteccion, lo cual evita la
entrada para el bacteriéfago lambda (Hgyland-Kroghsbo et al., 2013).

Otros ejemplos incluyen la presencia de autoinductores, como el 5-dimetilpirazina-2-ol
(DPO), en Vibrio cholerae, el cual se asocia con la densidad poblacional y la formacion de
biopeliculas, pero también para el control de la lisis-lisogenia, dependiendo de la densidad
celular y concentracion del autoinductor en el medio extracelular (Silpe y Bassler, 2019).
Asimismo, Erez y colaboradores (2017) observaron en Bacillus subtilis que bacteriéfagos
pertenecientes al grupo SPB pueden regular la decision entre los ciclos litico y lisogénico.
Tras una infeccién previa, el material genético del bacteri6fago induce la transcripcion de un
propéptido codificado en su genoma, el cual es secretado al medio externo a través de la
via general de secrecién (Sec). Posteriormente, este propéptido es procesado por una
proteasa, generando una forma madura denominada “arbitrium”. Durante este proceso
ocurre la replicaciéon de nuevos viriones y ciclos adicionales de infeccion, lo que incrementa
la concentracion de arbitrium en el medio. Una vez que esta molécula se acumula, es
reconocida por un transportador de péptidos de B. subtilis e internalizada, donde se une al
ADN del bacteri6fago, bloqueando la transcripcion del propéptido, inhibiendo la formacion
de nuevos viriones y favoreciendo el establecimiento de la lisogenia.

Los mecanismos Yy la dinamica bacteriéfagos—bacterias no son simples ni lineales, sino que
involucran complejos sistemas de sefializacion y reconocimiento que modulan los eventos
de lisis y lisogenia (Nanda et al., 2014). En la dinAmica de induccién, infeccién y replicacion
de bacteridfagos intervienen factores ambientales, como el pH, el metabolismo bacteriano,
la presencia de metabolitos secundarios, la disponibilidad de nutrientes y la presencia de
antibioticos en el medio (Maiques et al., 2006; Nanda et al., 2014; Selva et al., 2009). Estos
Gltimos pueden interrumpir procesos celulares y generar dafio en la pared o membrana
celular, en los acidos nucleicos o en la sintesis de proteinas, lo que desencadena
respuestas de dafio celular y activa mecanismos de induccion de bacteriéfagos (Maiques et
al., 2006).

Un ejemplo de un antibiético capaz de inducir la transicion de profago a bacteriéfago es la
ciprofloxacina, la cual provoca dafio en el ADN bacteriano y activa la respuesta SOS. Este
proceso desencadena mecanismos de reparaciéon mediados por la proteina RecA, lo que
favorece la induccion del ciclo litico y, en consecuencia, la liberacion de bacteridfagos
(Zhang et al., 2000).

Estos factores ambientales influyen en la dinamica lisis—lisogenia, impactando la estructura
poblacional de diversas bacterias. Asi mismo afectando la evolucién bacteriana, ya que
durante el ciclo lisogénico puede transferirse nuevo material genético (Moura de Sousa et
al.,, 2020). La THG, particularmente mediante la transduccién mediada por bacteriéfagos,
permite la generacion de poblaciones bacterianas resistentes a antibidticos, mas virulentas
0 con mayores capacidades metabdlicas, asi como poblaciones con sistemas inmunitarios
gue limitan la infeccién por bacteriofagos (Alseth et al., 2023; Samson et al., 2013).

Adicionalmente, los bacteri6fagos pueden contribuir con la evolucién bacteriana mediante la
eliminacion de especies conjugantes, limitando con ello la THG mediada por plasmidos.
Esto ocurre cuando poblaciones bacterianas receptoras de plasmidos, que sean
susceptibles a la infeccion por bacteriéfagos generalistas o especialistas, se ven reducidas,
lo que disminuye la probabilidad de interaccién con bacterias donadoras de plasmidos y, por
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ende, reduce el nimero de eventos conjugativos. Por otro lado, durante los ciclos liticos, la
liberacion de material genético puede facilitar procesos de transformacion bacteriana
(Harrison et al., 2015).

Dentro de esta dinamica bacteri6fagos—bacterias, se deben considerar dos aspectos
fundamentales: (1) la capacidad de las bacterias para no ser infectadas por bacteriéfagos y
(2) la capacidad de los bacteriéfagos para infectar bacterias. Se ha observado que la
cercania filogenética entre cepas del mismo género influye en la susceptibilidad o
resistencia a la infeccion por una misma especie o género de bacteriéfagos (Feltin et al.,
2025).

En filogenética, la tendencia estadistica de que las especies emparentadas compartan
caracteristicas debido a su historia evolutiva, en comparacion con especies seleccionadas
al azar, se conoce como sefal filogenética (Minkemiuiller et al., 2012; Revell et al., 2008).
Esta métrica se ha utilizado en la ecologia de enfermedades para evaluar el rango de
hospederos susceptibles de ser infectados por un mismo patdgeno y determinar si la
relacion filogenética entre ellos influye en los patrones de infeccion. Un ejemplo de ello es el
estudio de Perrin y colaboradores (2025), quienes analizaron murciélagos de diferentes
especies y regiones geograficas, considerando ademas caracteristicas individuales como la
talla, el sexo y la masa corporal, con el objetivo de determinar la presencia de Trypanosoma
spp. Mediante modelos lineales generalizados, los autores identificaron una asociacion
cofilogenética entre las especies de murciélagos y las variantes genéticas de Trypanosoma
spp., lo que sugiere que la historia evolutiva compartida de ambos organismos influye en las
interacciones hospedero-parasito.

En bacteri6fagos también se ha demostrado la importancia de la sefial filogenética en la
determinacion del rango de hospederos. Torres-Barceld y colaboradores (2025) observaron
que los bacteriéfagos generalistas son mas propensos a ser reconocidos por los sistemas
CRISPR-Cas de sus bacterias hospederas, dejando una huella genética que refleja su
amplio rango de infeccion. Ademas, demostraron que la filogenia del hospedador constituye
un factor determinante del grado de especializacién de los bacteri6fagos. En particular,
encontraron que, a medida que aumenta la distancia filogenética entre las especies
bacterianas, disminuye el nimero de hospederos susceptibles de ser infectados por un
mismo bacteriéfago.

De manera similar, Lara y colaboradores (2014) analizaron 89 cepas bacterianas aisladas
del noreste del mar Mediterraneo, incluyendo 52 cepas de Pseudoalteromonas spp., 15 de
Alteromonas spp., 3 de Marinobacterium spp., 8 de Vibrio spp., 3 de Nereida spp., 3 de
Erythrobacter spp. y 5 pertenecientes al orden Bacteroidaceae. Sus resultados evidenciaron
que algunos bacteriéfagos poseen la capacidad de infectar multiples especies bacterianas,
mientras que otros presentan un elevado grado de especificidad hacia sus hospederos. A
partir de las cepas de Pseudoalteromonas spp. se aislaron 25 bacteriéfagos, los cuales
infectaron preferentemente bacterias pertenecientes a géneros filogenéticamente cercanos,
particularmente Alteromonas spp. Este hallazgo sugiere que la proximidad filogenética entre
las especies bacterianas favorece la infeccién por un mismo bacteriéfago. No obstante, los
bacteriéfagos generalistas mostraron un rango de infectividad altamente variable, mientras
que los especialistas se limitaron a infectar una o dos cepas bacterianas. En conjunto, estos
resultados evidencian la amplia diversidad funcional de los bacteriéfagos y refuerzan la
importancia de la relacion filogenética entre los hospederos como un factor determinante
para el éxito de la infeccion.

Por lo antes mencionado, dentro de la dinamica bacteriéfago—bacteria, uno de los primeros
requisitos es que el bacteridfago sea capaz de infectar a una bacteria hospedera (Bernheim
y Sorek, 2019). Este proceso depende en gran medida, de la capacidad de la bacteria para
defenderse de infecciones virales, ya que existen diversos mecanismos de defensa
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bacteriana frente a la infeccion por bacteriéfagos (Bernheim y Sorek, 2019; Mayo-Mufioz et
al., 2024). Adicionalmente, como se mencion6 previamente, otro elemento clave de esta
dinamica que impulsa la evolucion bacteriana es la capacidad de las bacterias para
mantener, regular y expresar el nuevo material genético adquirido (Mirzaei y Maurice, 2017,
Samson et al., 2013).

En el caso particular de E coli, se ha descrito la presencia de bacteri6fagos que han
contribuido a la adquisicion de diversos factores de virulencia, como stxla, stx2a, perC,
espK, Itb y astA, (Bonanno et al., 2015; Milani et al.,, 2023; Napit et al., 2024). En la
actualidad, los bacteriéfagos contindan participando activamente en la evolucién de la
patogenicidad de E. coli al transportar distintos genes de virulencia, lo que da lugar a la
emergencia de nuevos patotipos (Bonanno et al., 2015).

Un ejemplo claro de este fenbmeno es el patotipo E. coli enteroagregativo hemorragico
(EAHEC), responsable del brote entérico ocurrido en Alemania en 2011, el cual surgio a
partir de la adquisicion del bacteridfago “Stx2-phage” (Grande et al., 2014; Nyambe et al.,
2017). Este evento evidencié la relevancia de los bacteri6fagos en la generacién de
variantes patdgenas de E. coli con un impacto significativo en la salud publica.

Los rumiantes, particularmente los bovinos, constituyen el principal reservorio natural de E.
coli enterohemorragica (EHEC) del serotipo O157:H7, una de las principales causas de
colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico (SUH) en humanos a nivel mundial
(Karmali et al., 2010; Ferens y Hovde, 2011). Estos animales actiGan como portadores
asintomaticos debido a la ausencia de receptores vasculares (Gb3) para las shigatoxinas
(Stx) en el endotelio de los rumiantes, lo que permite una colonizacion intestinal persistente
sin manifestar enfermedad clinica (Pruimboom-Brees et al., 2000; Ferens y Hovde, 2011).
La prevalencia de estas cepas en el ganado muestra variaciones estacionales significativas,
siendo mas alta durante los meses de verano en Escocia, y se ha identificado que ciertos
animales denominados “superexcretores” pueden eliminar altas cargas del patégeno al
ambiente, actuando como focos criticos de contaminaciéon de alimentos y fuentes hidricas
(Chase-Topping et al., 2008; Ferens y Hovde, 2011).

La transmisibn a humanos ocurre principalmente por ingestibn de alimentos o agua
contaminados con materia fecal, destacando la importancia de las medidas de bioseguridad
en la cadena productiva desde el campo hasta el consumidor (Karmali et al., 2010; Persad y
Lejeune, 2014). Los bacteriéfagos desempefian un papel central en la virulencia de STEC,
ya que los genes stx’s que codifican las shigatoxinas se encuentran en profagos lambdoides
integrados en el cromosoma bacteriano (Pinto et al.,, 2020). La diversidad de sitios de
insercion cromosomica de estos bacteriéfagos portadores de stx’s permite diferenciar
genotipos clinicos de agquellos predominantes en el reservorio bovino, observandose una
mayor diversidad genotipica en aislados de origen bovino que en aquellos de origen
humano (Shringi et al., 2012). Especificamente, los aislados bovinos suelen portar el subtipo
stx2c asociado al sitio de insercion sbcB, mientras que los aislados clinicos presentan con
mayor frecuencia stx2a asociado a los sitios wrbA o argW (Shringi et al., 2012).

En relaciéon con la fauna silvestre, diversos estudios han documentado que las cepas de
EHEC 0O157:H7 raramente se aislan de los animales silvestres, con la excepcion
significativa de ciervos (Cervus elaphus), que pueden actuar como puentes epidemiolégicos
entre ambientes naturales y zonas de produccién pecuaria (Ferens y Hovde, 2011; Kim et
al., 2020). Asimismo, investigaciones recientes han identificado que especies como jabalies
(Sus scrofa), aves sinantrépicas y roedores pueden portar esporadicamente cepas
patégenas, contribuyendo a la diseminacion ambiental del microorganismo (Persad y
Lejeune, 2014; Kim et al., 2020).
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En un estudio realizado en el noreste de México, en la Reserva de la Biésfera de Janos,
Chihuahua, se logr6 aislar un total de 61 cepas positivas a por lo menos un gen de
virulencia asociado con los patotipos de E. coli enteropatégena (EPEC) y E. coli productora
de shigatoxinas (STEC), a partir de 55 carnivoros muestreados. Los resultados mostraron el
aislamiento de 22 cepas STEC en un coyote (Canis latrans), 23 cepas de EPEC atipicas
(EPECa) en una zorra del desierto (Vulpes macrotis), asi como 13 cepas de EPECa y 3
cepas de STEC en un zorrillo encapuchado (Mephitis macroura). Ademas, se observo la
presencia de filogrupos indeterminados en algunas de estas cepas. Estos hallazgos
Identifican a los carnivoros, y especialmente a los canidos silvestres, como posibles
reservorios de cepas STEC (LGpez-Islas eta al., 2022).

Ademas, en la Reserva de la Biosfera de Janos, Chihuahua, se han aislado cepas de E. coli
asociadas con los patotipos EIEC, EPEC y STEC a partir de bisontes (Bison bison)
silvestres. De manera similar a lo observado en las cepas recuperadas de carnivoros de
esta region, algunas de estas cepas presentaron un filogrupo indeterminado. Asimismo, las
cepas aisladas de bhisontes mostraron perfiles de multirresistencia (Lopez-Islas et al., 2024).
En conjunto, estos estudios sugieren la posibilidad de que las cepas de E. coli presentes en
la Reserva de la Bidsfera de Janos, Chihuahua, puedan movilizarse entre distintas especies
animales, lo cual tiene importancia en salud animal, debido a que es una reserva en la cual
conviven especies silvestres con animales domésticos, resultado de la ganaderia y los
acuerdos para la conservacion de la biodiversidad (Comisién Nacional de Areas Naturales
Protegidas, 2012).

En 2010, se registr6 un brote multiestatal en Estados Unidos de E. coli O154:H28 (STEC),
el cual tuvo su origen en el consumo de lechuga cultivada en el sur de Arizona. En este
brote, se detectd la presencia de enterobacterias patégenas en lechugas, como Salmonella
spp. Y E. coli patégena, se relacioné con contaminacion fecal proveniente de perros (Canis
lupus familiaris) y coyotes. A partir de 358 muestras de heces de perros callejeros y 103
muestras de heces de coyotes, se aislaron 18 cepas de EPECa, de las cuales 13
provinieron de perros y 5 de coyotes. Asimismo, se aislaron 66 cepas de Salmonella spp.,
distribuidas equitativamente entre perros y coyotes (33 cepas en cada uno) (Jay-Russell et
al., 2014).

Sin embargo, no se detectaron cepas STEC ni en perros ni en coyotes, por lo que estos
animales no pudieron ser identificados como la fuente de contaminacion de las lechugas.
No obstante, los resultados sugieren que pueden comportarse como reservorios de
enterobacterias con potencial patogénico en zonas agricolas y ganaderas (Jay-Russell et
al., 2014).

Kim y colaboradores (2020) sefialan que algunas especies de animales de vida silvestre
han sido identificadas como reservorios emergentes de E. coli productoras de shigatoxinas
(STEC), ampliando el espectro de fuentes de infeccibn mas alla del ganado tradicional.
Entre las especies de rumiantes silvestres que mencionan como reservorios de STEC estan
los bisontes. En bisontes se han detectado cepas de E. coli O157:H7, clasicamente descrita
para humanos y bovinos, con prevalencias de 19.9%, detectadas en las uniones
anorectales, mientras que su deteccion en heces es de 42.1% (Reinstein et al., 2007).

Estudios metagendmicos del rumen han revelado una amplia diversidad de secuencias
asociadas a bacteriéfagos, incluyendo genes relacionados con la replicacion vy
empaquetamiento de bacteri6éfagos, principalmente asignados a los phylum Bacteroidetes,
Firmicutes y Proteobacteria (Reddy et al., 2014). Especificamente, los bacteriéfagos de
ARN monocatenario de la clase Leviviricetes constituyen componentes dinamicos del
viroma ruminal, mostrando patrones de replicacion y depredacion que sugieren
interacciones presa-depredador con sus hospederos bacterianos. Estos fagos, que se unen
a pili retractiles en la superficie bacteriana, pueden interferir con la conjugacién bacteriana y
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potencialmente modular la diseminacibn de genes de resistencia a antibibticos
(Alexandersen et al., 2025).

Otro factor clave de la importancia de transferencia de material genético es la diseminacién
de genes de resistencia a antibidticos (GRA), la cual representa un desafio critico para la
salud publica global. Muchos de estos GRA estan en elementos genéticos méviles como los
bacteriéfagos y los plasmidos, los cuales son los principales vehiculos de transferencia
horizontal de estos GRA (Colavecchio et al., 2017; Torres-Barcelo, 2018). Aunque
tradicionalmente se consideraba que los bacteri6fagos liticos no codifican GRA de manera
habitual, su papel como vectores de transduccién permiten movilizar accidentalmente ADN
bacteriano, incluyendo plasmidos que portan determinantes de resistencia
(Gomathinayagam et al., 2024). Estudios recientes han demostrado que los bacteriéfagos
lisogénicos pueden integrarse en el cromosoma bacteriano como profagos y portar GRAS,
contribuyendo tanto a la transferencia vertical como horizontal (Lekunberri et al., 2017;
Enault et al., 2017). En particular, analisis de viromas han identificado una alta abundancia
de genes como blaTEM, blaCTX-My mecA asociados a fracciones fagicas, lo que evidencia
su papel como reservorios de resistencia (Lekunberri et al., 2017; Enault et al., 2017).

En la frontera entre pldsmidos y bacteriéfagos da lugar a los bacteriéfagos tipo plasmidos
(P-P), entidades extra-cromosémicas que tienen caracteristicas de ambos elementos
(Pfeifer y Rocha, 2024). Estas entidades pueden existir como plasmidos de ADN circular
durante la fase lisogénica, replicandose de manera autbnoma, pero bajo condiciones de
estrés son capaces de empaquetarse en particulas fagicas infecciosas (Pfeifer y Rocha,
2024; Moura de Sousa et al., 2021). Esta dualidad les confiere una ventaja evolutiva
significativa, ya que facilitan la propagaciéon de la multirresistencia al combinar la estabilidad
hereditaria de los plasmidos con la capacidad de transferencia horizontal mediada por
bacteriéfagos (Gomathinayagam et al., 2024; Pfeifer y Rocha, 2024).

Gomathinayagam y colaboradores (2024) sefialan que, aunque los plasmidos tipicamente
codifican genes de resistencia y los bacteriéfagos no contienen ARGs, los profagos con
caracteristicas plasmidicas son capaces de codificar y diseminar eficazmente genes que
confieren resistencia a multiples farmacos. Ademas, la presencia de estos elementos en
ambientes acuaticos y en muestras de origen animal sugiere que el ambiente actla como
un reservorio significativo para la diseminacion de ARGs mediada por bacteri6fagos
(Lekunberri et al., 2017; Colavecchio et al., 2017).

En ambientes ruminales se ha estudiado la presencia de GRA, estudios metagenémicos del
material genético proveniente de ambiente ruminal de un Yack (Bos mutus), han
demostrado la presencia de genes de resistencia, encontrando un total de 1,053 GRA entre
ellos genes de resistencia a las tetraciclinas, fluoroquinolonas, macrélidos, aminoglucdsidos,
carbamazepina, entre otros (Yang et al., 2025).

La interaccion entre rumiantes domésticos, fauna silvestre y el entorno genera una red de
relaciones ecoldgicas complejas que favorece la persistencia de cepas patdgenas, asi como
la adquisicion y diseminacion de FV y GRA. Esta dinamica representa un desafio continuo
para la salud publica, especialmente en regiones con alta densidad de producciéon ganadera
(Persad y LeJeune, 2014; Kim et al., 2020). Estas interacciones ecoldgicas adquieren
especial relevancia debido a que aproximadamente el 61 % de las Enfermedades
infecciosas emergentes (EIDs) son zoondticas y, de estas, el 71 % tienen su origen en la
fauna silvestre. En este contexto, la interfaz entre fauna doméstica, fauna silvestre y
humanos favorece la transmisibn de agentes infecciosos entre diferentes especies,
facilitando posteriormente su propagacion hacia la poblacion humana. Entre los patégenos
identificados en esta interfaz se encuentran el virus de la influenza, Brucella spp., E. coli y
Salmonella spp.
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Uno de los principales factores que favorecen el salto de agentes infecciosos entre fauna
silvestre, animales domésticos y humanos es la presencia de actividades ganaderas en
areas naturales. La transmision de estas enfermedades esta determinada por multiples
factores que abarcan desde escalas moleculares hasta escalas ecoldgicas (Sanchez et al.,
2022).

Uno de los principales retos para la salud publica es la diseminacién de genes de
resistencia a antimicrobianos entre bacterias zoondéticas, lo que representa un riesgo
significativo para la salud humana. Esta dispersion de genes de resistencia se ve favorecida
tanto por la propagacién de cepas multirresistentes como por la transferencia horizontal de
genes (THG) entre bacterias presentes en fauna silvestre, animales domésticos y humanos
(Vezeau et al., 2024.

Asimismo, se ha observado que la contaminacion de suelos, agua y pastizales desempefia
un papel importante en esta diseminacion, ya que estos elementos forman parte de la
cadena trofica de distintos animales, favoreciendo la transmisién de agentes infecciosos
entre fauna silvestre, fauna doméstica y animales de produccién como rumiantes (Vezeau et
al., 2024).

No obstante, persiste una interrogante importante en relacién con el ambiente ruminal. A
pesar de que se han descrito diversos mecanismos mediante los cuales los bacteriéfagos
se inducen y transitan entre los ciclos liticos y lisogénico, ain no se comprende
completamente cdmo, en ambientes naturales —particularmente en microambientes
complejos como el intestino o el rumen—, los bacteri6fagos son estimulados para dirigir
estos procesos. Esta dinamica podria favorecer la generacion de nuevas variantes
bacterianas potencialmente patégenas, especialmente en enterobacterias de relevancia en
salud publica, como E. coli.

Considerando lo anterior, en este trabajo se propone investigar algunas de las bases que
pueden conducir la evolucién bacteriana a través del estudio de cepas patdgenas de E. coli
recuperadas de una region ecologica especifica, en una escala temporal definida,
pertenecientes a dos 6rdenes distintos. Nuestro grupo de investigacion, entre 2013 y 2014,
recuperd 136 cepas de E. coli portadoras de genes de virulencia (PGV) a partir de muestras
obtenidas de carnivoros y bisontes de la Reserva de la Biosfera de Janos (RBJ), en el
estado de Chihuahua (L6pez-Islas et al., 2022; L6pez-Islas et al., 2024).

Estas cepas de E. coli PGV-RBJ fueron genotipificadas, identificandose genotipos
asociados a E. coli enteropatégena atipica (aEPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) y
cepas portadoras de los genes stx1, stx2, escV y eae. La genotipificacion se realizé bajo el
esquema propuesto por Clermont y colaboradores (2013), demostrando que la mayoria de
las cepas no se agrupan dentro de los filogrupos clasicos establecidos por dicha
metodologia. Asimismo, algunas cepas aisladas de los mismos individuos compartieron
serogrupos, pero presentaron perfiles variables de factores de virulencia (FV), incluso
dentro de un mismo hospedero, lo que sugiere que las cepas de E. coli, aln en un ambiente
compartido, pueden estar sujetas a distintos procesos evolutivos.

Bajo esta premisa, nuestro grupo analizé 136 cepas de E. coli PGV mediante analisis de
High Resolution Melting (HRM) de los genes rpoD y rpoS, los cuales codifican factores
sigma, requerido para la transcripcion de material genético, los cuales se asocian a la
transcripciéon de factores de virulencia (Mitra et al., 2014). Los resultados mostraron que la
adquisicion de genes de virulencia sigue patrones especificos asociados a un fondo
genético determinado (L6pez-Islas, 2022). En conjunto, considerando la presencia de
eventos ecologicos y evolutivos en la RBJ, se plantea que los bacteriéfagos podrian
participar activamente en los procesos evolutivos que dan origen a nuevas variantes de E.
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coli con perfiles variables de factores de virulencia, generando cepas patdgenas con
potencial impacto en la salud publica.

En este estudio se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢ Como participa el liquido
ruminal, como componente del microambiente ruminal, en la induccién de bacteri6fagos
presentes en cepas de E. coli portadoras de FV y GRA?

Asimismo, ¢cémo podrian los bacteriéfagos inducibles presentes en cepas de E. coli
impactar en la diversidad genética de distintas cepas y en la posible transferencia horizontal
de genes de resistencia antimicrobiana y de virulencia?

Hipoétesis

1. Los bacteriéfagos presentes en ambientes gastrointestinales contienen genes de
resistencia a antimicrobianos (GRA) y factores de virulencia (FV).

2. El liguido ruminal de bovinos induce la liberacién de bacteriéfagos en cepas de
Escherichia coli PGV-RBJ y favorece la transicion del ciclo lisogénico al litico, lo que
promueve la generacién de variantes bacterianas potencialmente patdgenas.

3. Las cepas de Escherichia coli PGV-RBJ liberan bacteriéfagos atemperados que
portan genes de virulencia, lo cual evidencia su participacién en la transferencia
horizontal de genes (THG) dentro de una misma region geografica.

Objetivo general

Evaluar la presencia y participacion de los bacteriofagos en la transferencia horizontal de
genes (THG) de resistencia a los antimicrobianos y de virulencia en ambientes naturales,
asi como determinar el papel del microambiente ruminal en la induccién del ciclo litico y las
condiciones que favorecen la emergencia de nuevas Vvariantes genéticas de
microorganismos patégenos, con el fin de identificar el papel de los rumiantes en la
evoluciéon de enterobacterias de importancia en salud publica.

Objetivos especificos

1. Determinar la presencia de bacteriéfagos portadores de genes de resistencia a los
antimicrobianos (GRA) y factores de virulencia (FV) en el tracto gastrointestinal.

2. Evaluar la capacidad del liquido ruminal para inducir el ciclo litico en cepas de E. coli
portadoras de genes de virulencia (PGV) recuperadas de fauna silvestre.

3. Establecer la dindmica ecoldgica presente en los bacteri6fagos de las cepas de E.
coli PGV asi como su participacion en la transferencia horizontal de genes de
virulencia y de resistencia a los antimicrobianos.
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Capitulo Uno

Identificacion de genes de resistencia a antimicrobianos en contenido
intestinal de un Coyote (Canis latrans)

Introduccién

El incremento en la resistencia a los antimicrobianos (RAM) representa actualmente una de
las crisis de salud publica mas importantes del siglo XXI, ya que dificulta de manera
significativa el tratamiento de enfermedades infecciosas de relevancia sanitaria (Miltgen et
al., 2026). El Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC) de EE. UU. ha
documentado un aumento en la mortalidad asociada a infecciones bacterianas, incluidas
aquellas que previamente se encontraban bajo control, debido a la emergencia de
patdgenos multirresistentes (MDR) (Murray et al., 2022). Se estima que, para el afio 2050,
las infecciones causadas por microorganismos multirresistentes podrian ocasionar hasta 10
millones de muertes anuales a nivel mundial (Cross et al., 2026). Ademas, la RAM
incrementa la duracion de las estancias hospitalarias, alcanzando hasta 11.65 dias
adicionales por paciente, y prolonga los tratamientos terapéuticos, lo que se traduce en un
aumento considerable de los costos para los sistemas de salud publica (Stewardson et al.,
2016). Esta crisis sanitaria es consecuencia de la emergencia y reemergencia de agentes
patébgenos multirresistentes, entre los que destacan Klebsiella spp., Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Proteus spp., entre otros. En este
sentido, desde 2011, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré emergencia global
debido al aumento de las infecciones multirresistentes, atribuido principalmente al uso
indiscriminado e inadecuado de antibiéticos. La OMS advierte incluso que nos encontramos
ante una crisis que podria conducir a una era postantibittica, caracterizada por el riesgo de
brotes epidémicos de infecciones bacterianas para las cuales los tratamientos
antimicrobianos resulten insuficientes (Murray et al., 2022; Stewardson et al., 2016).

Una de las principales causas atribuidas al incremento de la multirresistencia en diversos
patdégenos es el uso excesivo e inapropiado de antibioticos, lo cual ha generado una intensa
presion de seleccion que favorece la proliferacion de microorganismos con resistencia
natural. Bajo este fendmeno, los microorganismos capaces de sobrevivir a los tratamientos
antimicrobianos incrementan su frecuencia poblacional después de tratamientos clinicos,
mientras que las poblaciones susceptibles se reducen significativamente (Michaelis et al.,
2023).

No obstante, la RAM no se explica Unicamente por la selecciéon natural inducida por el uso
de antibioticos. Uno de los mecanismos clave en la diseminacion de genes de resistencia es
la transferencia horizontal de genes (THG), mediante la cual los microorganismos pueden
adquirir genes de resistencia provenientes de otros microorganismos (von Wintersdorff et
al., 2016; Vinayamohan et al., 2022).

Sin embargo, la simple adquisicion de genes de resistencia no explica por si sola la
diversificacion de los mecanismos de resistencia observados en las bacterias, como ocurre
en el caso de los betalactdmicos (Frohlich et al., 2021). Esta diversificacion es el resultado
de mdultiples mecanismos evolutivos, entre ellos la presencia de genes ortdlogos,
duplicaciones génicas, cambios estructurales, mutaciones puntuales y modificaciones en la
funcion enzimatica (Frohlich et al., 2021).

Como ya se ha mencionado, la THG constituye uno de los principales mecanismos
evolutivos de las bacterias, permitiéndoles adquirir y diseminar rapidamente genes,
incluidos aquellos asociados a la resistencia antimicrobiana (GRASs) (von Wintersdorff et al.,
2016). La THG puede ocurrir entre bacterias de distintos géneros, facilitando la dispersion
de genes de resistencia en comunidades microbianas y acelerando la adaptacion bacteriana
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frente a la presion selectiva ejercida por los antibidticos (Arber, 2000). Los mecanismos
canodnicos de la THG incluyen: transformacion, que implica la captacion de ADN libre
presente en el ambiente extracelular; conjugacion, que requiere contacto directo entre
bacterias mediante estructuras especializadas como las fimbrias o el sistema de secreciéon
tipo IV, y permite la transferencia de elementos genéticos moviles como plasmidos vy
transposones; y transduccion, que consiste en la transferencia de ADN mediada por
bacteriofagos (Partridge et al., 2018).

Un ejemplo de lo anterior es lo observado por Li y colaboradores (2025), quienes reportan la
presencia de un plasmido denominado pNDM KPC (portador de los genes blakec2 y blanom-1)
con una alta eficiencia de conjugacion. Dicha capacidad fue demostrada mediante la
induccién de la conjugacion entre la cepa donadora (Citrobacter freundii) y una cepa
receptora (E. coli J53), integrando a la secuencia 1S26 apoyado del integron Intl, en el
plasmido pNDM KPC. Como resultado, se observdé un efecto sinérgico frente a
antimicrobianos como aztreonam en combinacibn con ceftazidima/avibactam,
meropenem/vaborbactam e imipenem/relebactam. Estos hallazgos sugieren que la
multiresistencia en la cepa donadora es mediante la THG.

Otro ejemplo relevante es el gen mcr-1, responsable de la resistencia a polimixina, el cual
se encuentra ampliamente distribuido entre diversas bacterias y se asocia principalmente a
eventos de conjugacion (Liu et al., 2016).

Aunque la conjugacién ha sido ampliamente estudiada, la transduccibn mediada por
bacteriéfagos ha sido histéricamente subestimada en su contribucién a la diseminacion de
la RAM. Por ello, el papel de la transduccion en la transferencia de GRA permanece en
debate y requiere mayor investigacion, particularmente en la relacién con la contribucién de
los bacteriofagos a la adquisicion de estos genes y a la generacibn de cepas
multirresistentes (Borodovich et al., 2022; Brown-Jaque et al., 2015).

Sin embargo, existe evidencia que indica que los bacteriéfagos actlan como vectores
eficientes de GRAs, ademas de genes de virulencia, influyendo de manera significativa en la
evolucién de patégenos de importancia en salud publica (Balcazar, 2014). Esto se debe a
que, durante el ciclo litico, un bacteriéfago puede empaquetar accidentalmente fragmentos
del genoma bacteriano del hospedero en lugar de su propio material genético. Entre el
material genético que puede ser empaquetado se incluyen genes de resistencia a
antimicrobianos (Haaber et al., 2016). Una vez empaquetado este material genético y
formados los nuevos viriones, estos son liberados al medio mediante lisis, iniciando nuevos
ciclos de infeccibn en los que puede ocurrir la transduccion. Este proceso puede
presentarse de dos formas: transduccién generalizada y transduccion especializada. La
transduccién generalizada ocurre cuando fragmentos aleatorios del ADN bacteriano son
empaquetados, mientras que la transduccion especializada implica la transferencia de
genes adyacentes al sitio de integracién de un bacteriéfago atemperado (profago) durante
su escision del genoma bacteriano al pasar del ciclo lisogénico al ciclo litico (Haaber et al.,
2016).

Para que ocurra el proceso de transduccion, tras la inyeccion del nuevo material genético,
los bacteriéfagos “transductores” deben ser capaces de recombinarse con el genoma del
nuevo hospedero, siempre que existen regiones de homologia. Este es el caso de
Staphylococcus aureus, donde se ha observado que los sitios de insercién son sitios de
recombinacion, generando una transduccion especializada (Bowring et al., 2022). Asi
mismo, se observd que S. aureus resistente a meticilina (MRSA) adquirié el gen mecA
integrado en el cassette cromosomal SCCmec, mediante elementos genéticos méviles con
afinidad por sitios especificos del cromosoma bacteriano (Kayatama et al., 2000).

Ademas, se han descrito entidades tipo bacteriéfago, como particulas virales y vesiculas,
que contienen fragmentos de ADN asociados a bacteri6fagos y a células hospedadoras,

29



pero que por si solas son incapaces de llevar a cabo la transduccion. A estas entidades tipo
bacteriéfagos se les conoce como agentes de transferencia génica (GTA), que también
pueden facilitar el intercambio genético (Lang et al., 2012). La eficiencia de la transduccion
depende de factores como la especificidad del hospedero, la abundancia de bacteriéfagos y
la densidad bacteriana (Balcazar, 2014).

Diversos estudios han propuesto el papel de los bacteriéfagos en la transferencia de genes
de resistencia en patdgenos de relevancia en salud publica. Un ejemplo de ello se ha
documentado en Staphylococcus spp., donde se ha descrito la asociacién entre un profago
y el gen erm (eritromicina ribosomal metilasa), el cual confiere resistencia a macrélidos,
lincosamidas y estreptogramina B. Este fendmeno fue reportado en cepas de
Staphylococcus xylosus, en las que, mediante analisis de secuenciacién, se identificd el gen
erm integrado en el profago ®JW4341. Posteriormente, ensayos experimentales de
conjugacion y electrotransformacion realizados en cepas de Staphylococcus aureus
JW4341 no lograron evidenciar la transferencia del gen erm, lo que sugiere que su
movilizacién ocurre principalmente a través de mecanismos de transduccién (Wipf et al.,
2014).

Otro ejemplo es la transferencia experimental de resistencia a eritromicina y tetraciclina,
observada en cepas de Staphylococcus aureus mediada por el profago ®11, lo que pone de
manifiesto el papel de los bacteri6fagos en la emergencia de nuevos linajes resistentes a los
antibioticos. Haaber y colaboradores (2016) demostraron que el profago ®11 induce un
evento de autotransduccion dependiente del sistema RecA-Cl, pero independiente de la
respuesta SOS, y que su sola presencia es suficiente para promover este mecanismo tanto
in vitro como in vivo.

En ambientes hospitalarios se ha detectado la presencia de particulas fagicas portadoras de
genes de resistencia como tet (gen de resistencia a tetraciclinas), erm, bla a betalactamicos,
entre otros, encontrando 215 bacteridfagos que portan en sus genomas GRA, en total 16
tipos de GRA y 108 subtipos identificados, lo que podria facilitar la diseminacion de la
resistencia antimicrobiana en hospitales (Kang et al., 2024). En bacterias gramnegativas
como E. coli y K. pneumoniae, recuperadas de efluentes hospitalarios, se han detectado
bacteriéfagos portadores de genes de betalactamasas de espectro extendido como blarew,
blasnv, ¥ blacrx-.w, mostrando la contribucion de los bacteriéfagos en la adquisicion de genes
de resistencia a betalactdmicos de espectro extendido (Mahdavi et al., 2022).

Dentro de la dinamica de la THG de resistencia, el microbioma intestinal constituye un
entorno critico para el intercambio de genes de resistencia, ya que alberga una comunidad
diversa de bacteriéfagos, conocida como fagoma, el cual permite el intercambio de genes
(Hu et al., 2024). Esta situacién también se ha observado en el ambiente intestinal de los
cerdos. En un estudio realizado con bacteri6fagos intestinales de 112 cerdos, se analizaron
las caracteristicas compartidas entre las comunidades de bacteriéfagos, asi como los genes
potencialmente distribuidos en el fagoma intestinal. Los resultados mostraron la presencia
de un total de 241 genes de GRA asociados con los bacteriéfagos del fagoma intestinal de
los cerdos (Hu et al.,, 2024). Estudios metagendmicos en humanos y animales han
identificado 25 clases y 53 subtipos de ARGs en bacteriofagos, incluidos genes asociados a
resistencia a tetraciclinas, betalactamicos, sulfonamidas, entre otros (Napit et al., 2025). De
acuerdo con lo mencionado, el fagoma intestinal podria actuar como un reservorio genético
que facilita la transferencia de ARGs (Napit et al., 2025).

Un andlisis metagendmico de 33 viromas de distintos habitats —incluyendo heces de
animales y humanos, aguas residuales, aguas limpias y ambientes marinos— muestra la
presencia de GRA. Ademas, se encontré bacteri6fagos que en su genoma contenian
secuencias de GRA (Calero-Caceres et al., 2014). De manera similar, en lodos resultantes
del tratamiento de aguas residuales se han encontrado GRA asociado a bacteri6fagos
(Lekunberri et al., 2017).
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Segln Yu y colaboradores (2024), los bacteri6fagos mas abundantes en el intestino
humano son los Caudovirales, que pueden movilizar ADN bacteriano mediante mecanismos
como la transduccion especializada, contribuyendo significativamente a la diseminacién de
GRA. El microbioma intestinal actia como un ecosistema dinamico donde la diseminacién
de GRA se ve facilitada por los bacteri6fagos a través de la transduccién, ademas de
permitir dinamicas ecoldgicas, como de presa depredador, dinamica de reina roja y matando
al ganador (Kirsch et al., 2021).

Paralelamente, la fauna silvestre actia como un reservorio crucial y un vehiculo de
diseminacion de estos genes en el medio ambiente. Gharbi y colaboradores (2026) sefialan
que animales, especialmente aves migratorias, portan cepas con determinantes de
resistencia (como los genes gyrAy tet(O)), y su movilidad permite la propagacion geogréfica
de estos elementos. Este fendmeno se ve intensificado por la interfaz con ecosistemas
antropizados; por ejemplo, Zhao y colaboradores (2024) demostraron que la presencia de
ganado en pastoreo modifica la microbiota de especies silvestres simpatricas,
enrigueciendo la abundancia de genes de resistencia (como MCR y vat) y elementos
genéticos mdaviles, lo que subraya el riesgo de transferencia horizontal mediada por fagos
en la interfaz humano-animal.

Segun Calvo-Fernandez y colaboradores (2025), las interacciones ecolégicas entre
humanos y fauna silvestre moldean el resistoma, entendido como la totalidad de genes y
mecanismos genéticos que confieren a las bacterias la capacidad de resistir los efectos de
los antibidticos. Este fendmeno fue evaluado en dos especies de perezosos de Costa Rica:
el perezoso de dos dedos (Choloepus hoffmanni) y el perezoso de tres dedos (Bradypus
variegatus).

La primera especie presenta mayor movilidad y una dieta mas amplia, mientras que la
segunda posee menor movilidad y una dieta mas especializada. Los resultados mostraron
perfiles de resistoma distintos entre ambas especies. Choloepus hoffmanni presento
resistencia a sulfametoxazol, tetraciclinas, cloranfenicol, ampicilina, trimetoprima y
ciprofloxacino, mientras que Bradypus variegatus Unicamente mostré resistencia a
sulfametoxazol.

Ademds, en Choloepus hoffmanni se detectd la presencia de genes de resistencia como
tet(A), tet(B), blaTEM-1B, aph(3")-Id, aph(6)-Id, sul2, gqnrS1, floR y dfrA8. Los autores
observaron que esta especie habita mas cerca de areas antropogénicas, mientras que
Bradypus variegatus se encuentra en regiones mas alejadas de la actividad humana,
mostrando una correlacion entre la presencia de genes de resistencia y la proximidad a
asentamientos humanos.

En este contexto, la cercania a ambientes modificados por el ser humano puede influir en la
diseminacion de cepas de E. coli portadoras de genes de resistencia antimicrobiana (GRA).
Para demostrarlo, los autores analizaron 37 cepas de E. coli, en las cuales identificaron 47
GRA distribuidos entre las distintas cepas, destacando genes asociados con bombas de
expulsion, elementos regulatorios y betalactamasas (Calvo-Fernandez et al., 2025).

De manera similar, Wen y colaboradores (2025) demostraron que las ratas silvestres
(Rattus spp.) en areas urbanas y granjas de Hong Kong albergan una alta diversidad de
GRA (incluyendo tetM, floR y mecR1) y bacterias zoondticas resistentes, entre las cuales se
encuentran Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, E. coli, Enterococcus faecium,
Acinetobacter baumannii, Campylobacter jejuni, y Staphylococcus aureus. En estos
roedores se reporté una abundancia del 26.61% para tetraciclinas, 12.67% para rifampicina
y un 10.69%, especialmente en individuos provenientes de entornos agricolas, lo que
subraya el papel de estos roedores como vectores de diseminacién desde fuentes
antropogénicas hacia el ambiente natural.
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En este escenario, Duman y colaboradores (2025) identificaron que incluso especies en
cautiverio o ambientes acuaticos, como peces ornamentales, pueden portar cepas silvestres
con perfiles de resistencia, lo que indica que la adquisicion de GRA desde el ambiente
ocurre en diversos taxones y ecosistemas. Lund y colaboradores (2025) sefialan que la
compatibilidad genética y la conectividad ecoldgica, particularmente en ambientes como
aguas residuales y el microbioma humano, son factores determinantes en la transferencia
horizontal exitosa de GRA entre bacterias, evidenciando que la fauna silvestre que
comparte estos nichos ecoldgicos actia como un eslabén clave en la diseminacion
ambiental de la resistencia antimicrobiana bajo el enfoque de "Una Sola Salud".

Comprender en profundidad la dindmica, ecologia y los factores que regulan la transduccién
mediada por bacteriéfagos, asi como su impacto en la adquisicion de ARGs es clave para el
desarrollo de estrategias integrales de vigilancia epidemiolégica, la evaluacién de riesgos
asociados a terapias basadas en bacteriéfagos (fagoterapia) y el disefio de intervenciones
innovadoras que permitan interferir con esta via de diseminacion genética (Argov et al.,
2017; de Jonge et al., 2019). En este marco, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar
la diversidad de bacteriofagos en el ambiente intestinal de un coyote de vida libre, asi como
identificar ARGs asociados al fagoma intestinal, con el fin de contribuir al entendimiento del
papel de los bacteriéfagos en la diseminacion de la resistencia antimicrobiana en ambientes
naturales.
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Abstract

Antibiotic resistance has become a global public health concern in the last few
years. Given the widespread rate of recurrence, increasing attention is being turned
toward environmental pathways that potentially contribute to antibiotic resistance
genes (ARGs) dissemination outside the clinical realm. In this study, a metagenome
analysis of intestinal virus-like particle fraction (VLPs) from a wild coyote (Canis
latrans) revealed for the first time, multiple ARGs, such as B-lactamases and
multidrug efflux pumps. Description of ARGs presence in natural environ
ments is critical to understand the emergence of resistant strains.
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Table 1. Antibiotic resistance genes identified in virus like particles (VLPs)*

Identity

Gene (%) Function
mdtABC 81.4 The MdtABC tripartite complex confers resistance against novobiocin and deoxycholate.
pmrF 79.66  Required for Lipid A modification to resist the antimicrobial activity of antibiotics such as polymyxin
mexK. 813 MexK system effluxed tetracycline and erythromycin together with outer membrane protein channel OprM.
ampH 81.35  Class D B-lactamases E. coli.
blacyy o 85.78  Serine beta-lactamase with a substrate specificity for cephalosporins
bla.,. 85.02 AmpC type beta-lactamase
b[aCMY_‘S_, 86.47 Class C beta-lactamase CMY-157
acrAB 86.41 AcrAB-TolC is Major multidrug efflux pump in E. coli.
acrD 81.05  Aminoglycoside efflux pump component.
mdfA 76.66  MdfA is a multidrug/proton antiporter with a remarkably broad substrate specificity profile
acrEF 77.89  Tripartite efflux system (AcrEF-TolC) involved in the efflux of indole and organic solvents

mexEF- oprN 89.08

MexEF is the multidrug inner membrane transporter of the MexEF-OprN multidrug efflux complex.

msbA 83.13  MsbA is a multidrug resistance transporter that belongs to a superfamily of transporters.

Multidrug efflux pump, that confers resistance to norfloxacin, ciprofloxacin, doxorubicin, trimethoprim,
mdiK 78.08 . :

chloramphenicol and fosfomycin.
kpnEF 76.34 Mutation in KpnEF resulted in increased susceptibility to cefepime ceftriaxon colistin erythromycin rifampin

tetracycline and streptomycin.

mdtGH 79.16

Multidrug resistance system that confers resistance to norfloxacin and enoxacin.

catB4 100 Chloramphenicol acetyltransferase

* ARGs identification was completed used the most well-known ARGs databases (Papp et al. 2022)

Introduction

Metagenomic analyses have been used to
estimate the incidence of ARGs in different
antibiotic-contami- nated and natural ecosystems (Li
et al. 2020). Metage nomic analysis of hospital
wastewater revealed ARGs in bacteriophages,
showing the significant role of this agents as
reservoirs and dissemination vehicles (Subirats et al.
2016). ARGs has been also reported inside of
prophages, inside of clinical E. coli strains genomes
(Schroeder et al. 2002). These data suggests that
lateral transfer of ARGs by phage-mediated
transduction could be an important contributing
factor in the global spread of antibiotic resistance.
The contribution of bacteriophages to the
maintenance and spread of ARGs has been broad
described in antibiotic contam- inated ecosystems.
However, in other environments this analysis has not
been realized. In this pilot study, metagenomic
analyses of VLPs recuperated from intes- tinal
content from coyote (Canis latrans) were per-
formed, showing the presence of diverse ARGs.

Materials and Methods

Samples

Three samples of intestinal content from recently
deceased coyote, found in Janos Biosphere Reserve,
Chihuahua, Mexico, during routine inspection. The
samples were collected directly from intestine,
placed in sterile plastic containers, and frozen until
processing.

Metagenome analysis of Virus-Like
Particles (VLPs)

DNA from VLPs was isolated using a protocol
described by Summer (2009). The DNA samples
were sequenced on a high-throughput DNA
sequencer system (Illumina HiSeq™ 2000, San
Diego, CA). Low-quality reads were filtered, and
contiguous se
quences were assembled using the online software
metaSPAdes (Nurk et al. 2017). ARGs identification
was performed with the Abricate software version
1.0.1., using the databases: AMRFinderPlus, CARD,
Resfinder, ARG-ANNOT, and Plasmid-Finder (Papp
et al. 2022). ViromeQC was used to quantify non-
viral contamination (Zolfo et al. 2019).
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Supplementary table 1. Antibiotic resistance genes identified in virus like particles (VLPs)*

SEQUENCE GENE IDENTITY (%) ACCESSION PRODUCT
1 NODE_02 mdtA 77.18 U00096:2154015-2155263 MdtA is the membrane fusion protein of the multi-
drug efflux complex mdtABC.
2 NODE_02 mdiB 81.4 U00096:2155262-2158385 MdtB is a transporter that forms a heteromultimer

complex with MdtC to form a multidrug transporter.
MdtBC is part of the MdtABC-TolC effiux complex.

3 NODE_02 mdtC 81.08 U00096:2158385-2161463 MdtC is a transporter that forms a heteromultimer
complex with MdtB to form a multidrug transporter.
MdtBC is part of the MdtABC-TolC effiux complex.
In the absence of MdtB MdtC can form a homomul-
timer complex that results in a functioning efflux
complex with a narrower drug specificity. mdtC
corresponds to 3 loci in Pseudomonas aeruginosa
PAOI1 (gene name: muxC/muxB) and 3 loci in P.
aeruginosa LESBSS8.

4 NODE_02 baeS 80.57 AP009048:2165012-2166416  BaeS is a sensor kinase in the BaeSR regulatory sys-
tem. While it phosphorylates BaeR to increase its ac-
tivity BaeS is not necessary for overexpressed BaeR
to confer resistance.

5 NODE_02 baeR 82.7 AP009048.1:2166412-2167135  BaeR is a response regulator that promotes the ex-
pression of MdtABC and AcrD efflux complexes.
6 NODE_02 yojL 80.26 U00096.3:2308615-2306971 YojL mediates resistance to the peptide antibiotic

microcin J25 when it is expressed from a multicopy
vector. YojL can pump out microcin molecules. The
outer membrane protein TolC in addition to Yojl is
required for export of microcin J25 out of the cell.
Microcin J25 is thus the first known substrate for
Yojl.

7 NODE_02 pmrE 79.66 U00096:2367070-2368039 PmrF is required for the synthesis and transfer of
4-amino-4-deoxy-L-arabinose (Ara4N) to Lipid A
which allows gram-negative bacteria to resist the
antimicrobial activity of cationic antimicrobial pep-
tides and antibiotics such as polymyxin. pmrF corre-
sponds to 1 locus in Pseudomonas aeruginosa PAO1
and 1 locus in Pseudomonas aeruginosa LESB58.

8 NODE_04 mdtM 79.1 U00096.3:4568519-4567286 Multidrug resistance protein MdtM

9 NODE_07 mexK. 81.3 AE004091.2:4119265-4116187 MexK is the inner membrane resistance-nodula-
tion-cell division (RND) transporter in the MexJK
multidrug efflux protein.

10 NODE_104 mexW 82.6 NC_002516.2:4904646-4907703 MexW is the RND-type membrane protein of the ef-
flux complex MexVW-OprM.

11 NODE_115 opmH 77.58 AE004091.2:5584100-5585549  OpmH is an outer membrane efflux protein required
for triclosan-specific efflux pump function.
12 NODE_116 rpoB2 76.19 AP006618.1:4835199-4838688  Due to gene duplication the genomes of Nocardia

species include both rifampin-sensitive beta-subunit
of RNA polymerase (rpoB) and rifampin-resistant
beta-subunit of RNA polymerase (rpoB2) genes with
~88% similarity between the two gene products. Ex-
pression of the rpoB2 variant results in replacement
of rifampin sensitivity with riftampin resistance.

13 NODE_117 emrR 86.25 U00096.3:2810769-2811300 EmrR is a negative regulator for the EmrAB-TolC
multidrug efflux pump in E. coli. Mutations in this
gene lead to EmrAB-TolC overexpression.

14 NODE_117 emrA 81.6 AP009048:2810082-2811255  EmrA is a membrane fusion protein providing an
efflux pathway with EmrB and TolC between the in-
ner and outer membranes of E. coli a Gram-negative
bacterium.

15 NODE_117 emrB 84.92 U00096:2812615-2814154 EmrB is a translocase in the EmrB-TolC efflux pro-
tein in E. coli. It recognizes substrates including car-
bonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP)
nalidixic acid and thioloactomycin.
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cont. Supplementary table 1. Antibiotic resistance genes identified in virus like particles (VLPs)*

15 NODE_117 emrB 8492 U00096:2812615-2814154 EmrB is a translocase in the EmrB-TolC efflux pro-
tein in £. coli. It recognizes substrates including car-
bonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP)
nalidixic acid and thioloactomycin.

16 NODE_13 sdiA 76.14 AE006468.2:2040377-2039654  SdiA is a cell division regulator that is also a positive
regulator of AcrAB only when it’s expressed from a
plasmid. When the sdiA gene is on the chromosome
it has no effect on expression of acrAB.

17 NODE_13 emrE 76.42 Z11877.1:485-818 Member of the small MDR {multidrug resistance)
family of transporters; in E. cofi this protein provides
resistance against several positively charged com-
pounds including ethidium bromide and erythromy-
cin; proton-dependent secondary transporter which
exchanges protons for compound translocation

18 NODE 14 bacA 82.15 U00096.3:3204131-3203309  The bacA gene product (BacA) recycles undeca-
prenyl pyrophosphate during cell wall biosynthesis
which confers resistance to bacitracin.

19 NODE_14 tolC 8283 FIT68952:0-1488 TolC is a protein subunit of many multidrug efflux
complexes in Gram negative bacteria. It is an outer
membrane efflux protein and is constitutively open.
Regulation of efflux activity is often at its periplas-
mic entrance by other components of the efflux com-

plex.

20 NODE_142 blaCMY-104 85.78 KF150216:1-1146 BlaCMY-104 is a beta-lactamase

21 NODE_142 blaCMY-59 85.02 ABSBTOR2:0-1188 BlaCMY-39 is a beta-lactamase found in Shigella
spp.

2 NODE_142 blaCMY-157 86.47 NG_055587.1 BlaCMY157 is a class C beta-lactamase

23 NODE_142 blaCMY-104-1 85.78 KF150216 BlaCMY-104 is a beta-lactamase

24 NODE_1420 catB4 100 EU935739:59054-59602 CatB4 is a chloramphenicol acetyltransferase.

25 NODE_156 mdiG 77.38 CPO00800.1:1192954-1191727  The MditG protein also named YceE appears to be

a member of the major facilitator superfamily of
transporters, and it has been reported when overex-
pressed to increase fosfomycin and deoxycholate re-
sistances. mdt( is a member of the marA-soxS-rob

regulon.
26 NODE_156 madrH 79.16 U00096:1125326-1124117 Multidrug resistance protein MdtH
27 NODE_18 (Bla) ampH 81.35 AP012030:395554-396711 (Bla) ampH is a beta-lactamase found in E. coli.
28 NODE_18 ampH 81.35 APO12030.1:396711-395553 AmpH is a class C ampC-like beta-lactamase and

penicillin-binding protein identified in E. coli.

29 NODE_18 acrB 8641 U00096.3:484403-481253 Protein subunit of AcrA-AcrB-TolC multidrug efflux
complex. AcrB functions as a heterotrimer which
forms the inner membrane component and is primar-
ily responsible for substrate recognition and energy
transduction by acting as a drug/proton antiporter.

30 NODE_18 acrA 83.33 U00096.3:485619-484425 AcrA is a subunit of the AcrAB-TolC multidrug ef-
flux system that in E. coli.
31 NODE_182 smeR T76.71 AF173226.1:1041-351 SmeR is a component of a two-component signal

transduction system that includes smeS and regu-
lates many resistance genes.

32 NODE_19 acrD 81.05 APOD9048.1:2586250-2589364  AcrD is an aminoglycoside efflux pump expressed in
E. eoli. Its expression can be induced by indole and
is regulated by baeRS and cpxAR.

33 NODE_20 crp 80.89 AP009048.1:4154296-4153663  Crp is a global regulator that represses mdtEF multi-
drug efflux pump expression.

34 NODE_2146 mexB 76.94 L11616:1569-4710 MexB is the inner membrane multidrug exporter of

the efflux complex MexAB-OprM.
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cont. Supplementary table 1. Antibiotic resistance genes identified in virus like particles (VLPs)*

SEQUENCE

GENE

IDENTITY (%)

ACCESSION

PRODUCT

NODE_22

cpxR

78.77

LT673656.1:1885022-1884344

CpxR is directly involved in activation of expression
of RND effflux pump MexAB-OprM in P aerugi-
nosa. CpxR is required to enhance mexAB-oprM
expression and drug resistance in the absence of re-
pressor MexR.

36

NODE_23

mfA

76.66

JQ394987:0-1233

Multidrug efflux pump in E. coli. This multidrug
efflux system was originally identified as the Cmy/
CmlA chloramphenicol exporter.

37

NODE_24

acrF

77.89

U00096:3415032-3418137

AcrF is a inner membrane transporter similar to
AcrB.

38

NODE_24

acrE

76.81

U00096:3413863-3415021

AcrE is a membrane fusion protein similar to AcrA.

39

NODE_260

opmH

78.22

AE004091.2:5584100-5585549

OpmH is an outer membrane efflux protein required
for triclosan-specific efflux pump function.

NODE 260

emrE

76.13

AE004091.2:5606102-5606435

EmrE is a small multidrug transporter that functions
as a homodimer and that couples the efflux of small
polyaromatic cations from the cell with the import of
protons down an electrochemical gradient. Confers
resistance to tetraphenylphosphonium methyl violo-
gen gentamicin kanamyein and neomyein.

M

NODE _27

mexB

78.28

L11616:1569-4710

MexB is the inmer membrane multidrug exporter
of the efflux complex MexAB-OprM.

42

NODE_2739

ImrB

812

JYFLO1000006.1:113503-112069

LmrB is a chromosomally-encoded efflux pump that
confers resistance to lincosamides in Bacillus sub-
tilis.

NODE 28

mexE

79.19

AE004091.2:2808742-2809987

MexE is the membrane fusion protein of the Mex-
EF-OprN multidrug efflux complex.

NODE_28

86.23

AE004091.2:2810008-2813197

MexF is the multidrug inner membrane transporter
of the MexEF-OprN complex. mexF corresponds to
2 loci in Pseudomonas aeruginosa PAO1 and 4 loci
in Pseudomonas aeruginosa LESB5R.

45

NODE_28

apirN

77.07

AE004091.2:2813193-2814612

OprN is the outer membrane channel component of
the MexEF-OprN multidrug efffux complex.

NODE_28

B

76.3

AE004091.2:2854014-2850882

MuxB is one of the two necessary RND components
in the Pseudomonas aeruginosa efflux pump system
MuxABC-OpmB.

47

NODE_2975

rpoB2

76.88

APO0G618.1:4835199-4838688

Due to gene duplication the genomes of Necardia
species include both rifampin-sensitive beta-subunit
of RNA polymerase (rpoB) and rifampin-resistant
beta-subunit of RNA polymerase (rpoB2) genes with
88% similarity between the two gene products. Ex-
pression of the rpoB2 variant results in replacement
of rifampin sensitivity with rifampin resistance.

48

NODE_43

kidpE

79.94

U00096.3:721733-721055

KdpE is a transcriptional activator that is part of the
two-component system KdpDVEdpE that is studied
for its regulatory role in potassium transport and has
been identified as an adaptive regulator involved in
the virulence and intracellular survival of pathogen-
ic bacteria. KdpE regulates a range of virulence loci
through direct promoter binding.

NODE_47

mshA

83.13

U00096.3:966620-968369

MsbA is a multidrug resistance transporter homolog
from E. coli and belongs to a superfamily of trans-
porters that contain an adenosine triphosphate { ATP)
binding cassette (ABC) which is also called a nu-
cleotide-binding domain (NBD). MsbA is a member
of the MDR-ABC transporter group by sequence
homology. MsbA transports lipid A, a major com-
ponent of the bacterial outer cell membrane and is
the only bacterial ABC transporter that is essential
for cell viability.
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cont. Supplementary table 1. Antibiotic resistance genes identified in virus like particles (VLPs)*

Identity

Gene ) Function

mdtABC 81.4  The MdtABC ftripartite complex confers resistance against novobiocin and deoxycholate.

pmrF 79.66  Required for Lipid A modification to resist the antimicrobial activity of antibiotics such as polymyxin

mexK 81.3 MexK system effluxed tetracycline and erythromycin together with outer membrane protein channel OprM.

ampH 81.35  Class D B-lactamases E. coli.

bla . .. 85.78  Serine beta-lactamase with a substrate specificity for cephalosporins

bla_,,. ., 85.02  AmpC type beta-lactamase

bla . .« 86.47  Class C beta-lactamase CMY-157

acrAB 86.41  AcrAB-TolC is Major multidrug efflux pump in E. coli.

acrD 81.05  Aminoglycoside efflux pump component.

mdfA 76.66  MAfA is a multidrug/proton antiporter with a remarkably broad substrate specificity profile

acrEF 77.89  Tripartite efflux system (AcrEF-TolC) involved in the efflux of indole and organic solvents

mexEF- oprN  89.08  MexEF is the multidrug inner membrane transporter of the MexEF-OprN multidrug efflux complex.

mshA 83.13  MsbA is a multidrug resistance transporter that belongs to a superfamily of transporters.

mdiK 73,08 Multidrug eﬂflux pump, that c9nfers resistance to norfloxacin, ciprofloxacin, doxorubicin, trimethoprim,
chloramphenicol and fosfomyein.

JpnEF 76.34 Mutationl in KpnEF resulted‘ in increased susceptibility to cefepime ceftriaxon colistin erythromycin rifampin
tetracycline and streptomycin.

mdiGH 79.16  Multidrug resistance system that confers resistance to norfloxacin and enoxacin.

catB4 100 Chloramphenicol acetyltransferase

* ARGs identification was completed used the most well-known ARGs databases (Papp et al. 2022)

Results and Discussion

A total of 36,071,420 Illumina sequencing reads
were generated in paired files with a raw read length
of 149 bp and an expected average insert size of 350
bp. Evaluation of DNA contamination by
ViromeQC (Zolfo et al. 2019) showed a low
abundance of genes encoding  prokaryotic or
eukaryotic ribosomal RNAs sequences and 27
microbial markers (0.2%, 0.3%, and 0.0001%,
respectively). Although contamination with bacterial
chromosomal DNA during VLPs purification is rela-
tively frequent and variable, the results suggest
minimal contamination. Even the abundance of 16s
rRNA  sequences could be a consequence of
generalized trans- duction events (Tian et al. 2015).
A total of 5,783 con- tiguous sequences (nodes) were
assembled. Sequence analysis of nodes showed 59
different ARGs (Table 1 and Supplementary table
1). For many of them, its mobilization by
bacteriophages has already been described (Li et al.
2020). Remarkably, the sequence analysis revealed
some nodes with several ARGs. For example, in
node 142, there were sequences for three K-
lactamases: blacm,m, blacmy.sg, and blacmy157
(Supplementary table 1). The results showed that

ARGs can be mobilized by phages present in
intestinal micro- biota. Also highlight the importance
of evaluating the presence of these genetic elements
in free-range carni- vores and open the possibility
that wildlife animals could participate in its
spreading in natural ecosystems. More studies are
necessary to describe this phenom- non.
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Capitulo dos
Liberacion de bacteriéfagos en la cepa de E. coli PGV 26B-Coy 6 portadora de
stx1 y stx2 con mitomicina y liquido ruminal.

Introduccién

Escherichia coli es uno de los microorganismos en los que su evolucién ha sido resultado,
en gran medida, de la adquisicion de distintos genes (Dobrindt et al., 2010). Algunos de
estos genes han sido incorporados desde otros microorganismos mediante la transferencia
horizontal de genes (THG) (Fraz&o et al., 2019), otorgando a E. coli la capacidad de
sobrevivir y adaptarse a distintas condiciones ambientales, asi como permitiendo la
emergencia de variantes patégenas (Leimbach et al., 2013).

Las variantes patdgenas de E. coli corresponden a cepas portadoras de factores de
virulencia (FV). Un ejemplo de FV adquiridos mediante THG son las shigatoxinas (Stx) (Li et
al., 2025). La presencia de genes que codifican para Stx en el genoma de E. coli ha
permitido la clasificacion de un grupo de cepas conocidas como E. coli productoras de
shigatoxinas (STEC) (Dopfer et al., 2010). Dentro de este grupo se encuentra el patotipo de
E. coli enterohemorragico (EHEC) (Etcheverria'y Padola, 2013).

Las cepas STEC son de gran importancia en salud publica debido a la elevada morbilidad y
mortalidad que ocasionan anualmente (Liu et al., 2022). Las infecciones por STEC pueden
provocar diarrea hemorragica severa, deshidratacion y, en los pacientes que sobreviven, el
desarrollo del sindrome urémico hemolitico. Esta afeccién puede causar insuficiencia renal
aguda y, en algunos casos, sintomatologia neurolégica asociada (Khalid et al.,, 2023;
Vanesse et al., 2023).

Algunas de las cepas STEC de relevancia en salud publica han sido aisladas de rumiantes
domeésticos, silvestres y otros animales de fauna silvestre (Chui et al., 2015). Entre las mas
importantes se encuentra E. coli O157:H7, que es una de las principales causantes de
brotes de enfermedades entéricas en humanos (Ray y Singh, 2022). Esta enfermedad es
considerada una zoonosis y un agente contaminante de alimentos, ademas de clasificarse
como una enfermedad emergente y reemergente (Dallman et al., 2022; Kolodziejek et al.,
2022).

Estudios en bisontes (Bison bison) revelan que esta especie puede actuar como un
reservorio de E. coli O157:H7 portadora de shigatoxinas, con una prevalencia fecal
promedio del 42.1% y una prevalencia en la mucosa rectoanal del 19.9%. Estos aislados de
bisonte poseian los genes de virulencia stx2, eae, hlyA y fliC, lo que indica su potencial
patdgeno para humanos (Reinstein et al., 2007). Investigaciones mas recientes en bisontes
de vida libre en México identificaron cepas de E. coli con perfiles de virulencia atipicos,
incluyendo combinaciones inusuales de genes como stx2, eae e ial, y una notable
resistencia a mudltiples antimicrobianos, incluyendo betalactamicos, cloranfenicol vy
aminoglucdsidos (Lopez-Islas et al., 2024).

Ray y Singh (2022) afirman que el ganado vacuno es el principal reservorio de E. coli
productora de shigatoxinas (STEC), destacando que la colonizacion asintomatica y la
eliminacion fecal masiva constituyen factores clave en la contaminacion de alimentos y del
medio ambiente. De igual forma, carnivoros silvestres como los coyotes (Canis latrans) y
rumiantes silvestres como bisontes y ciervos también presentan con frecuencia la presencia
de genes stx, particularmente el subtipo stx2, que se asocia con las formas mas graves de
enfermedad en humanos, como el sindrome urémico hemolitico (Ray y Singh, 2022).
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En un estudio realizado por Lopez-Islas y colaboradores (2022), se reportd una prevalencia
de E. coli portadoras de genes de virulencia del 75.4% en carnivoros silvestres del norte de
México, incluyendo coyotes (Canis latrans), zorras del desierto (Vulpes macrotis) y zorrillos
(Mephitis macroura). Entre los genes identificados se encuentraron stx1, stx2, escV'y eae,
en diversas combinaciones, asimismo, se documentd la presencia de multiples serotipos,
entre ellos 0153, 0175, 0139, 075, 021, 017, 0110, 063, 093 y O96.

Por otra parte, la emergencia de nuevos serotipos de STEC (como 0113, 091 y 022), asi
como de cepas hibridas que combinan factores de virulencia de distintos patotipos, junto
con el incremento en la resistencia a antimicrobianos —incluyendo colistina y cefalosporinas
de espectro extendido—, ha sido documentada tanto en ganado como en fauna silvestre
(Ray y Singh, 2022).

Un ejemplo de un brote emergente de E. coli mas relevantes de los ultimos afos fue el
ocurrido en Alemania en 2011, causado por una cepa hibrida EAEC/STEC 0104:H4
portadora de los genes stx2 y agg. Dicha variante fue responsable de aproximadamente
4,000 casos de enteritis hemorragica aguda y un total de 50 muertes (Jandhyala et al.,
2013). El analisis genético de la cepa involucrada revel6 la presencia de un conjunto de
genes caracteristicos de diversos patotipos de E. coli, los cuales fueron adquiridos mediante
THG (Zhou et al., 2015). En particular, el gen stx2 fue incorporado a través de la
transduccién mediada por un bacteriéfago portador de dicho gen (Beutin et al., 2013).

Las shigatoxinas presentes en las cepas STEC se clasifican en dos grandes grupos: stx1,
con tres subtipos (stxla, stx1b y stxlc), y stx2, con siete subtipos (stx2a, stx2b, stx2c,
stx2d, stx2e, stx2f y stx2g) (Baranzoni et al., 2016; Kruger et al., 2018). Las Stx estan
codificadas en el genoma de bacteriéfagos del género Lambdavirus; en algunos casos,
estos bacteriofagos pueden encontrarse integrados de manera criptica en el genoma
bacteriano, perdiendo la capacidad de liberarse de su hospedero (Fang et al., 2022). Sin
embargo, los bacteriéfagos del género Lambdavirus podrian participar en la THG cuando
son inducidos y se liberan del genoma bacteriano (Meyer et al., 2012).

Los bacteriéfagos que son inducidos desde el genoma de una bacteria pueden generar tres
diferentes tipos de ciclos virales en una bacteria hospedera, conocidos como ciclo
lisogénico, ciclo pseudolisogénico y ciclo litico (Li et al., 2024; Gandon, 2016).

En el ciclo lisogénico, un bacteriéfago que proviene de una infeccion previa infecta a una
bacteria susceptible. Durante una infeccion exitosa, el bacteri6fago introduce su material
genético (MG) en la célula bacteriana y, mediante enzimas como las integrasas, dicho
material genético se integra en el genoma bacteriano, formando un profago (Kasman y
Porter, 2022). Este nuevo material genético puede recombinarse a través del sistema de
recombinacion RecA con el genoma de la bacteria hospedera, dando lugar a cepas con
variantes genéticas. Este proceso es conocido como transduccidbn mediada por
bacteriéfagos. Este mecanismo contribuye a la aparicion de nuevas variantes genéticas,
incluyendo la emergencia de nuevas cepas patdgenas de E. coli (Fillol-Salom et al., 2019).

En el ciclo pseudolisogénico, un bacteriéfago infecta exitosamente a una bacteria e
introduce su material genético (MG), sin embargo, este material permanece en estado
quiescente en el citoplasma bacteriano sin integrarse al genoma (Lo$ y Wegrzyn, 2012).
Posteriormente, dependiendo de las condiciones internas y externas de la bacteria
hospedera, el bacteriéfago puede entrar en un ciclo litico o establecer un ciclo lisogénico
(Los y Wegrzyn, 2012).

En el ciclo litico, el MG del bacteriéfago se replica utilizando la maquinaria genética de la
bacteria con el objetivo de producir nuevos viriones. De manera paralela, se sintetizan
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enzimas liticas que permiten la liberacion de los viriones mediante la lisis de la célula
bacteriana, lo que inicia nuevos ciclos infecciosos (Hobbs y Abedon, 2016).

Estos tres ciclos se encuentran relacionados, ya que, tras un ciclo litico, las nuevas
particulas virales pueden infectar un hospedador y se puede establecer un estado
pseudolisogénico o iniciarse un ciclo lisogénico (Lo$ y Wegrzyn, 2012). Esta interconexion
favorece eventos de evolucién bacteriana mediada por la transferencia horizontal de genes
y contribuye a la aparicion de nuevas variantes de cepas patdgenas (Zhang et al., 2022).

El ciclo litico y el ciclo lisogénico han contribuido a la evolucién de cepas de E. coli hacia el
patotipo STEC, particularmente en el caso de los bacteri6fagos lambdoides (Salmond y
Fineran, 2015; Carter et al., 2021). A pesar de que algunos bacteri6fagos del género
Lambda pueden volverse cripticos, una fraccion de los bacteriéfagos lambdoides mantiene
su capacidad de excindirse, lo que permite que, bajo ciertas condiciones, se inicie un nuevo
proceso litico (Gandon, 2016).

En los bacteri6fagos del género Lambda, la regulacion entre los ciclos litico y lisogénico ha
sido ampliamente estudiada (Koudelka et al., 2004; Shao et al., 2019). Para dar inicio al
proceso de induccién de la lisis bacteriana y la liberacion de nuevos viriones, se requiere
una respuesta finamente regulada por un conjunto de proteinas (Lee et al., 2015). Entre las
proteinas clave involucradas en la induccion del ciclo litico se encuentra la proteina CI,
codificada por el gen cl, presente en el genoma de los bacteriéfagos del género Lambda
(Serra-Moreno et al., 2008).

La proteina Cl actia como un represor transcripcional al bloquear la expresion de los genes
asociados al proceso de lisis bacteriana (Serra-Moreno et al., 2008). Para ello, CI forma
estructuras oligoméricas que se unen a los sitios operadores OR (operador derecho) y OL
(operador izquierdo), fenbmeno asociado a su funcién de autorregulacién (Tyler et al.,
2004). Esta oligomerizacion impide la union de la ARN polimerasa a los promotores
correspondientes, inhibiendo la transcripcion de las regiones OR y OL y, en consecuencia,
el inicio del ciclo litico (Shi y Friedman, 2001).

Esto se debe a que las regiones OR y OL regulan la transcripcion de los genes asociados a
la lisis bacteriana, y se encuentran separadas por aproximadamente 2.4 kilobases
(Hochschild y Lewis, 2009). El operador OR estd compuesto por tres sitios (OR1, OR2 y
OR3) y se localiza entre dos promotores: PR (promotor derecho) y PRM (promotor de
mantenimiento del represor del fago lambda). Por su parte, el operador OL esta conformado
por tres sitios (OL1, OL2 y OL3) y un Unico promotor, PL (promotor izquierdo) (Hochschild y
Lewis, 2009).

No obstante, la proteina Cl también puede actuar como un activador transcripcional del gen
cl, regulando positivamente su propia expresion y manteniendo el estado lisogénico
(Koudelka et al., 2004; Hochschild y Lewis, 2009).

Para que se inicie el ciclo litico es necesario el corte proteolitico de los oligdbmeros de la
proteina Cl (Hochschild y Lewis, 2009). Este proceso ocurre mediante una reaccion
autocatalitica inducida por la interaccion de la proteina RecA con Cl. El sitio consenso para
gue se lleve a cabo el corte autocatalitico es una region dipeptidica que, segin se ha
reportado, puede ser alanina-glicina, cisteina-glicina y leucina-glicina (Koudelka, 2004). La
degradacién de CI libera los operadores OR y OL, permitiendo la union de la ARN
polimerasa y el inicio de la transcripcion de los genes asociados a la lisis (Shi y Friedman,
2001; Hochschild y Lewis, 2009).

El corte proteolitico de la proteina ClI mediado por RecA depende de la activacién del
sistema SOS de respuesta al dafio y reparacion del ADN (Galkin et al., 2009). En
condiciones normales, los genes SOS permanecen reprimidos por la proteina LexA. Sin
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embargo, tras el dafio al ADN, LexA sufre un corte autolitico mediado por filamentos
activados de RecA, lo que permite la eliminacion del represor de la transcripcién de los
genes SOS y, a su vez, la transcripcion por la ARN polimerasa (Adikesavan et al., 2011). De
este modo, la proteina RecA desempefia un papel central en la regulaciéon de la decision
lisis—lisogenia, ya que su concentracion y estado de activacion determinan la induccion del
ciclo litico y la expresién de genes del bacteriéfago (Mo et al., 2017). En este contexto, la
formacion del complejo funcional RecA-LexA actia como un regulador clave de la
respuesta SOS requerida para la lisis bacteriana mediada por bacteri6fagos (Mo et al.,
2017; Imamovic y Muniesa, 2018).

Los genes de la respuesta SOS pueden activarse por diversos estimulos, entre ellos la
exposicion a luz ultravioleta (UV), la presencia de especies reactivas de oxigeno como el
peréxido de hidrégeno, sustancias bactericidas como algunos péptidos antimicrobianos,
mecanismos inmunitarios bacterianos (por ejemplo, los sistemas toxina—antitoxina) y
antibidticos como la mitomicina C, la ciprofloxacina y la ampicilina (Erill et al., 2007; Keller et
al.,, 2001). Una vez activados, los genes de la respuesta SOS pueden estimular los
mecanismos de induccion de bacteriéfagos y promover la lisis bacteriana (Erill et al., 2007).

Un ejemplo clasico de este fenébmeno es el uso de mitomicina C para la induccién
experimental de bacteriéfagos (Berger et al., 2019; Serment-Guerrero et al., 2020). La
mitomicina C induce la formacion de enlaces cruzados intercalados en el ADN
(Shanmughapriya et al., 2017); la presencia de estas lesiones es detectadas como dafio en
el material genético, lo que activa la respuesta SOS mediante el complejo RecA-LexA y
desencadena el inicio del ciclo litico de bacteri6fagos presentes en el genoma bacteriano
(Gao et al., 2023; VanLoock et al., 2003).

Posterior al ciclo litico, los bacteriéfagos son liberados; sin embargo, este proceso requiere
la accion de la holina, codificada por el gen holin. Esta proteina forma poros en la
membrana citoplasmatica en un momento especifico del ciclo infeccioso, permitiendo que la
endolisina acceda al peptidoglicano y degrade la pared bacteriana (Young, 2014; Cahill y
Young, 2019). En muchos bacteri6fagos de bacterias gramnegativas, este proceso se
complementa con las proteinas de expansién (spanin) (codificadas por los genes Rz y Rz1),
las cuales desestabilizan la membrana externa, completando asi la lisis celular (Young,
2014).

Para la formacion de nuevos viriones, es necesario el ensamblaje de proteinas estructurales
que dan lugar a una arquitectura compleja, caracterizada por una capside icosaédrica que
alberga el genoma viral y una cola especializada en el reconocimiento e inyeccion del ADN
en la célula bacteriana (Dion et al., 2020). La morfogénesis de estas particulas esta
estrictamente regulada por moédulos genéticos conservados, cuyo estudio ha permitido
dilucidar los mecanismos fundamentales del ensamblaje viral (Casjens y Hendrix, 2015).

En bacteriéfagos como P2 y otros bacteriéfagos relacionados de la familia Peduoviridae, el
empaguetamiento del ADN requiere la accion de la terminasa, un complejo enzimatico
codificado por los genes terS y terL (Casjens y Hendrix, 2015). Este complejo reconoce
secuencias especificas (pac) y escinde el ADN concatemerizado para posteriormente
translocar al interior de la procdpside mediante la hidrolisis de ATP ( Feiss y Rao, 2012).

La estructura de la cola, esencial para la fijacion al huésped y la transferencia del ADN,
involucra multiples componentes codificados en operones especificos (Dams y Lavigne,
2022). Los genes estructurales incluyen proteinas de la cola (tail proteins) y de la vaina (tail
sheath proteins), que conforman la estructura contrdctil, asi como proteinas de las fibras
caudales (tail fiber proteins) y de la placa basal (baseplate proteins), las cuales determinan
el tropismo mediante el reconocimiento de receptores en la superficie de las bacterias
(Casjens y Hendrix, 2015).
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La proteina de medicion de la cola (tape measure protein) regula la longitud de la cola,
mientras que la proteina adaptadora cabeza-cola (head—-tail adaptor protein) asegura la
correcta union entre la capside y la cola (Cumby et al., 2015; Davidson et al., 2012). Estos
genes se han reportado como genes estructurales asociados a bacteriéfagos (Penadés et
al., 2019; Rodriguez-Rubio et al., 2021; Bhattacharjee et al., 2022).

Este repertorio genético permite a los bacteriofagos ensamblar particulas infecciosas
funcionales y adaptarse evolutivamente a distintos huéspedes bacterianos mediante
variaciones en las proteinas de adhesion (Dion et al., 2020; Davidson et al., 2012).

Los bacteriéfagos capaces de ser inducidos desde el genoma bacteriano por distintos
estimulos dentro de un microambiente, como el tracto gastrointestinal, pueden generar un
impacto significativo sobre las poblaciones bacterianas (Mirzaei y Maurice, 2017). Esto se
debe a que la induccién de bacteri6fagos desencadena procesos de lisis en distintas
bacterias, ya sea para iniciar nuevos ciclos liticos o para establecer procesos de lisogenia
(Mirzaei y Maurice, 2017).

Estos mecanismos son relevantes en la ecologia bacteriana por dos razones principales. En
primer lugar, los eventos de depredacion bacteriana mediada por bacteriéfagos pueden
provocar cambios en la abundancia y frecuencia de las poblaciones bacterianas,
generando, en algunos casos, recambios de especies (Shkoporov et al., 2022). Durante
este proceso, las interacciones bacterias—hospederos pueden verse alteradas, dando lugar
a un fendmeno conocido como disbiosis (Mirzaei y Maurice, 2017). En condiciones de
disbiosis, la abundancia de bacterias patéogenas puede incrementarse, impactando
negativamente en la salud del hospedero (Mirzaei y Maurice, 2017). La segunda razén, la
transferencia horizontal de genes (THG) mediada por bacteriéfagos, puede originar cambios
genéticos en las poblaciones bacterianas, modificando las caracteristicas genéticas de
algunas poblaciones bacterianas (Shuwen y Kefeng, 2022; Howard et al., 2024).

Se ha observado que la composicidon de las poblaciones bacterianas y de bacteriéfagos
puede modificarse en respuesta a diversos componentes ambientales asociados a la dieta.
Entre estos factores se incluyen ciertos carbohidratos, el aumento en el consumo de fibra, la
presencia de acidos grasos de cadena corta, metabolitos secundarios derivados tanto del
hospedador como del metabolismo bacteriano, asi como compuestos presentes en
alimentos como uvas, semillas de uva y canela. En algunos casos, estos cambios se han
asociado con un incremento en la abundancia de particulas de bacteriéfagos, lo que podria
estar relacionado con procesos de induccion y liberacion de estos (Henrot y Petit, 2022;
Howard et al., 2024; Marongiu et al., 2021; Oh et al., 2019).

Muchos de estos componentes forman parte habitual de la dieta de diversos animales,
incluidos los rumiantes. En este contexto, la dinamica poblacional de la microbiota ruminal
podria estar determinada, en gran medida, por la presencia de bacteriéfagos y un aumento
en su produccion, lo cual podria asociarse a procesos de lisis—lisogenia mediada por la
presencia de bacteri6fagos y favorecida por inductores presentes en la dieta (Oh et al.,
2019; Sausset et al., 2020; Chevallereau et al., 2021).

Los mecanismos de lisis—lisogenia inducidos por componentes presentes en el rumen,
derivados de la dieta o del metabolismo celular bacteriano y del hospedero, podrian
favorecer el incremento en la adquisicion de genes de virulencia, como los genes stx,
generando las distintas variantes de STEC reportadas en rumiantes y contribuyendo a la
aparicion de brotes emergentes de enfermedades en humanos (Elder y Nightingale, 2013).
Por lo tanto, los rumiantes desempefian un papel clave en la generacién y mantenimiento
de enterobacterias patégenas.
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Con base en lo anterior, la hipotesis de este trabajo es que algunos componentes en el
liquido ruminal pueden inducir la liberacibn de bacteri6fagos en cepas portadoras de
factores de virulencia, como las shigatoxinas. Este fenomeno podria ocurrir incluso en
cepas que no han sido aisladas de rumiantes, lo que indicaria que el liquido ruminal
contiene componentes capaces de favorecer la propagacién natural de factores de
virulencia entre distintas cepas de E. coli, dando lugar a nuevas variantes patégenas.

En este estudio se evalud la induccion con liquido ruminal de bacteriéfagos en cepas de E.
coli portadoras de genes de virulencia (PGV), previamente recuperadas de fauna silvestre.
Especificamente, las cepas analizadas provienen de: 1) carnivoros, entre los que se
incluyen coyotes (Canis latrans), zorras del desierto (Vulpes macrotis) y zorrillos listados
(Mephitis macroura); y 2) rumiantes, en este caso bisontes (Bison bison).

Materiales y métodos

Seleccion de cepas de E. coli PGV. Se utilizé un banco de 136 cepas de Escherichia coli
PGV de origen silvestre resguardadas en el Laboratorio de Microbiologia Agropecuaria de la
Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco. Las cepas fueron previamente
aisladas de coyotes (Canis latrans), zorras grises (Urocyon cinereoargenteus), zorras del
desierto (Vulpes macrotis), linces (Lynx rufus), mapaches (Procyon lotor), tejones (Taxidea
taxus), zorrillos listados (Mephitis macroura), zorrillos con capucha (Mephitis mephitis) y
bisontes (Bison bison).

Los individuos muestreados fueron recolectados en la Reserva de la Biosfera de Janos,
Chihuahua, donde estas especies cohabitan. Las cepas fueron previamente genotipificadas
mediante PCR en el Laboratorio de Microbiologia Agropecuaria de la Universidad Auténoma
Metropolitana, Unidad Xochimilco, y serotipificadas mediante aglutinacién en placa en el
Hospital Infantil Federico Gémez, bajo la supervision del Dr. Carlos Eslava Campos.
Asimismo, las cepas fueron nuevamente genotipificadas por PCR en el Laboratorio de
Microbiologia Agropecuaria de la UAM Xochimilco, bajo la direccién del Dr. Daniel Martinez
Gobmez (Cuadro 1) (Lopez-Islas et al., 2022; Lépez-Islas et al., 2024).

Para el presente estudio se seleccionaron nueve cepas (Cuadro 1). Las cepas elegidas
presentan en su genoma los genes stx1 y stx2, los cuales se ha reportado que tienen la
capacidad de ser transferidos mediante bacteriéfagos (Dobrindt, 2005). Asimismo, se
seleccionaron cepas que contienen los genes escV y eae, ya que se ha descrito que estas
secuencias pueden encontrarse flanqueadas por regiones asociadas con profagos (Chandry
etal., 2012).

Por otro lado, se incluyeron cepas que presentan en su genoma el gen jal, el cual no ha sido
reportado como movilizable mediante bacteriéfagos (Kampmeier et al., 2018). Otro criterio
de seleccion fue que las nueve cepas fueran diferentes entre si, ya fuera a nivel genético,
presentando variaciones en los factores de virulencia, o a nivel fenotipico, considerando
diferencias en el serogrupo o, al menos, en el serotipo.

Asimismo, se procuré que las cepas hubieran sido aisladas de diferentes hospederos,
incluyendo rumiantes y carnivoros, debido a que estas especies coexisten en el mismo
entorno y area geografica.

Cuadro 1. Cepas de E. coli PGV previamente aisladas, genotipificadas y serotipificadas.

Cepa Patotipo Factores de Orden Especie Serogrupo Serotipo
asociado | virulencia
26-B Coy 6 | EHEC stx1, stx2 Carnivoro Coyote 017 0O17:H18
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Coy 3-19 EHEC stx1, stx2 Carnivoro Coyote 0153 0153:H28

Meph 15-8 aEPEC escV, eae Carnivoro Zorrillo 0139 0139:H6

B16(1)32 EHEC, stx2, eae, ial Rumiante Bisonte 022 022:H8
EPEC,
EIEC

B26(2)3 aEPEC, escv, eae, ial Rumiante Bisonte 026 026:H11
EIEC

B26(6)6 EPEC, escv, eae, Rumiante Bisonte 026 026:H-*
EIEC bfpB, ial

B26(6)31 EPEC, eae, ial Rumiante Bisonte 026 026:H11
EIEC

B2-31(2)33 | EHEC stx1, stx2 Rumiante Bisonte 112ab 112ab:H2

B2-31(2)36 | EHEC stx1, eae Rumiante Bisonte 08 08:H14

* antigeno flagelar no reconocido.

Curvas de crecimiento en caldo Luria-Bertani. Las nueve cepas de E. coli PGV se
inocularon en tubos de vidrio de 10 mL que contenian caldo Luria—Bertani (LB) (10 g de
NaCl, 5g de levadura y 10 g de triptona, por un litro de agua bidestilada) y se incubaron en
agitacion a 37°C durante una noche. Posteriormente, a cada cepa se le determind la
densidad bacteriana mediante la medicion de la absorbancia a una longitud de onda de 600
nm (ODsoo) (Espectrofotémetro BECKMAN COULTER® DU 730 UV/VIS), con el fin de
estimar la concentracion de bacterias por mL. Los nueve ensayos se realizaron por
triplicado.

Una vez realizada la cuantificacion por absorbancia, los crecimientos bacterianos de E. coli
PGV se ajustaron a una densidad celular uniforme mediante diluciones seriadas, hasta
alcanzar una concentracion equivalente a 1 x 108 UFC/mL, correspondiente a 0.5 en la
escala de McFarland. Posteriormente, se tom6é 1 mL de cada dilucion y se inocul6 en
matraces Erlenmeyer de 50 mL que contenian 49 mL de caldo LB, los cuales se incubaron
en agitacion a 37 °C durante 12 horas, cada experimento se realizé por triplicado (n=3).

Durante la cinética de crecimiento, se cuantific la absorbancia a ODeo (Espectrofotémetro
BECKMAN COULTER® DU 730 UV/VIS) cada 2 horas posteriores a la inoculacién. Este
procedimiento se realizé con la finalidad de establecer el patron de crecimiento normal de
las cepas de E. coli PGV en condiciones estandar.

Preparacién del liquido ruminal. El liquido ruminal se obtuvo de tres vacas (Bos taurus)
de la raza Holstein, de 4 afios de edad, en estabulacién, bajo condiciones de clima
templado y destinadas a la produccién de leche. Su dieta consistia principalmente en
ensilado de maiz y concentrado de sorgo y maiz. La toma de muestra se realizdé bajo
sujecién y en manga de manejo con el fin de evitar el mayor estrés posible segun indica la
NOM-051-Z0O0-1995 y NOM-062-ZO0-1999.

De cada animal se obtuvieron aproximadamente 500 mL de liquido ruminal mediante el uso
de una sonda gastrica y fueron depositados en frascos de vidrio estériles de 500 mL. Las
muestras se mantuvieron en refrigeracion durante tres horas hasta su procesamiento en el
laboratorio. Posteriormente, los liquidos ruminales se mezclaron para homogeneizar el
contenido.
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Con la finalidad de eliminar componentes insolubles, materia organica y bacterias presentes
en el liquido ruminal, las muestras fueron procesadas mediante centrifugacion vy filtracion de
la siguiente manera:

En el laboratorio, el liquido ruminal se coloc6 en tubos conicos de 50 mL y se centrifugd en
una centrifuga (Thermo Scientific™ Sorvall™ ST 8) a 3,260 x g durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se recuperdé Unicamente la fase acuosa
(sobrenadante) mediante decantacion.

El sobrenadante se filtr6 secuencialmente a través de membranas de nitrocelulosa (EMD
Millipore MF-Millipore) con diametros de poro de 1.1 pm, 0.8 pm, 0.45 pm y 0.22 ym. Una
vez filtrado, el liquido ruminal se coloc6 nuevamente en tubos coénicos de 50 mL y se
sometié a una prueba de esterilidad mediante la siembra de una alicuota de 50 pyL en agar
nutritivo (BD Agar Nutritivo Difco™), incubandose a 37 °C durante una noche.

Tras confirmar la ausencia de crecimiento bacteriano, las muestras se conservaron en
refrigeracion hasta su uso.

Del liquido ruminal previamente filtrado se generaron dos soluciones base (stocks), las
cuales se utilizaron como medios de crecimiento e induccion bacteriana. Las caracteristicas
de estos stocks fueron las siguientes: 1) Liquido ruminal (LR) sin modificacion adicional y 2)
Liquido ruminal nutritivo, suplementado con 10 g de NaCl/L, 5 g de extracto de levadura/L y
10 g de peptona/L (LRN). Tanto el LR como el LRN se ajustaron a un pH de 7.02 mediante
la adicibn de NaOH. Posteriormente, estos stocks se combinaron con distintas proporciones
de caldo LB para obtener diferentes medios experimentales (Cuadro 2).

Cuadro 2. Composicion de Medios Experimentales

Medio Composicion de la Proporcion de Nutrientes de

Experimental Base (Stock) Liquido Ruminal Caldo LB

LR100% Liquido ruminal (sin 100% No contiene
modificar)

LRN100% Liquido ruminal 100% Contiene 10 g de
suplementado* NaCl/L, 5 g de

extracto de
levadura/L y 10 g de

peptona/L
LRN75% Liquido ruminal 75% Contiene 10 g de
suplementado* NaCl/L, 5 g de

extracto de
levadura/L y 10 g de
peptona/lL
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LRN50% Liquido ruminal 50% Contiene 10 g de
suplementado* NaCl/L, 5 g de
extracto de
levadura/L y 10 g de

peptona/L
LRN25% Liquido ruminal 25% Contiene 10 g de
suplementado* NaCl/L, 5 g de

extracto de
levadura/L y 10 g de
peptona/lL

* pH: Todos los medios fueron ajustados a un pH de 7.02 mediante la adicion de NaOH.

Induccién de bacteri6fagos en cepas de E. coli PGV con mitomicina C. Las nueve
cepas seleccionadas de E. coli PGV se inocularon por triplicado, en tubos de vidrio de 10
mL que contenian caldo Luria-Bertani (LB) y se incubaron en agitacion a 37°C durante una
noche completa. Posteriormente, se realizé la cuantificacion bacteriana mediante el método
previamente descrito y las cepas se estandarizaron a una concentracion equivalente a 0.5
de McFarland 1 x 108 UFC/mL.

A partir de las suspensiones estandarizadas, se tom6 1 mL de cada cepa cultivada en caldo
LB y se inocul6 en tubos de vidrio que contenian 8.9 mL de caldo LB fresco, los cuales se
incubaron a 37°C. Tras 2 horas de crecimiento bacteriano, se afadieron 100 pL de
mitomicina C (Fisher BioReagents™) a una concentracion de 50 ug/mL (diluida en agua
estéril), con el objetivo de obtener una concentracion final de 0.5 pg/mL. Posteriormente, se
monitorea el crecimiento bacteriano mediante la medicion de la absorbancia a 600 nm
(ODswo) (Espectrofotometro BECKMAN COULTER® DU 730 UV/VIS) cada 2 horas durante
un periodo total de 12 horas (Otsuiji et al., 1959; Little, 2014; Imamovic y Muniesa, 2018).

Concentracidon de bacteriéfagos. Las cepas que mostraron un declive significativo en el
crecimiento bacteriano tras la induccién con mitomicina C (Fisher BioReagents™) fueron
seleccionadas para el enriquecimiento de bacteriéfagos. Dichas cepas se inocularon en
tubos de vidrio con 10 mL de caldo LB y se incubaron a 37°C durante una noche completa.

Posteriormente, se cuantifico la densidad bacteriana mediante absorbancia a ODeoo Y las
suspensiones se estandarizaron nuevamente a una concentracion equivalente a 0.5 de
McFarland 1 x 108 UFC/mL. A partir de estas suspensiones, se tomaron 5 mL de cada cepa
y se inocularon en matraces que contenian 50 mL de caldo LB y se incubaron a 37°C en
agitacion.

Tras 2 horas de crecimiento bacteriano, en la fase de crecimiento exponencial, se
adicionaron 0.5 mL de mitomicina C a una concentracion de 50 pg/mL a cada cultivo.
Posteriormente, los cultivos se incubaron a 37°C en agitacion y se realiz6 el seguimiento del
crecimiento bacteriano mediante mediciones de absorbancia a ODsy cada 2 horas durante
6 horas, asi como una medicion adicional a las 24 horas.

Finalmente, los cultivos fueron centrifugados a 3,260 x g, durante 15 minutos y el

sobrenadante se recuperd en tubos conicos de 50 mL para la posterior purificacion de
bacteriéfagos.
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Purificacion de bacteri6fagos crecidos en LB, LB+mitomicina C y liquido ruminal. Los
sobrenadantes obtenidos de los ensayos de inducciéon con mitomicina C y de las distintas
condiciones de liquido ruminal se colocaron en tubos conicos de 50 mL y se centrifugaron a
3,260 x g, durante 20 minutos a 4°C (Thermo Scientific™ Sorvall™ ST 8). Posteriormente,
se recuperaron tanto el sobrenadante como el pellet bacteriano; este ultimo se refrigeré a
4°C para su posterior procesamiento. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

El sobrenadante se filtr6 de manera secuencial a través de membranas con tamafios de
poro de 0.8 um, 0.45 um y 0.22 um (Luong et al., 2020). A los filtrados se les realizdé una
prueba de esterilidad, sembrando 500 pL en cajas Petri con agar nutritivo e incubando a
37°C durante 24 horas.

Los sobrenadantes filtrados se colocaron en membranas tubulares de didlisis de celulosa
(25 mm de diametro, Sigma-Aldrich®, D9777), con un punto de corte de 12 kDa,
previamente lavadas con agua corriente durante 3 horas. Las membranas con los
sobrenadantes se introdujeron en soluciones saturadas de dextrosa al 70%, en condiciones
estéticas y a temperatura ambiente, con el fin de favorecer la salida de liquido y concentrar
los bacteri6fagos presentes en los distintos medios de induccién.

Posteriormente, se recuperaron 4 mL del contenido de las membranas, los cuales se
filtraron nuevamente a través de membranas de 0.22 um. Las muestras concentradas se
colocaron en una ultracentrifuga Beckman (L-80 ultracentrifuge, rotor Beckman 50.3 Ti) a
200,700 x g durante 2 horas a 4 °C. Posterior a la centrifugacién, se recupero el pellet viral,
al cual se le afiadieron 1 pL de DNasa (1 mg/ml, Sigma-Aldrich®) y 1 pyL de RNasa (1
mg/ml, Sigma-Aldrich®), incubandose a 37°C durante 30 minutos, con el objetivo de
eliminar material genético libre no protegido por la capside viral. Finalmente, las muestras
se almacenaron a —20°C para su posterior extraccion de material genético.

Extraccion de material genético de bacteri6fagos y E. coli PGV. Los pellets de
bacteriéfagos obtenidos a partir de los distintos tratamientos de induccién, asi como las
cepas de E. coli PGV en las que se logro la induccion, se colocaron en crioviales de 1.5 mL.
A cada muestra se le adicionaron 500 pyL de solucion de lisis total (isotiocianato de
guanidina 5 M, Tris-HCI 100 mM pH 6.4, EDTA 50 mM pH 8 y Triton X-100 al 2.5 %) y se
homogeneizaron durante 10 minutos, por agitacion suave en un orbitador (Orbitron Rotator

).

Posteriormente, se afadieron 50 L de silica (Sigma-Aldrich®), previamente preparada (6 g
silice en 5 ml de agua desionizada y acidificada con 66 uyL de HCI 36-38%, J.T. Baker®), y
se homogeneiz6 nuevamente durante 10 minutos, por agitacion suave. Las muestras se
centrifugaron a 12,353 x g durante 5 minutos y se retir0 el sobrenadante. Al pellet de silica
obtenido se le agregaron 500 pyL de etanol al 70% y se homogeneizé para realizar una
etapa de limpieza. Las muestras se centrifugaron a 12,353 x g durante 20 minutos a 4°C y
el sobrenadante fue decantado cuidadosamente.

A continuacion, se afiadieron 500 yL de acetona fria y las muestras se incubaron en hielo
durante 20 minutos. Posteriormente, se centrifugaron (Microcentrifuga Fresco™ 21, Thermo
Scientific™) a 12,353 x g durante 20 minutos a 4°C. Tras la centrifugacion, la acetona fue
decantada y el pellet de silica se dej6 secar a 37°C durante 10 minutos. EI ADN se recuperé
agregando buffer TE (Tris-HCI 100 mM pH 6.4 y EDTA 50 mM pH 8) al pellet de silica y se
incubd a 56°C durante 10 minutos. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 16,060 x g
durante 5 minutos y se recupero el ADN de la fase acuosa (método modificado de Batalini et
al., 2020).
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La concentracion del ADN extraido se determiné mediante espectrofotometria UV a 260 nm,
y posteriormente se realizaron las diluciones necesarias para obtener una concentracion
final de 10 pg/mL de ADN.

Amplificacion por PCR de genes bacterianos y de bacteriéfagos. Se realizd la
amplificacién del gen stx2 con la finalidad de determinar la presencia del gen de la
shigatoxina en el ADN bacteriano y viral. Los oligonucleétidos utilizados para la
amplificacion de stx2 fueron: F 5'-CGT TTT GAC CAT CTT CGT CTG-3' y R 5-AGC GTA
AGG CTT CTG CTG TG-3' (Lopez-Islas et al., 2024), generando un amplicén de 325 pb
(Cuadro 2).

Para la deteccion de genes asociados a bacteri6fagos, se disefiaron oligonucleotidos
especificos utilizando el programa DNAMAN v5.2.2 (Lynnon Biosoft, Canada). Los genes
evaluados fueron tail, holin y terminase (Cuadro 3).

Cuadro 3. Lista de oligonucleétidos utilizados para evaluacién por PCR punto final en este estudio.

Gen evaluado Oligonucledtidos Amplicon Referencia
stx2 F 5-CGT TTT GAC CAT | 325 pb Lopez-Islas et al.,
CTT CGT CTG-3 2024

R 5-AGC GTA AGG
CTTCTG CTG TG-3’

stx1 F 5-GGC CTT ATG TAA | 210 pb Lopez-Islas et al.,
TGA CTG C-3 2024

R 5-ATC CCA CGG
ACT CTT CCATC-3

tail F 5-GTA AGT ATG CCC | 189 pb Este estudio
GCC TGT TC-3

R 5-ATG GCA CCG
ATATAATCC ACT G-3

capsid F5-TCCTGC CATTCT | 300 pb Este estudio
TCATCT TC-3

R 5- GAT GAA ACT
GAA GAA GAT GCA

holin F 5-CGT CAT ACATCC | 178 pb Este estudio
AGT TAT TGC GG-3’
R5-TTC TCT TCT GGC
CCG AAT GG-3'

terminase F 5-GGA TGT GAA|344pb Este estudio
GGA TGT GAA ATG G-
3!
R 5-CAC CAT AAC
GAC TAC CAT CCG-3

Para el ensayo de PCR punto final, se utiliz6 un kit comercial (PCR Master Mix de Thermo
Fisher®), siguiendo el protocolo del fabricante. Para la amplificacion de los productos de
PCR se us6 un termociclador (Techne® TC-512 Thermal Cycler). Las condiciones de
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amplificaciébn por PCR fueron las mismas para los cinco pares de oligonucle6tidos
utilizados: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 1 minuto, alineamiento a 57°C durante 1
minuto y extension a 72°C durante 1 minuto, durante 30 ciclos.

Para visualizar el tamafio del amplicén, se realizé una electroforesis utilizando una fuente de
poder (PowerPac™ HC Bio-Rad) y una camara de electroforesis horizontal (W Sub-Cell GT
Mini Bio-Rad). Las condiciones de corrida fueron 60 V y 250 mA durante 50 minutos.

La visualizacion de los productos de PCR se realiz6 en un gel de agarosa al 2% (Thermo
Scientific™ Agarose TopVision) mediante un fotodocumentador de geles (Gel Doc XR+ Gel
Documentation System Bio-Rad).

Cuantificacién de genes por PCR en tiempo real (qPCR). La cuantificacion de los genes
stx1 y tail se realiz6 mediante PCR en tiempo real (qPCR) en muestras de ADN viral y
bacteriano. Como control endégeno se utilizé el gen dxs (1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato
sintasa) presente en E. coli, considerado un gen de copia Unica (Plotka et al., 2017), con el
fin de establecer condiciones basales de replicacion. Los oligonucledtidos utilizados para la
amplificaciéon del gen dxs fueron: F 5-TGA AAG GCC CGC AGT TC-3'y R 5-GGC AAA
CAA CCG CTG G-3', con un tamafio de amplicon de 120 pb. disefiado para este estudio. El
disefio de los oligonucleétidos se llevé a cabo utilizando el programa DNAMAN v5.2.2.

Para el ensayo de gPCR punto final, se utilizd6 un kit comercial (Maxima SYBR
Green/Fluorescein qPCR Master Mix (2X) Thermo Fisher®), siguiendo el protocolo del
fabricante. Las condiciones de amplificacion para la gqPCR fueron las siguientes:
desnaturalizacién a 95 °C durante 30 segundos, alineamiento a 57 °C durante 30 segundos
y extension a 72 °C durante 30 segundos, durante 30 ciclos. Estas condiciones fueron las
mismas para los genes evaluados, los cuales fueron dxs, stx1 y tail.

Para verificar la especificidad de los oligonucleétidos disefiados, se evaluaron dos aspectos:
1) la presencia de un unico amplicén del tamafio esperado mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1.8%, a 70 V y 200 mA durante 50 minutos; y 2) la deteccion de un Unico pico de
amplificacion, indicativo de un solo producto especifico, mediante el andlisis de curvas de
disociacion (melting curve) en PCR en tiempo real (Hajeri y Yokomi, 2022). Las condiciones
de la curva de disociacion fueron las siguientes: una desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 30 segundos, seguida de una curva de melting de 50 °C a 95 °C, con incrementos
de 0.5 °C por ciclo cada 5 segundos.

Asimismo, la eficiencia de los cebadores se determind6 mediante la construccion de una
curva estdndar a partir de cinco diluciones seriadas (1:10) de un producto de PCR
purificado, iniciando a partir de una concentracion de 100 ng/uL. La eficiencia de
amplificacion se calculé con base en la pendiente de la curva, obteniéndose un coeficiente
de determinacion (R?) de 0.98, lo que indica una alta linealidad y confiabilidad del ensayo
(Hajeri y Yokomi, 2022).

Andlisis estadistico. A partir de los valores de absorbancia obtenidos en los ensayos de
induccién con mitomicina C y bajo las distintas condiciones de induccién con liquido ruminal,
se evalué6 la normalidad de los datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov (K-S) y la
homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Bartlett. Se consideraron
estadisticamente significativos aquellos resultados con un valor de *p < 0.05, **p < 0.001 y
***n < 0.0001.

Posteriormente, se realiz6 un andlisis de varianza de una via (ANOVA) para comparar las
varianzas entre las cepas en funcién del tiempo, seguido de una prueba post hoc de Tukey.
Ademds, se efectué una comparacion de medias entre tratamientos para cada cepa
mediante una prueba t de Student.
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El andlisis estadistico y la elaboracion de las graficas se llevaron a cabo utilizando RStudio
v4.4.1 (Posit team, 2024), empleando las librerias reshape2 v1.4.4, ggplot2 v3.5.1, dplyr
v1.1.4, gridExtra v2.3, Isr v0.5.2 y patchwork v1.2.1. Se consideraron estadisticamente
significativos aquellos resultados con un valor de *p < 0.05), **p < 0.001 y **p < 0.0001.

Para los analisis de gPCR, se realizé una cuantificacién absoluta de copias genémicas de
los amplicones de stx1 y tail, a partir de los valores en ng/pL obtenidos de la transformacion
de los valores ct mediante las curvas de estandarizacion de la qPCR. Este valor es
inversamente proporcional al logaritmo de la cantidad inicial de ADN. El calculo se realiz6
mediante la siguiente formula:

(concentracién DNA (ng/ul) x [6.022 x 10%])
Numero de copias genémicas =
largo del amplicén (bp) x [1x10°] x 650)

(Starocik, 2004)

Esto con la finalidad de evaluar el nimero de copias gendmicas de particulas virales
presentes en el sobrenadante, posteriormente se calcularon las medias correspondientes.

Adicionalmente, se realiz6 una cuantificacion relativa con el objetivo de determinar los
cambios en el niumero de copias de los genes tail y stx1 en la cepa de E. coli PGV tratada
con distintas condiciones de liguido ruminal. Esta cuantificacién se llevé a cabo a partir del
ADN bacteriano utilizando el método 2722, descrito por Lee y colaboradores (2008),
empleando como gen de referencia dxs (Lee et al., 2008; Plotka et al., 2017). Estos célculos
se realizaron utilizando Python 3.12.4 (Python Software Foundation, 2024), empleando las
librerias Pandas v2.3.3 y NumPy v2.4.0.

Secuenciacidn y andlisis genético. EIl ADN de los bacteriéfagos obtenido a partir de los
sobrenadantes tras la induccién con mitomicina C fue secuenciado en la Unidad de
Secuenciacion Masiva del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional
Auténoma de México, utilizando la plataforma Illumina NextSeq 500 y con un rendimiento de
500 ciclos, con una muestra cuya concentracion minima fuese 4 ng/uL ADN en un volumen
total de 15 pL.

A partir de las bibliotecas generadas, se evalud la calidad de la secuenciacion para
seleccionar lecturas con valores superiores a Q30. Asimismo, se analizaron parametros
como el contenido de GC, la sobrerrepresentacion de secuencias y la longitud de las
lecturas. Esta evaluacion se realiz6 utilizando el programa FastQC v0.12.0 (de Sena
Brandine y Smith, 2019). Para la eliminacion de secuencias duplicadas se utiliz6 bbmap
v39.81 (Bushnell, 2017), sin embargo, no se considera necesario la eliminacién de todas las
deduplicaciones, ya que, en estudios metagendémicos, la eliminaciéon indiscriminada de
lecturas duplicadas puede conducir a una subestimacion de la abundancia biolégica real, ya
gue una proporcién de estas corresponde a duplicados naturales derivados de la cobertura
y dinamica poblacional (Niu et al., 2010; Zhang et al., 2023).

La eliminacion de adaptadores de Illumina presentes en las secuencias (F:
CCTACGGGNGGCWGCAG; R: GACTACHVGGGTATCTAATCC), asi como el recorte de
bases de baja calidad (trimming), se llev6 a cabo utilizando el programa Trimmomatic
v.0.36. (Bolger, 2014). Posteriormente, el ensamblaje de los genomas se realiz6 mediante
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los programas SPAdes v2.4.0, donde se buscé coberturas 30x, k-mer de tamafio 21, 33, 55,
61 y 77 por la presencia de secuencias repetidas (Prjibelski et al., 2020) y metaSPAdes
v.3.15.3 (Nurk et al., 2017).

Para evaluar si las secuencias obtenidas tienen el minimo permitido de 1% de
contaminacién de ADN bacteriano se utilizé ViromeQC v1.0.2 (Zolfo et al., 2019)

Para la identificacion de genes de virulencia se utiliz6 el programa ABRicate GPLv2
(Seemann, 2023), empleando como referencias las bases de datos VFDB (Chen et al.,
2016) y Ecoli_VF (Ingle et al., 2016).

Adicionalmente, se construyé una base de datos personalizada de genes asociados a
proteinas de bacteri6fagos, siguiendo las instrucciones del programa ABRicate. Para ello,
se gener6 un archivo en formato FASTA que incluyé secuencias de nucledtidos
correspondientes a genes de bacteri6fagos previamente reportados. Las secuencias se
obtuvieron a partir de la seleccion de 100 genomas completos que contardn con anotacion
gendmica, de los cuales se recuperaron las secuencias codificantes (CDS) de cada gen.

Posteriormente, las secuencias se integraron en un archivo FASTA, en el que se incluyé la
siguiente informacién en el encabezado de cada secuencia: nombre de la base de datos
(DB; en este caso, proteinafagos), identificador del gen (ID), nimero de acceso en GenBank
(ACC), campo “RESISTANCES”, utilizado en este caso para indicar el bacteriéfago en el
que se encuentra el gen, y una breve descripcién del gen (DESC).

> cd /path/to/abricate/db

> mkdir proteinafagos

> cp /path/to/proteinafagos.fasta sequences

> head -n 1 sequences

> proteinafagos~~~ID~~~ACC~~RESISTANCES~~DESC

> abricate --setupdb

> # or just do this: makeblastdb -in sequences -title proteinafagos -dbtype nucl -hash_index

> abricate --list

La blsqueda de secuencias relacionadas con bacteriéfagos se realizé utilizando
FastViromeExplorer v1.3, para lo cual se ocuparon los parametros preestablecidos, se
analizaron lecturas pareadas en formato fastq y el indice generado fue a partir de la base de
dato “nchi-viruses-list.txt”, segun las instrucciones del programador (Tithi et al., 2018).

Resultados

Induccién de cepas de E. coli PGV con mitomicina C

Las nueve cepas de E. coli PGV, cultivadas por triplicado (n = 3) en caldo Luria-Bertani
(LB), presentaron un comportamiento homogéneo durante la cinética de crecimiento de 12
horas, evidenciado por un incremento progresivo en la absorbancia medida por

espectrofotometria, asociado al aumento en la densidad éptica (ODsoo) a lo largo del tiempo
(Cuadro 1 suplementario, Figura 1).
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Figura 1. Cinética de crecimiento de las nueve cepas de E. coli PGV inducidas con mitomicina C. (A)
Crecimiento en medio LB sin inducciéon (Control). (B) Crecimiento en presencia de mitomicina C. Los datos
representan la media + desviacion estandar (n = 3) de la absorbancia a 600 nm (DOgq) a lo largo de 12 horas,
para cada cepa sin inducir e inducidas con mitomicina C. Las letras indican diferencias significativas entre cepas
(diferenciadas por color) en cada tiempo de muestreo (ANOVA de dos vias), mientras que los asteriscos por
color de cepa indican diferencias significativas entre tratamientos (control vs. mitomicina C) para cada cepa en
tiempos especificos (prueba t de Student). Los niveles de significancia se representan como *p < 0.05, **p <
0.01y ***p < 0.001.

No obstante, se observaron variaciones en los valores promedio de absorbancia entre las
cepas en distintos tiempos de incubacién. Por ello, se realizé un andlisis de varianza
(ANOVA) de dos vias, seguido de una prueba de Tukey, con el fin de evaluar la existencia
de diferencias significativas entre las nueve cepas en cada intervalo de tiempo (Cuadro 3).

A las 2 horas, las medias de ODgoo Oscilaron entre 0.071 y 0.273, observandose diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.0001), destacando las cepas 26-B Coy 6 (DE + 0.027)
y B-16(1)32 (DE % 0.149) (Cuadro 3). A las 4 horas, los valores de ODseyo Vvariaron entre
0.221 y 0.643, manteniéndose diferencias significativas (p < 0.0001), particularmente en las
cepas 26-B Coy 6, B2-31(2)36 y B26(2)3 (Cuadro 3).

A las 6 horas, los valores se situaron entre 0.554 y 0.689, observandose aun diferencias
significativas (p = 0.0196), siendo la cepa 26-B Coy 6 la que present6 mayor variacion
(Cuadro 3). En contraste, a partir de las 8 horas (rango: 0.588-0.757), no se detectaron
diferencias estadisticamente significativas entre las cepas (p = 0.0718). De manera similar,
a las 10 horas (0.696-0.851; p = 0.1932) y a las 12 horas (1.191-1.466; p = 0.0587), no se
observaron diferencias significativas entre los grupos (Cuadro 3, Figura 1).

Estos resultados muestran que las nueve cepas de E. coli PGV crecidas en LB podrian
empezar con variaciones en su ODs, pero al finalizar una cinética de 12 horas muestran un
comportamiento homogéneo sin mostrar variaciones estadisticamente significativas (Cuadro
3, Figura 1).
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Una vez establecido el comportamiento de crecimiento en condiciones normales, se evalué
la cinética de crecimiento en presencia de mitomicina C (Cuadro 3, Figura 1).

A las 2 horas postinduccion, los valores de ODsgwo oOscilaron entre 0.074 y 0.236,
observandose diferencias estadisticamente significativas entre las cepas (p < 0.0001),
destacando la cepa B26(6)31. A las 4 horas postinduccion, los valores de ODgoo S€ ubicaron
entre 0.265 y 0.530, manteniéndose diferencias significativas (p < 0.0001), particularmente
en las cepas 26-B Coy 6 (DE + 0.022) y Coy 3-19 (DE + 0.027), en comparacion con el resto
(Cuadro 3, Figura 1).

A las 6 horas, los valores oscilaron entre 0.235 y 0.600, donde las cepas B26(2)-3 (DE +
0.008) y B2-31(2)33 (DE + 0.029) presentaron diferencias estadisticamente significativas (p
< 0.0001). A las 8 horas postinduccion, los valores de ODeoo Variaron entre 0.164 y 0.565,
observandose diferencias significativas entre cepas (p < 0.0001), destacando Coy 3-19 (DE
+ 0.012), 26-B Coy 6 (DE + 0.038), B2-31(2)33 (DE + 0.010) y Meph 15-28 (DE + 0.032)
(Cuadro 3, Figura 1).

A las 10 horas postinduccion, los valores oscilaron entre 0.100 y 0.587, donde las cepas
B26(2)3 (DE + 0.007) y B26(6)6 (DE £ 0.035) mostraron diferencias significativas (p <
0.0001). Finalmente, a las 12 horas postinduccion, los valores de ODeoo Se ubicaron entre
0.047 y 0.625, manteniéndose diferencias estadisticamente significativas (p < 0.0001),
particularmente en las cepas Coy 3-19 (DE % 0.012), Meph 15-28 (DE + 0.040) y B2-31(2)36
(DE + 0.027) (Cuadro 3, Figura 1).

Estos resultados indican que las nueve cepas respondieron de manera diferente a la
presencia de mitomicina C y no mostraron un crecimiento homogéneo al finalizar la cinética
a las 12 horas postinduccién (Cuadro 3, Figura 1). Por lo tanto, se realizé una comparacion
de medias entre tratamientos mediante una prueba t de Student, en la cual se compararon
las medias de cada tratamiento en cada tiempo evaluado (Cuadro 4).

Cuadro 4. Comparacién de medias de las absorbancias (ODegoo) entre tratamientos control y mitomicina
para 9 cepas bacterianas en las 12 horas de incubacién (N = 432 observaciones, n = 3 réplicas por
grupo). Prueba: t de Student independiente (df = 5). Diferencias significativas *p = 0.05, **p =
0.001 y ***p < 0.0001

Cepa Tiempo t-student p-valor
26-B Coy 6 2 0.78 0.4257
4 1.88 0.1334
6 5.61 0.005*
8 8.02 0.0013*
10 9.91 0.0006**
12 68.8 0.0001***
B16(1)32 2 0.92 0.412
4 1.45 0.234
6 7.23 0.0021*
8 6.89 0.0028*
10 7.45 0.0018*
12 15.2 0.0001***
B2-31(2) 33 2 -3.12 0.089
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B2-31-(2)36

B26(2)3

B26(6)31

B26(6)6

Coy 3-19

Meph 15-28

10
12

N

10
12

10
12

10
12

10
12

10
12
2

-0.45
1.23
5.67
9.87
12.3
0.59
3.52
171
12.8
105.8
40.9
0.68
1.05
1.41
7.94
16.65
12.7
1.62
9.76
11.2
11.8
9.45
28.4
-5.23
0.23
4.89
5.67
8.12
321
0.09
-0.45
2.34
3.45
6.78
14.8
1.23
2.34
15.6

0.673
0.289
0.0042*
0.0007**
0.0001***
0.5896
0.0244
0.0001***
0.0002**
0.0001***
0.0001***
0.5352
0.3534
0.2314
0.0014*
0.0001***
0.0003**
0.1813
0.0006**
0.0004**
0.0003**
0.0008**
0.0001***
0.0321
0.834
0.0089*
0.0042*
0.0015*
0.0001***
0.934
0.678
0.098
0.028*
0.0029*
0.0001***
0.289
0.098
0.0001***
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8 18.9 0.0001***
10 13.2 0.0001***
12 18.4 0.0001***

El analisis comparativo de las medias de las ODsyo mostré una diferencia significativa entre
las cepas crecidas sin inducir y las cepas inducidas con mitomicina C a partir de las 4 horas
postinduccion, para el caso de la cepa B26(6)-31 con un valor de t = 4.89 y una p = 0.0089
(*p < 0.05) (Cuadro 4). A las 6 horas seis de las nueve cepas, presentaron una diferencia
estadisticamente significativa, las cepas fueron 26-B Coy 6 con un t=5.61 y un p=0.005 (*p <
0.05), B2-31-(2)36 con una t=17.1 y un p=0.0001 (***p < 0.0001), B26(6)-31 con una t =
11.2 y una p = 0.0004 (**p < 0.0001), B26(6)6 con una t = 4.89 y una p = 0.0089 (*p < 0.05),
Meph 15-28 con una t = 15.6 y una p = 0.0001 (***p < 0.0001) (Cuadro 4). Observando una
disminucion en las absorbancias en las cepas tratadas con mitomicina C en comparacion
con las cepas sin tratar (Figura 1).

A las 8, 10 y 12 horas se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las
cepas inducidas con mitomicina C y aquellas sin induccion en las nueve cepas evaluadas.

A las 8 horas, todas las cepas mostraron diferencias significativas (p < 0.05), con valores de
t que oscilaron entre 3.45 y 68.02, destacando la cepa 26B-Coy 6 (t = 68.02; p = 0.0013) y
Meph 15-28 (t = 18.9; p = 0.0001) (Cuadro 4, Figura 1).

A las 10 horas, se mantuvieron diferencias significativas en todas las cepas (p < 0.01), con
valores de t entre 6.78 y 105.8. La cepa B2-31(2)36 presento el valor mas alto (t = 105.8; p
= 0.0001), seguida de B26(2)-3 (t = 16.65; p = 0.0001) y Meph 15-28 (t = 13.2; p = 0.0001)
(Cuadro 4, Figura 1).

A las 12 horas, las diferencias se acentuaron en todas las cepas (p < 0.001), con valores de
t entre 12.3 y 68.8. Destacaron las cepas 26B-Coy 6 (t = 68.8; p = 0.0001), B26(6)6 (t =
32.1; p =0.0001) y B26(6)31 (t = 28.4; p = 0.0001) (Cuadro 4, Figura 1).

En conjunto, estos resultados evidencian que la induccion con mitomicina C genera un
efecto estadisticamente significativo (p < 0.001) sobre la cinética de crecimiento bacteriano
a partir de las 4 horas, el cual se vuelve mas evidente en la mayoria de las cepas en
tiempos posteriores (Cuadro 4, Figura 1). Este cambio en la cinética de crecimiento podria
estar asociado tanto a una modificacion en la tasa de proliferaciébn bacteriana como a la
activacion de mecanismos de lisis celular, consistentes con procesos de induccion litica
mediados por bacteriéfagos.

Asimismo, se observa que la respuesta al tratamiento con mitomicina C no es homogénea
entre las cepas, ya que algunas presentan variaciones en su crecimiento estadisticamente
significativas (p < 0.001), mientras que otras cepas muestran un declive en su densidad
bacteriana (Figura 1, Cuadro 1).

Debido a esto, se planted la posibilidad de que en el sobrenadante exista la presencia de
particulas virales, bacterioéfagos, resultado de la induccién con mitomicina C.

Deteccién de genes asociados a bacteriéfagos en sobrenadantes de cepas de E. coli
PGV inducidas con mitomicina C

Al haber observado una disminucion en la densidad bacteriana de las cepas de E. coli PGV

inducidas con mitomicina C (Figura 1), comportamiento caracteristico de la induccion de
bacteriéfagos, se infiere que dicha reduccion corresponde a un proceso de lisis bacteriana.
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En consecuencia, se asume que en el sobrenadante se encuentran presentes particulas
virales (bacteriéfagos), por lo que se procedié a su deteccién mediante la amplificacion de
genes asociados a bacteriéfagos por PCR.

De las nueve cepas de E. coli PGV inducidas con mitomicina C se recuperaron los
bacteriéfagos presentes en los sobrenadantes, los cuales fueron previamente filtrados, y se
realizé la extraccion de ADN. En los sobrenadantes de las nueve cepas inducidas se
detecto la presencia de genes asociados a bacteriofagos, incluyendo stx2, tail, terminase y
holin (Cuadro 5).

Los genes tail, terminase, capsid y holin se detectaron en los nueve sobrenadantes
analizados (Cuadro 5). El gen stx2 Unicamente se identific6 en los sobrenadantes
correspondientes a aquellas cepas que previamente habian resultado positivas para este
gen durante su caracterizacion genética (Cuadro 1). Lo que podria respaldar que la lisis
bacteriana observada (Figura 1) puede estar asociada a la induccién de bacteriéfagos.

Cuadro 5. Deteccion de genes asociados a bacteri6fagos mediante PCR de punto final. Se determiné la
presencia de genes asociados a bacteriéfagos en sobrenadantes recuperados y filtrados de cepas inducidas con
mitomicina C. Los genes analizados y el tamafio de sus amplicones fueron: stx2 (325 pb), tail (189 pb),
terminase (178 pb), capsid (300 pb) y holin (344 pb).

Sobrenadante de stx2 tail terminase capsid holin
las cepas E. coli 325 pb 189 pb 178 pb 300 pb 344 pb
PGV inducidas con

Mitomicina

26B-Coy 6 + + + + +
Coy 3-19 + + + + +
Meph 15-8 - + + + +
B16(1)32 + + + + +
B26(2)3 - + + + +
B26(6)6 - + + + +
B26(6)31 - + n n n
B2-31(2)33 + + + + +
B2-31(2)36 + + + + +

Secuenciacion y analisis genémico del sobrenadante de la cepa 26B-Coy 6 inducida
con mitomicina C

Una vez confirmada la presencia de bacteriofagos en el sobrenadante mediante la
amplificacién de genes asociados a estos (Cuadro 5), se realiz6 una secuenciacion con el
objetivo de corroborar la induccion y liberaciéon de bacteriéfagos que podrian portar el gen
Stx2 en su genoma, ademas de evaluar la presencia de genes asociados a proteinas de
bacteriéfagos, evaluar la presencia de distintos bacteriéfagos y conocer sus caracteristicas
genéticas.

Se selecciond una cepa de E. coli PGV en la cual se observé la induccién de bacteriéfagos,
lisis completa tras el tratamiento con mitomicina C, con presencia de stx2 y que no hubiese
sido aislada de rumiantes, pero compartiera genes de virulencia relacionados a cepas STEC
(stx1 y stx2) aisladas de rumiantes. La cepa que cumplid con estos criterios fue la cepa
26B-Coy 6, aislada de un carnivoro, cuyo genoma contiene los genes stx1 y stx2, lo que
permite clasificarla como una cepa STEC.

La cepa 26B-Coy 6 fue cultivada nuevamente en caldo LB e inducida con mitomicina C tras
dos horas de crecimiento. Una vez observado el fenédmeno de reduccion de su densidad
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poblacional que asociamos a la lisis bacteriana, se recuperaron los bacteriéfagos presentes
en el sobrenadante, se extrajo el ADN, recuperando 20 uL con una concentracion de 4
ng/uL, posteriormente se envid para su secuenciacion.

Se obtuvo un total de 22,552,172 lecturas, las secuencias obtenidas presentaron una
longitud de lectura de 149 pb, con valores de calidad superiores entre Q20 y Q30 (Archivos
adjuntos Fastqc_no_procesada y Fastgc_limpieza), asi como un contenido de GC de 49, los
porcentajes de deduplicado estuvieron entre un 11% al 13% (Cuadro 6).

Posteriormente se realizé un depurado de las secuencias, obteniendo un total de 8,521,641
secuencias Con calidades superiores a Q30, porcentajes de GC de 50, Longitudes
promedios de secuencia entre 142.87pb y 143.69pb y porcentajes de secuencias
deduplicadas entre 8.02% y 8.22% (Cuadro 6). Una vez depuradas las secuencias,
evaluamos el porcentaje de contaminacién bacteriana con ViromeQC v1.0.2, nuestro
resultado fue 0.24%, el cual es menor a lo permitido de 1% para la evaluacién de muestras
virales (Zolfo et al., 2019). Por lo cual realizamos el procesamiento y andlisis de datos de
secuencias de bacteriéfagos.

Cuadro 6. Parametros de calidad de la secuenciacién de la cepa 26B-Coy 6 obtenida mediante plataforma
lllumina NextSeq 500. Se presentan las métricas de calidad antes y después del proceso de depuracién de
lecturas, incluyendo ndmero total de secuencias, secuencias de baja calidad, longitud de secuencia, contenido
de GC, porcentaje de secuencias deduplicadas y longitud promedio de lectura para archivos paired-end (R1y
R2). El analisis de calidad previo al depurado se realizd6 con FastQC v0.12.0, mientras que el filtrado y
procesamiento de las lecturas se llevaron a cabo con bbmap v39.81 y Trimmomatic v0.36.

Secuencias antes de depurara

Secuencias % Longitud

Nombre de  Total de de baja Longitud de Deduplicado promedio de

archivo = secuencias calidad secuencia %GC total secuencia
26_B
Coy _6_S1_
R1 001.fas
tg.0z 22552172 0 149 49 11.84 149
26 B
Coy 6 _S1_
R2_001.fas
tg.9z 22552172 0 149 49 13.53 149

Secuencias posterior al depurado
Secuencias % Longitud

Nombre de  Total de de baja Longitud de Deduplicado promedio de

archivo  secuencias calidad secuencia %GC total secuencia
26 B Coy_
6_S1 R1_
001.fastg.g
z 8521641 0 120-149 50 8.019949171 143.69
26 B Coy_
6_S1 R2_
001.fastq.g
z 8521641 0 120-149 50 8.218881076 142.87
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Las secuencias depuradas fueron ensambladas y se obtuvo un total de 17,199 secuencias
contiguas (contigs), con valores de N50 de 4,474 y L50 de 254, indicando el tamafio de la
secuencia contigua mas corta y el nimero de secuencias contiguas necesarias para cubrir
el 50% de la longitud total, respectivamente. Ademas, presentan una exhaustividad de 0.99
(el 99 % de las secuencias estan representadas en el ensamblaje), una redundancia de
1.092 (bases representadas en el genoma) y la presencia de 103 marcadores en las
secuencias contiguas (Cuadro 7).

Las métricas de este ensamblaje indican que las secuencias ensambladas son de buena
calidad y la existencia de variabilidad genética entre ellas (Cuadro 7) (Wang, 2020).

Cuadro 7. Métricas del ensamblaje generado con metaSPAdes a partir de las secuencias obtenidas tras
la induccién de bacteriéfagos en la cepa E. coli 26B-Coy 6. Se presentan los parametros de calidad del
ensamblaje, incluyendo longitud total, contenido de GC, nimero de marcadores presentes, exhaustividad,
redundancia, nUmero de secuencias contiguas (contigs), asi como los valores de N50 y L50. El ensamblaje se
realiz6 utilizando los parametros predeterminados del programa metaSPAdes.

Nombre Contenido
del de Marcadores Secuencias
archivo Largo GC Presentes Exhaustividad Redundancia contiguas N50 L50

26_B_Coy6
_metaespa
des_scaffol
ds_1 5,204,031 49.17 103 0.9905 1.092 17,199 4,774 254

Una vez aplicados los filtros de calidad, se realiz6 la blisqueda de genes asociados a
bacteriéfagos utilizando un indice especifico de proteinas de bacteriéfagos generado en
ABRicate (Cuadro 8). Se identificaron inicialmente 660 genes asociados a bacteriofagos.
Tras un proceso de depuracién, se seleccionaron Unicamente aquellos genes con valores
de cobertura y similitud superiores al 50% y con una funcién descrita, debido a la alta
diversidad genética que pueden presentar estas secuencias (Yang et al., 2025). En total, se
detectaron 177 genes codificantes de proteinas asociadas a bacteriéfagos. De estos, 9
genes se encontraban en un rango de cobertura de 50-59%, 12 genes en un rango de 60—
69%, 13 genes en un rango de 70-79%, 11 genes en un rango de 80—-89% y 132 genes en
un rango de 90-100% de cobertura (Cuadro 8).

Cuadro 8. Genes asociados a proteinas de bacteriéfagos detectados en el sobrenadante de la cepa E.
coli PGV 26B-Coy 6 tras la induccion con mitomicina C. La identificacién se realizé con ABRicate
GPLv2 utilizando la base de datos “proteinafagos”. Se reportan genes con cobertura =50% vy
similitud =50%, correspondientes a proteinas estructurales, de lisis-lisogenia y asociadas a
defensa bacteriana.

Muestra Cobertura Similitud Genes que codifican para proteinas de fagos
26-B Coy 6 100 98.53 | DNA-packaging protein

26-B Coy 6 100 93.16 | lysis protein

26-B Coy 6 100 100 | bacteriocin

26-B Coy 6 100 100 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 100 99.7 | LPD5 domain-containing protein

26-B Coy 6 100 99.89 | DUF551 domain-containing protein
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26-B Coy 6 100 100 | ead/Ea22-like family protein

26-B Coy 6 100 100 | DUF4752 family protein

26-B Coy 6 100 100 | TraR/DksA family transcriptional regulator

26-B Coy 6 100 100 | antirepressor Ant

26-B Coy 6 100 99.65 | antA/AntB antirepressor family protein

26-B Coy 6 100 100 | site-specific integrase

26-B Coy 6 100 100 | DUF4222 domain-containing protein

26-B Coy 6 100 100 | YgaJ viral recombinase family protein

26-B Coy 6 100 99.75 | recombination protein Bet

26-B Coy 6 100 99.66 | host-nuclease inhibitor Gam family protein

26-B Coy 6 100 98.83 | exodeoxyribonuclease VIII

26-B Coy 6 100 98.45 | hypothetical protein

26-B Coy 6 100 98.2 | cell division protein FtsZ

26-B Coy 6 100 100 | antitermination protein N

26-B Coy 6 100 100 | helix-turn-helix transcriptional regulator

26-B Coy 6 100 99.19 | ATP-binding protein

26-B Coy 6 100 99.35 | DUF1627 domain-containing protein

26-B Coy 6 100 100 | DUF977 family protein

26-B Coy 6 100 98.67 | DUF4145 domain-containing protein

26-B Coy 6 100 97.56 | hypothetical protein

26-B Coy 6 100 98.38 | helix-turn-helix transcriptional regulator

26-B Coy 6 100 99.62 | type Il toxin-antitoxin system RelE/ParE
family toxin

26-B Coy 6 100 99.32 | antirepressor antB

26-B Coy 6 100 100 | ORF6N domain-containing protein

26-B Coy 6 100 100 | recombination protein NinB

26-B Coy 6 100 100 | DUF1364 domain-containing protein

26-B Coy 6 100 99.72 | RusA family crossover junction

endodeoxyribonuclease
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26-B Coy 6 100 100 | protein ninH

26-B Coy 6 100 97.9 | antitermination protein Q

26-B Coy 6 100 100 | Shiga toxin Stx1 subunit A

26-B Coy 6 100 100 | Shiga toxin Stx1la subunit B

26-B Coy 6 100 99.23 | SASA family carbohydrate esterase

26-B Coy 6 100 98.97 | lysis protein holin

26-B Coy 6 100 99.25 | lysozyme

26-B Coy 6 100 100 | putative antirepressor protein

26-B Coy 6 100 100 | lysis protein

26-B Coy 6 100 100 | Rha family transcriptional regulator

26-B Coy 6 100 100 | terminase

26-B Coy 6 100 99.65 | terminase

26-B Coy 6 100 99.67 | portal protein

26-B Coy 6 100 99.5 | hypothetical protein

26-B Coy 6 100 98.03 | N4-gp56 family major capsid protein

26-B Coy 6 100 100 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 100 99.02 | helix-turn-helix domain-containing protein

26-B Coy 6 100 99.04 | ash family protein

26-B Coy 6 100 99.64 | hypothetical protein

26-B Coy 6 100 95.26 | LexA family transcriptional regulator

26-B Coy 6 100 98.42 | DUF2303 family protein

26-B Coy 6 100 95.72 | 5'-deoxynucleotidase

26-B Coy 6 100 95.98 | Dinl-like family protein

26-B Coy 6 100 87.5 [ Ail/Lom family outer membrane
beta-barrel protein

26-B Coy 6 100 96.73 | tail assembly protein

26-B Coy 6 100 93.95 | C40 family peptidase

26-B Coy 6 100 96.28 | minor tail protein L

26-B Coy 6 100 93.03 | tail protein
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26-B Coy 6 100 98.16 | tail assembly protein T

26-B Coy 6 100 95.98 | tail protein

26-B Coy 6 100 96.49 | minor tail U family protein

26-B Coy 6 100 97.75 | tail protein

26-B Coy 6 100 98.05 | terminase small subunit

26-B Coy 6 100 94.78 | lysozyme RrrD

26-B Coy 6 100 98.26 | Bor protein precursor

26-B Coy 6 100 99.54 | excisionase

26-B Coy 6 100 98.32 | tyrosine-type recombinase/integrase

26-B Coy 6 100 90.36 | GtrA family protein

26-B Coy 6 100 96.41 | YmfQ family protein

26-B Coy 6 100 98.21 | baseplate J/gp47 family protein

26-B Coy 6 100 99.3 | GP46 family protein

26-B Coy 6 100 98.54 | baseplate assembly protein V

26-B Coy 6 100 98.33 | baseplate protein

26-B Coy 6 100 98.33 | DNA circularization N-terminal domain-containing
protein

26-B Coy 6 100 98.8 | tail tape measure protein

26-B Coy 6 100 99.07 | tail assembly protein

26-B Coy 6 100 96.64 | tail tube protein

26-B Coy 6 100 98 | tail sheath subtilisin-like
domain-containing protein

26-B Coy 6 100 98.83 | DUF2635 domain-containing protein

26-B Coy 6 100 96.84 | head closure protein

26-B Coy 6 100 99.38 | head-tail connector protein

26-B Coy 6 100 98.01 | hypothetical protein

26-B Coy 6 100 98.76 | major capsid protein

26-B Coy 6 100 99.85 | HK97 family prohead protease

26-B Coy 6 100 98.47 | portal protein
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26-B Coy 6 100 97.27 | putative integral membrane protein

26-B Coy 6 100 97.12 | terminase large subunit

26-B Coy 6 100 98.79 | terminase small subunit P27 family

26-B Coy 6 100 91.45 | HNH endonuclease

26-B Coy 6 100 89.82 | DUF2570 domain-containing protein
26-B Coy 6 100 93.5 | glycoside hydrolase family protein

26-B Coy 6 100 95.11 | holin lambda family

26-B Coy 6 100 99.26 | helix-turn-helix domain-containing protein
26-B Coy 6 100 97.28 | protein YmfL

26-B Coy 6 100 98.08 | helix-turn-helix transcriptional regulator
26-B Coy 6 100 99.42 | helix-turn-helix domain-containing protein
26-B Coy 6 100 98.89 | Shiga toxin Stx2c subunit B

26-B Coy 6 100 99.02 | KilA-N domain-containing protein

26-B Coy 6 100 99.39 | LexA family transcriptional regulator
26-B Coy 6 100 97.4 | N-6-adenine-methyltransferase

26-B Coy 6 100 87.64 | lysozyme

26-B Coy 6 100 96.55 | antitermination protein

26-B Coy 6 99.88 96.37 | tail tape measure protein

26-B Coy 6 99.81 98.69 | putative envelope protein

26-B Coy 6 99.78 97.4 | proendopeptidase RzpD

26-B Coy 6 99.7 77.95 | tail protein

26-B Coy 6 99.54 93.15 | DUF4014 family protein

26-B Coy 6 99.5 99.5 | helix-turn-helix domain-containing protein
26-B Coy 6 99.45 99.17 | DNA-binding protein

26-B Coy 6 99.45 91.21 | HNH endonuclease

26-B Coy 6 99.29 96.43 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 99.23 76.54 | glycosyltransferase family 2 protein

26-B Coy 6 98.75 89.98 | phosphoadenosine

phosphosulfate reductase family protein
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26-B Coy 6 98.35 76.58 | minor tail protein G

26-B Coy 6 98.29 93.04 | hypothetical protein

26-B Coy 6 98.25 88.39 | replication initiation protein

26-B Coy 6 97.87 94.33 | minor tail protein G

26-B Coy 6 97.62 97.05 | KilA-N domain-containing protein

26-B Coy 6 97.55 99.06 | head-tail connector protein

26-B Coy 6 97.16 86.86 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 96.92 86.98 | hypothetical protein

26-B Coy 6 96.78 80.53 | tail protein

26-B Coy 6 96.71 82.21 | type | toxin-antitoxin system Hok family toxin

26-B Coy 6 96.4 87.38 | NinE protein

26-B Coy 6 96.32 98.3 | PerC family transcriptional regulator

26-B Coy 6 95.38 98.39 | Rus A family crossover juntion
endodeoxyribonuclease

26-B Coy 6 93.88 98.08 | DUF968 domain-containing protein

26-B Coy 6 91.75 78.75 | site-specific integrase

26-B Coy 6 90.38 97.53 | HK97 gp10 family protein

26-B Coy 6 89.99 98.16 | DUF1983 domain-containing protein

26-B Coy 6 89.43 92.27 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 874 80.18 | antitermination protein Q

26-B Coy 6 87.23 96.75 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 83.15 93.53 | porin

26-B Coy 6 81.96 97.61 | excisionase family protein

26-B Coy 6 81.72 86.4 | porin

26-B Coy 6 81.09 100 | truncated transposase

26-B Coy 6 80.8 99.01 | tail assembly chaperone

26-B Coy 6 80.14 94.69 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 80 88.89 | YdfR family protein

26-B Coy 6 79.95 80.62 | helix-turn-helix domain-containing protein
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26-B Coy 6 78.82 98.48 | terminase large subunit family protein
26-B Coy 6 78.01 96.36 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 77.21 98.16 | head closure protein

26-B Coy 6 76.81 95.6 | gpW family protein

26-B Coy 6 74.47 91.43 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 74.47 90.48 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 73.74 98.17 | ClI protein

26-B Coy 6 73.46 94.36 | host specificity protein J

26-B Coy 6 72.34 95.1 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 72.34 94.12 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 70.92 95 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 70.92 99 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 69.5 92.86 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 69.48 89.86 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 69.33 99.79 | LexA family transcriptional repressor
26-B Coy 6 68.57 76.18 | site-specific DNA-methyltransferase
26-B Coy 6 68.09 98.96 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 65.96 90.32 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 63.83 98.89 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 62.91 89.55 | type | toxin-antitoxin system Hok family toxin
26-B Coy 6 62.7 94.94 | bacteriocin

26-B Coy 6 61.84 85.82 | DUF3950 domain-containing protein
26-B Coy 6 60.11 97.27 | putative integral membrane protein
26-B Coy 6 60.04 93.64 | 1S3 family transposase

26-B Coy 6 59.57 89.29 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 58.87 86.75 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 58.16 90.24 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 57.45 97.53 | Hok/Gef family protein
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26-B Coy 6 56.58 94.86 | tail fiber assembly protein

26-B Coy 6 56.23 99.48 | DUF3168 domain-containing protein
26-B Coy 6 54.61 88.31 | Hok/Gef family protein

26-B Coy 6 53.12 87.5 | C40 family peptidase

26-B Coy 6 50.28 76.34 | head-tail joining protein

Ademds, se realizé la identificacion de las funciones de los genes. Entre los genes
asociados a bacteri6fagos detectados en las secuencias recuperadas del sobrenadante
inducido con mitomicina C, se identificaron genes relacionados con los sistemas de lisis-
lisogenia, como bacteriocinas, el represor Cl, holinas y lisozimas; factores de virulencia
como stx1, stx2, eae, componentes del sistema de secrecion tipo Il (SST3) y sistemas
toxina-antitoxina; asi como genes que codifican para proteinas estructurales
correspondientes a proteinas de tallo, cola, capside, terminasa, conector de cabeza e
integrasas (Cuadro 8). Ademas, se observa que algunos de estos genes se reportan de
forma mdltiple, con diferentes coberturas y distintas similitudes de secuencia con respecto a
las reportadas en GenBank, como es el caso de genes que codifican para proteinas
Hok/Gef, proteina portal, proteina conectora tallo-cabeza, bactericida, proteina G de cola
menor y el antirrepresor Ant, entre otras (Cuadro 8).

Estos resultados indican que la cepa de E. coli PGV 26B-Coy 6, tratada con mitomicina C,
es capaz de liberar bacteriéfagos, lo que se asocia con la disminucién de la densidad
bacteriana observada (Cuadro 3, Cuadro 4, Figura 1). Asimismo, la presencia de multiples
copias de distintos genes codificantes de proteinas podria indicar la presencia de distintos
bacteriéfagos en la cepa de E. coli PGV 26B-Coy 6, por lo que se realiz6 la busqueda de
diferentes especies de bacteriéfagos en las secuencias obtenidas de la secuenciacion del
sobrenadante inducido con mitomicina C.

En los contigs ensamblados se realizé la busqueda de especies de bacteriéfagos presentes
en la cepa E. coli PGV 26B-Coy 6. En total se detectaron 24 especies de bacteri6fagos con
distintas abundancias en las lecturas mapeadas por FastViromeExplorer v1.2 en las
secuencias pareadas, previamente depuradas, recuperados de la cepa E. coli PGV 26B-
Coy 6, sin embargo se realiz6 una depuracién, seleccionando aquellas especies de
bacteri6fagos cuyas abundancias sean superiores al 1%, esto debido a que
FastViromeExplorer v1.2 realiza un mapeo corto de coincidencia de k-mer de 31 pb,
teniendo un total de 7 especies de bacteri6fagos (Cuadro 9).

Cuadro 9. Analisis de la presencia de bacteriéfagos presentes en el sobrenadante de la cepa de E. coli
26B-Coy 6 inducida con mitomicina C. La identificacién de especies se realizd con
FastViromeExplorer v1.2 utilizando la base de datos “ncbi-viruses-list.txt”. Se reportan siete
especies de bacteriéfagos con abundancias relativas =1%.

Muestra Orden Familia Género Especie Abundancia Abupdancia
estimada de [relativa en
lecturas porcentajes
mapeadas

Shigella virus

26-B Coy 6 | Caudovirales | Podoviridae | TI2011virus VASD 6733530 52.25%
Shigella virus

26-B Coy 6 | Caudovirales | Podoviridae Pocjvirus POCJ13 3169930 24.59%
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Shigella virus

26-B Coy 6 | Caudovirales | Podoviridae Pocjvirus 7502Stx 1185870 9.20%
Escherichia
26-B Coy 6 | Caudovirales | Podoviridae | TI2011virus virus PA2 522074 4.05%
Shigella phage
26-B Coy 6 | Caudovirales Myoviridae Unclassified Sfiv 269048 2.09%
Enterobacteria
26-B Coy 6 | Caudovirales | Siphoviridae | Lambdavirus | phage HK630 182127 1.41%
Escherichia
26-B Coy 6 | Caudovirales | Podoviridae | Unclassified |phage P13374 167067 1.29%

Algunas de las especies de bacteriofagos mapeados en las secuencias contiguas
recuperadas de los bacteriéfagos inducidos de la cepa de E. coli PGV 26B-Coy 6 fueron
Shigella virus VASD, con una abundancia relativas de 52.25%; Shigella virus POCJ13, con
24.59% de abundancia relativa; Shigella virus 7502Stx, con 9.20 de abundancia relativa;
Escherichia virus PA2, con 4.05% de abundancia relativa; y Shigella phage SflV, con 2.09%
de abundancia relativa, entre otros (Cuadro 7).

De estos bacteriéfagos se encuentran representadas 3 familias Podoviridae, Myoviridae y
Siphoviridae (actualmente ya no existentes), sugiriendo la presencia de distintos
bacteriofagos en la cepa de E. coli PGV 26B-Coy 6 (Cuadro 7).

Los bacteri6fagos identificados en los distintos contigs se encuentran asociados
principalmente a enterobacterias, ademas se asocian a bacteriéfagos portadores de stx’s, lo
que indicaria que los bacteriofagos inducidos con mitomicina C en la cepa E. coli PGV 26B-
Coy 6 podrian presentan la capacidad potencial de infectar cepas de E. coli u otras
enterobacterias.

Para descartar que las abundancias de lecturas mapeadas fuesen resultado de una
subrepresentacion en el mapeo de secuencias compartidas, se alineé el NODO_1, debido a
gue fue la secuencia contigua mas larga ensamblada, con una longitud de 61,313 pb, contra
las bases de datos de GenBank. El resultado mostré que el NODO_1 coincide con 3 de las
7 especies de bacteriéfagos reportadas con FastViromeExplorer v1.2 (Cuadro 10).

De las especies de bacteridfagos alineadas, las que presentan mayor porcentaje de
cobertura y similitud son el bacteriéfago Shigella phage POCJ13, con una cobertura del
94% y una similitud del 97.26%, y el bacteriéfago Shigella phage 7502 Stx, con el 91% de
cobertura y una similitud del 98.92% (Cuadro 9).

Este resultado muestra que, dentro de las secuencias ensambladas, existen secuencias
correspondientes a distintos bacteriéfagos y que la secuencia contigua mas larga no
alcanza a cubrir toda la diversidad de especies, ademés de evidenciar la presencia de
distintas familias de bacteriéfagos, lo que sugiere la liberacion de mdultiples bacteriéfagos
(Cuadro 9).

Cuadro 10. Secuencia contigua NODE_1_length_61313_cov_24766.654729 alineada contra genomas de
referencia del GenBank. Se presentan los mejores alineamientos obtenidos mediante BLAST, incluyendo
puntuacién maxima, puntuacion total, porcentaje de cobertura, valor E, porcentaje de identidad y longitud de
alineamiento. Se reportan Unicamente secuencias correspondientes a bacteriéfagos seleccionadas tras el
filtrado de resultados.

Porcentaje Porcentaje
Secuenciade Secuencia Puntuaciébn Puntuacion de de
referencia contigua maxima total cobertura E value identidad  Longitud
NC_029120.1 NODO_1 39803 96310 91% 0.0 98.92% 60875

72



Shigella phage

7502 Stx,

complete largo 61313
genome pb
FJ188381.1

Stx2-converting
phage 1717, NODO _1

complete largo 61313

genome pb 3788 10667 12% 0.0 92.86% 62147
NC_025434.1

Shigella phage

POCJ13, NODO_1

complete largo 61313

genome pb 64840 99476 94% 0.0 97.26% 62699
PV189406.1

Escherichia

phage

vB_EcoP_phi36 NODO _1
7, complete largo 61313

genome pb 19139 50191 54% 0.0 96.27% 58966
NC_028685.1

Shigella phage

Ss-VASD, NODO_1

complete largo 61313

genome pb 19075 61535 59% 0.0 96.20% 62851
NC_049920.1

Stx1 converting NODE_1_le
phage AU5 ngth_61313
Stx1, complete _cov_24766
genome .654729 18995 58913 60% 0.0 96.07% 58371

Estos resultados indican que la mitomicina C fue capaz de inducir, en la cepa E. coli PGV
26B-Coy 6, bacteriéfagos asociados a la movilizacion de genes de shigatoxinas, esto
sugiere que los bacteri6fagos presentes en esta cepa podrian participar en eventos de
transferencia horizontal de genes mediante los ciclos de lisis-lisogenia. Por lo cual nos
cuestionamos si los eventos de induccién de bacteriéfagos en ambientes naturales, que
favorecen la generacion de nuevas variantes de cepas E. coli PGV con potencial capacidad
patogénica, estarian asociados al contacto con componentes presentes en los
microambientes gastrointestinales, como podria ser el liquido ruminal, lo cual podria explicar
la generacién de variantes patégenas en rumiantes. Para lo cual nosotros evaluamos la
induccién de bacteriéfagos de las cepas de E. coli PGV 26B-Coy 6 con liquido ruminal.

Induccién de la cepa E. coli PGV 26-B Coy 6 con liquido ruminal

La cepa E. coli PGV 26-B Coy 6, donde se evaluo la presencia de distintos genes asociados
a diferentes especies de bacteriéfagos (Cuadro 7) mediante su induccién con mitomicina C,
(Cuadro 8, Cuadro 9), fue desafiada con tres concentraciones de liquido ruminal (LB,
LR100%, LRN100%, LRN75%, LRN50% y mitomicina C), con la finalidad de evaluar y
analizar su cinética de crecimiento y la capacidad del liquido ruminal para inducir
bacteriéfagos, respectivamente.
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La cepa E. coli PGV 26-B Coy 6, expuesta a diferentes condiciones, mostré a partir de las 2
horas, patrones de crecimiento diferenciados (n=3, p < 0.05), en comparaciéon con la cepa
control cultivada en caldo LB y con la cepa tratada con mitomicina C. A las 2 horas, las
medias de ODsoo fueron para: LB, 0.448 + 0.034; tratamiento con mitomicina C, 0.212 +
0.070; LR100%, 0.119 + 0.035; LRN50%, 0.393 + 0.021, LRN75%, 0.256 + 0.010 y
LRN100%, 0.132 + 0.014. En este tiempo, se observaron diferencias significativas entre
LR100% y LB (p = 0.0003), LRN75% y LB (p = 0.0007), LRN100% y LB (p = 0.0001) y
LRN50% y mitomicina C (p = 0.0129) (Figura 2).

Cinética de crecimiento bajo distintas concentraciones de liquido ruminal

kK Tratamientos
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Figura 2. Curvas de crecimiento de la cepa E. coli PGV 26-B Coy 6 bajo distintas condiciones de liquido
ruminal. Se evalud la densidad 6ptica (ODsoo) de la cepa expuesta a liquido ruminal al 100% (LR100), 50%
(LR50), 75% (LR75) y liquido ruminal nutritivo al 100% (LRN100). Como controles se utilizaron caldo Luria-
Bertani (LB) y LB con mitomicina C (LB+mitomicina). En todos los tratamientos, el pH del medio se ajust6 a 7.02.
Los datos se presentan como la media = DS de tres réplicas independientes (n = 3). El andlisis de varianza
(ANOVA de una via) y prueba de t student, reveld diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
en todos los tiempos evaluados (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs LB).

A las 4 horas, los tratamientos LR100% (p = 0.0001) y LRN75% (p = 0.0004) presentaron
diferencias significativas con respecto a LB. Asimismo, todos los tratamientos evaluados
mostraron diferencias significativas en comparacion con mitomicina C (p < 0.0004). A las 6
horas, se observaron diferencias significativas entre LR100% y LB (p = 0.0002), LRN75% y
LB (p = 0.0011), LRN50% y LB (p = 0.0017) y LRN100% y LB (p = 0.0001). De igual forma,
los tratamientos LRN50%, LRN75% y LRN100% mostraron diferencias significativas
respecto al tratamiento con mitomicina C (p < 0.0021). A las 8 horas, todos los tratamientos
evaluados presentaron diferencias significativas en comparaciéon con LB (p < 0.0055), asi
como con el tratamiento con mitomicina C (p < 0.0006). Finalmente, a las 24 horas, todos
los tratamientos mostraron diferencias estadisticamente significativas respecto a ambos
controles (LB y mitomicina C) (p = 0.0001) (Figura 2).

Las condiciones LRN75% y LRN50% mostraron patrones de crecimiento similares entre si,
particularmente a las 6 y 8 horas de incubacion, sin ser estadisticamente diferentes entre si
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(p > 0.05) (Figura 2). Sin embargo, a las 24 horas se observo una diferencia significativa (p
< 0.01) entre ambos tratamientos (Figura 2).

La cepa tratada con LRN100% mostré una disminucion en el crecimiento bacteriano en
comparacion con el control LB (p < 0.01), pero un crecimiento significativamente mayor que
el observado en la cepa tratada con mitomicina C (p < 0.01). Este comportamiento sugiere
un efecto inhibitorio parcial o una posible lisis incompleta asociada al liquido ruminal
nutritivo.

Por su parte, el tratamiento con liquido ruminal sin suplementacion (LR100%) present6é una
limitacion marcada del crecimiento desde las 2 horas postinduccién, con un patrén similar al
observado en la cepa tratada con mitomicina C, aunque con diferencias estadisticamente
significativas entre ambos tratamientos (p < 0.001).

En conjunto, los resultados indican que el crecimiento de la cepa E. coli PGV 26B-Coy 6
disminuye a diferentes concentraciones de liquido ruminal, en comparacion con el control,
sin generar un declive total del crecimiento (Figura 2).

Mediante un andlisis de regresion lineal se evalué si la disminucién en la densidad
bacteriana durante la cinética de crecimiento de 24 horas se encontraba asociada con las
diferentes concentraciones de liquido ruminal empleadas en los ensayos de induccién
(Figura 3). Los resultados mostraron que el modelo present6 un ajuste (R2 = 0.802) y que la
concentracion de liquido ruminal (p < 0.001) tuvo un efecto estadisticamente significativo
sobre la densidad bacteriana. En particular, la concentracion mostré6 una asociacion
negativa con la absorbancia, lo que indica que a mayor concentracion de liquido ruminal se
observa una mayor disminucion en la densidad bacteriana a lo largo del tiempo (Figura 3).

Regresion lineal

@ Datos LRN !
1.4 { —— Regresion LRN e
@ Datos LRN75 ®
1.2 41 —— Regresion LRN75 @
@ Datos LRN50 .

1.0 4 —— Regresion LRN50

0.8

Absorbancia

0.6

0.4

0.2 +

0.0 +

T T

2 4 6 8 10 24
Tiempo
Figura 3. Regresion lineal multiple de las absorbancias de la cepa E. coli PGV 26-B Coy 6 inducida con
liquido ruminal (LRN, LRN75 y LRN50). Los puntos representan los valores experimentales y las lineas los
ajustes lineales correspondientes en funcion del tiempo. Los experimentos se realizaron por triplicado (n=3). Las
concentraciones de liquido ruminal fueron: liquido ruminal nutritivo 100% (LRN), liquido ruminal nutritivo 75%

-
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(LRN75) y liquido ruminal nutritivo 50% (LRN50). Se observd un efecto significativo de la concentracién de
liquido ruminal sobre la absorbancia (R2 = 0.802, p < 0.001).

Este comportamiento sugiere un efecto dependiente de la concentracion de liquido ruminal,
incluso en condiciones de suplementacién con nutrientes (Figura 3). Dicho efecto podria
atribuirse a la presencia de componentes solubles en el liquido ruminal que limitan el
crecimiento bacteriano o0 a la posible induccién parcial de bacteriéfagos, los cuales
restringen la proliferacion bacteriana sin provocar una lisis completa, a diferencia de lo
observado con la mitomicina C (Figura 2). Se evallo la presencia de bacteri6fagos en el
sobrenadante como una posible causa de la disminucion de la densidad bacteriana en la
cinética de crecimiento.

Presencia de genes asociados a bacteriéfagos por PCR punto final

A partir de los desafios de induccion realizados con distintas concentraciones de liquido
ruminal y con mitomicina C, se extrajo ADN tanto del pellet bacteriano como del
sobrenadante. Se evalué la presencia de los genes stx2, tail, terminase, capsid y holin,
asociados a bacteriéfagos, mediante PCR punto final. Los cinco genes se detectaron tanto
en el pellet bacteriano como en el sobrenadante en todas las condiciones de induccion
evaluadas con liquido ruminal. Asimismo, estos genes también fueron detectados en los
controles de la induccién de caldo LB y caldo LB con mitomicina C (Cuadro 10).

La deteccion de genes asociados a bacteriéfagos en el sobrenadante filtrados, previamente
tratados con DNasa y RNasa antes de la extraccién de ADN, podria sugerir la presencia de
material genético contenido en una capside lo que podria deberse a la liberacion de
particulas fagicas, inducidas con liquido ruminal. Sin embargo, debido a la presencia de
estos genes en el control LB, fue necesario realizar una cuantificacion de copias genémicas
totales mediante PCR en tiempo real (QPCR), con el objetivo de determinar si existen
diferencias cuantitativas en la induccion de genes asociados a bacteriéfagos entre las
distintas condiciones evaluadas, tanto en el pellet bacteriano como en el sobrenadante.

Cuadro 10. Deteccion de genes asociados a bacteri6fagos en pellet bacteriano y sobrenadantes
obtenidos tras las inducciones con liquido ruminal nutritivo (LRN), caldo LB y mitomicina C. Se realiz6 la
deteccién por PCR punto final de los genes stx2 325pb, tail 189pb, terminase 344pb, capsid 300pb y holin
178pb, los cuales se asocian a bacteriéfagos. La deteccidn se realiz6 tanto en el pellet bacteriano como en los
sobrenadantes, de los ensayos de induccién (n=3). Se evaluaron las distintas concentraciones de LRN (100%,
50% y 25%), asi como los controles de crecimiento en caldo LB y la induccion con mitomicina C. p* (pellet
bacteriano), s* (sobrenadante), D* (detectado) y ND* (no detectado)

genes Stx-2 tail terminase capsid holin

Tratamientos | p* s* p* Ss* p* S* p* S* p* S*
/ origen

LB control D D D D D D D D D D
positivo

MitomicinaC D D D D D D D D D D
control
positivo

LRN100 D D D D D D D D D D
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LRN75 D D D D D D D D D D

LRN50 D D D D D D D D D D

Cuantificaciéon de genes asociados a bacteriéfagos (stx2 y tail) por PCR en tiempo
real (QPCR)

Debido a la presencia de genes asociados a bacteriéfagos en el pellet bacteriano y en el
sobrenadante de la cepa Escherichia coli PGV 26B-Coy 6, se evaluaron el niumero de
copias gendmicas en el pellet bacteriano entre los tratamientos LRN100, LRN75 y LRN50,
asi como las variaciones en el numero de copias de dichos genes en el sobrenadante bajo
las mismas condiciones. Esto con la finalidad de determinar el nimero de copias genémicas
de profagos en el pellet bacteriano y de bacteriéfagos en el sobrenadante, y establecer un
posible incremento en la replicacion de genes asociados con bacteriéfagos, como resultado
de la induccién.

En el pellet bacteriano, la cuantificacion relativa se realiz6 mediante el método de 244
(Starocik, 2004), con el objetivo de determinar el incremento relativo en el nUmero de copias
gendmicas de los genes tail y stx1, utilizando como referencia el gen de copia Unica dxs
(Plotka et al., 2017).

Los resultados mostraron que la induccion con los distintos tratamientos generé un
incremento relativo en el nimero de copias de tail y stx1 en comparacion con el control
(Tabla 11). Para el gen tail, los mayores incrementos se observaron en los tratamientos
LRN50 y LRN75, con valores de 1330 y 1750 copias relativas, respectivamente, seguidos
del control con mitomicina, que presentd un incremento de 850 copias. En contraste, el
tratamiento LRN100 mostr6 el menor nimero relativo de copias para este gen (Tabla 11).

Tabla 11. Cuantificacién relativa de los genes tail y stx1 en el pellet bacteriano de E. coli 26B-Coy 6
mediante RT-gPCR. Los valores se expresan como ACt (X, n=3), AACt e incremento relativo de copias (2"-
AACt), utilizando dxs como gen de referencia. Se evaluaron los tratamientos control, mitomicina C y liquido
ruminal (LRN50, LRN75 y LRN100), con tres réplicas biolégicas por condicién.

Tratamiento ACt (X), n=3 AACt Incremento relativo de copias (24
Control (tail) 20.43 0 1
Mitomicina (tail) 10.7 -9.73 850
LRN5O0 (tail) 10.05 -10.38 1330
LRNT75 (tail) 9.65 -10.78 1750
LRN100 (tail) 12.39 -8.04 260
Control (stx1) 34.29 0 1
Mitomicina (stx1) 26.71 -7.58 190
LRN50 (stx1) 28.63 -5.66 50
LRN75 (stx1) 25.98 -8.31 310
LRN100 (stx1) 21.56 -12.73 7000
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En el caso del gen stx1, se observé el mayor incremento relativo en el tratamiento LRN100,
con 7000 copias, seguido de LRN75 y LRN50, con incrementos de 310 y 50 copias
relativas, respectivamente. Por su parte, el tratamiento con mitomicina presentd un
incremento relativo de 190 copias (Tabla 11).

Una vez observados los cambios en el incremento relativo del ndmero de copias
gendmicas, y con el fin de establecer una asociacién con la induccién de bacteriéfagos
hacia el medio, se realiz6 una cuantificacion absoluta de genes asociados con
bacteriéfagos, en este caso tail y stx1. Esto con la finalidad de determinar la liberacion de
bacteriéfagos al medio inducida por el liquido ruminal.

En el caso del gen tail, se observé un incremento en el nimero de copias genoémicas en el
sobrenadante de las cepas inducidas con LRN100 con un nimero de copias genémicas de
3.5 x 108, con respecto al nimero de copias presentes en el control sin inducir que fue de
3.38 x 10¢. Para los tratamientos LRN 75% y LRN 50%, se observa un incremento en el
numero de copias con respecto del control, los cuales son 6.63 x 10° y 6.48 x 10° nimero
de copias gendmicas respectivamente. En el tratamiento con mitomicina C, se observa un
nimero de copias de 3.94 x 10° menor al control (Figura 4).
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Figura 4. Numero de copias genémicas totales de los genes stxl y tail en los sobrenadantes
recuperados tras la induccion con liquido ruminal. (A) Copias gendmicas de stxI1 en ADN viral recuperado
de sobrenadantes bajo diferentes concentraciones de liquido ruminal (LRN 100%, 75% y 50%). (B) Copias
gendmicas de tail bajo las mismas condiciones experimentales. Se incluyen como controles sobrenadantes de
cultivos en caldo LB y cepas inducidas con mitomicina C. Los valores representan la media + DE; los asteriscos
indican diferencias significativas respecto al control no inducido (p = 0.05).

En el caso del gen stx1 en el sobrenadante, se observé un incremento en el nimero de
copias gendmicas del gen stx1 en el tratamiento con LRN100, con un nimero de copias
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gendmicas de 6.07 x 10° en comparacion con el sobrenadante del control sin inducir 3.63 x
10’. Mientras que para los tratamientos LRN50 y LRN75 se obtuvieron un niimero de copias
gendémicas de 3.75 x 10’ y 2.38 x 10° respectivamente (Figura 4). En el caso de la
mitomicina se obtuvo un total de 1.86 x 10° (Figura 4).

Estos resultados sugieren que el incremento relativo de copias del gen tail en el pellet
bacteriano (Tabla 11), junto con el aumento de sus copias gendmicas en los tratamientos
LRN50 y LRN75 (Figura 4), estan relacionados con la produccion e inicio de la liberacion de
bacteri6fagos al medio. Este fendmeno explicaria el comportamiento de la cinética de
crecimiento (Figura 2), donde no se observa un declive total de la densidad celular;
asimismo, el aumento en el nimero de copias de dichos genes podria asociarse al retraso o
disminucion en el crecimiento bacteriano observado.

Por el contrario, en el tratamiento LRN100, el menor incremento relativo de copias de genes
fagicos en comparacion con LRN50 y LRN75 (Tabla 11) responderia a una liberacion de
bacteriéfagos derivada de una lisis bacteriana parcial (Figura 2). Esto explicaria la reduccion
en la replicacion del gen tail en el pellet, pero con un incremento relativo de stx1 en el
mismo (Tabla 11). Dicho comportamiento se refleja en el aumento de copias gendmicas de
stx1 y tail en el sobrenadante, lo que sugiere una liberacién masiva de viriones sin alcanzar
una lisis total de la poblacion (Figura 2).

A diferencia de lo observado con agentes como la mitomicina C, donde se genera un
incremento relativo de copias gendémicas de stx1 y tail en las células y un incremento en el
namero de copias genémicas en el sobrenadante (Tabla 11, Figura 4), Pero se observa un
declive marcado en la cinética de crecimiento posiblemente por la liberacion de bacteriéfago
y otros mecanismos.

Discusion

Se observé que cuatro de las nueve cepas, durante la cinética de crecimiento en LB,
presentaron variaciones significativas (p < 0.0001) en la densidad bacteriana, estimada a
partir de la ODsoo, durante las primeras seis horas (Cuadro 3). Sin embargo, al finalizar la
cinética de 12 horas, todas las cepas mostraron un comportamiento homogéneo (Cuadro 3,
Figura 1a).

Estas variaciones podrian atribuirse a que las cepas fueron aisladas de distintos individuos
y especies. Este hallazgo es consistente con lo reportado por Hilau y colaboradores (2022),
quienes observaron variaciones sutiles en la tasa de crecimiento —medida mediante
densidad bacteriana— en 11 cepas de E. coli aisladas de diferentes hospedadores, en
cinéticas de hasta 60 horas, donde se model6 la dinamica entre crecimiento, muerte celular
y densidad poblacional. En contraste, la cinética evaluada en el presente estudio fue de 12
horas, lo que permite observar principalmente la fase de crecimiento, pero no la fase de
muerte celular.

Una limitante del presente estudio para determinar si este efecto esta asociado al origen de
las cepas es que, en algunos casos, solo se conté con una cepa por individuo, las cuales
fueron seleccionadas con base en sus FV, procurando en ciertos casos que estos fueran
distintos (Cuadro 1). Ademas, algunas cepas provenientes del mismo individuo mostraron
variaciones en las etapas iniciales de la cinética. Por ejemplo, la cepa B2-31(2)36 presenté
una cinética estadisticamente distinta (p < 0.0001) en comparacion con B2-31(2)33, asi
como la cepa B26(2)3 en relacion con B26(6)-31 y B26(6)-6.

Estos resultados indican que incluso cepas provenientes de un mismo individuo pueden

presentar variaciones en su cinética de crecimiento, lo cual podria atribuirse a diferencias
genéticas. De hecho, estas cepas presentan distintos FV y, en algunos casos, fenotipos
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diferentes, como ocurre con B2-31(2)33 y B2-31(2)36, que presentan fenotipos 112ab:H2 y
08:H14, respectivamente.

Asimismo, esta variabilidad podria considerarse esperable en cepas no adaptadas a
condiciones de laboratorio, a diferencia de cepas de referencia que han pasado por
procesos de “domesticacion”, derivados de sucesivas resiembras y seleccion de colonias.
Este proceso puede generar poblaciones mas homogéneas, lo que, aunque util
experimentalmente, puede representar una desventaja en estudios de evolucion bacteriana
debido a la pérdida de variabilidad genética (Eydallin et al., 2014).

En cuanto a las cepas de E. coli PGV inducidas con mitomicina C, se observé un
comportamiento significativamente diferente entre ellas en todos los tiempos evaluados (p <
0.0001) (Cuadro 3, Figura 1). Este comportamiento puede atribuirse al efecto de la
mitomicina C como agente inductor de bacteri6fagos. Se ha reportado que cepas de E. coli
que portan factores de virulencia como las shigatoxinas presentan una disminucién en la
densidad bacteriana y un incremento en la liberacion de bacteriéfagos tras la exposicion a
este agente (Gamage et al., 2004; Bonanno et al., 2016).

Ademas, este efecto depende de diversos factores, como la célula hospedadora, el tipo de
bacteriéfago, el inductor y su concentracién. En algunos casos, se han observado cambios
desde los 30 minutos posteriores a la induccién con mitomicina C (Filipiak et al., 2020). En
concordancia con estos reportes, las diferencias observadas en la cinética de crecimiento
en este estudio podrian explicarse por la induccién de bacteriéfagos en las nueve cepas de
E. coli PGV.

No obstante, la persistencia de valores de absorbancia en las cepas tratadas indica que una
fraccion de la poblacion bacteriana continué replicandose o que el crecimiento se detuvo sin
que ocurriera una lisis completa. Aunque las variaciones en la cinética de lisis pueden diferir
entre cepas, como se observé en este estudio, una posible explicacion es la presencia de
mecanismos de defensa bacteriana, como sistemas toxina—antitoxina, CRISPR-Cas o
muerte celular programada. Estos mecanismos han sido descritos como estrategias que
limitan o modulan la lisis inducida por bacteri6fagos (Bernheim y Sorek, 2020; Georjon y
Bernheim, 2023).

A pesar de ello, en las nueve cepas de E. coli PGV se evidencio lisis bacteriana tras la
induccién con mitomicina C, lo que sugiere la liberacion de bacteriéfagos, en concordancia
con estudios previos que emplean este agente como inductor (Filipiak et al., 2020; Necel et
al.,, 2022). Sin embargo, en este estudio no se evalué directamente la presencia de
particulas virales mediante microscopia electronica en el sobrenadante, como se ha
realizado en otros trabajos (Atkins et al., 2026; Yildirim et al., 2021).

Se realiz6 la deteccién de genes estructurales en los sobrenadantes, los cuales fueron
previamente tratados con DNasa y RNasa con el objetivo de eliminar material genético libre
no contenido dentro de capsides virales. Esta metodologia permite la eliminacion del ADN
bacteriano antes de la extraccion del material genético de bacteri6fagos (Sobolewski et al.,
2020).

La deteccion de genes estructurales como tail, terminase y capsid, asi como de los genes
stx2 y holin (Cuadro 5), ha sido previamente reportada en distintos estudios para la
identificacion diagndstica de bacteri6fagos del grupo Caudoviricetes (anteriormente
denominado Caudovirales). Asimismo, se ha documentado la deteccion de bacteri6fagos
portadores de shigatoxinas en sobrenadantes, asi como de bacteri6fagos con capacidad
lisogénica en diversas cepas bacterianas (Born et al., 2019; Ho et al., 2018; Withatanung et
al., 2026; Zhang et al., 2020; Zhu et al., 2022).
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Por lo tanto, la deteccidn de estos genes, posterior al tratamiento con mitomicina C y al
tratamiento enzimatico de los sobrenadantes, sugiere que el material genético identificado
proviene de bacteri6éfagos inducidos.

Adicionalmente, se evalué la cepa 26B-Coy 6 mediante secuenciacion masiva del material
genético recuperado de los sobrenadantes tras la induccidn con mitomicina C y el
tratamiento con DNasa y RNasa. Las secuencias obtenidas fueron filtradas considerando
Unicamente aquellas con calidad Q30, cumpliendo con los criterios de calidad establecidos
(Cuadro 6, Cuadro 7). De acuerdo con diversos estudios, para el ensamblaje de novo de
genomas virales se pueden generar porcentajes de deduplicacion entre 4% y 44%, el cual
se debe considerar si se eliminan o no, debido a que pueden generar una disminucion en la
abundancia, y su presencia pueden aumentar complejidad en la biblioteca (Niu et al., 2010).
Se considera también el contenido elevado de GC y la inclusion de mdltiples genomas de
bacteriéfagos, con el fin de no subestimar su variabilidad y abundancia. Asimismo, se
recomienda el uso de herramientas como metaSPAdes y SPAdes para el ensamblaje (Niu
et al., 2010; Rihtman et al., 2016; Wang et al., 2020).

También se evalu6 la contaminacién por genomas de origen no viral, donde se recomienda
que porcentajes superiores al 1% sean interpretados con cautela 0 que se repitan los
andlisis (Zolfo et al., 2019). En este estudio, el porcentaje de contaminacion fue de 0.24%,
lo que sugiere que la mayoria de los genomas identificados corresponden a bacteriéfagos.

Una limitante en el andlisis de genomas de bacteri6fagos es la ausencia de secuencias de
referencia estandarizadas, particularmente en ensamblajes de novo, lo que puede generar
sobre-representacion de secuencias o la formacion de quimeras. Por ello, la evaluacion de
métricas de ensamblaje resulta fundamental (Turner et al., 2021).

Como resultado del analisis metagendmico, se identificd un conjunto de genes asociados a
funciones estructurales, incluyendo proteinas de la capside mayor, componentes de cola y
tallo, asi como la subunidad larga de la terminasa. Asimismo, se detectaron genes
relacionados con procesos de lisis y lisogenia, como holin, ademés de genes que codifican
para proteinas reguladoras como represores (cl) y antirrepresores (cll). También se
identificaron genes asociados a sistemas toxina—antitoxina, los cuales forman parte de
mecanismos de defensa bacteriana frente a infecciones virales (Cuadro 8).

Muchas de estas proteinas estructurales han sido descritas en bacteriéfagos Caudoviricetes
como caracteristicas conservadas, a pesar de su alta divergencia genética (Veesler y
Cambillau, 2011). Asimismo, la presencia de mecanismos de defensa en genomas de
bacteriéfagos ha sido previamente reportada, y se ha sugerido que estos pueden adquirirse
mediante transferencia horizontal de genes (THG). En E. coli K-12, por ejemplo, se ha
documentado que algunos sistemas antifagicos se encuentran codificados en profagos.

Adicionalmente, se identificaron genes involucrados en el control del ciclo litico-lisogénico,
tales como represores, antirrepresores y holinas, los cuales forman parte del cassette de
lisis descrito para la liberacién de bacteriéfagos (Lee et al., 2015; Leuzzi et al., 2017).

La identificaciébn de estos genes se realizé mediante el desarrollo de una base de datos
personalizada denominada “proteinafagos”, implementada en ABRicate GPLv2, siguiendo
las recomendaciones de los desarrolladores de la herramienta (Seemann, 2023). ABRicate
es ampliamente utilizado para la deteccion de genes de virulencia, resistencia y plasmidos
mediante alineamiento de secuencias contra bases de datos especializadas.

Aungque comunmente se emplea con bases de datos como NCBI AMRFinderPlus, CARD,

ResFinder, ARG-ANNOT, VFDB, PlasmidFinder y ECOH (Wang et al., 2025; Kunarisasi et
al., 2025), en este estudio se optd por una base de datos personalizada, similar a lo
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reportado por Cruz y colaboradores (2024), quienes lograron una tasa de identificacion del
100% al adaptar la base de datos a su objetivo especifico.

En conjunto, los resultados obtenidos a partir de la anotacion génica indican la presencia de
bacteriéfagos en el sobrenadante de la cepa E. coli 26B-Coy 6 inducida con mitomicina C.
Estos hallazgos son consistentes con los criterios de analisis, identificacion y anotacion de
genomas de bacteri6fagos descritos previamente (Turner et al., 2021).

No obstante, una limitante del presente estudio es la construccion de la base de datos, la
cual se bas6 en 100 genomas completos anotados. Dado que no todos los genes presentan
funciones bien caracterizadas, seria posible mejorar la sensibilidad y cobertura mediante la
ampliacibn de esta base de datos, incorporando un mayor numero de genomas y
anotaciones funcionales.

Con el objetivo de identificar las especies de bacteriéfagos asociadas a la cepa E. coli 26B-
Coy 6, se analiz6 la diversidad de bacteriéfagos presentes en el sobrenadante,
detectandose un total de siete especies. Este resultado sugiere la posible presencia de mas
de un bacteriéfago en el genoma de esta cepa, lo cual es consistente con lo reportado en la
literatura.

La coexistencia de mdultiples bacteriéfagos en un mismo hospedador bacteriano ha sido
previamente documentada. Por ejemplo, en Vibrio cyclitrophicus 1F-97, durante un estudio
sobre la modulacién de la inducciéon de bacteriéfagos independiente del sistema SOS, se
observd que la exposicion a ciprofloxacina activd dos bacteri6fagos distintos (fago @63 vy
fago @72). Sin embargo, cuando la induccién ocurre mediante proteinas autoinductoras, la
lisis bacteriana y la liberacién de particulas virales pueden ser especificas para cada fago, lo
que indica una regulacion diferencial dentro del mismo hospedador (Silpe et al., 2023a).

En este contexto, la presencia de multiples bacteriéfagos en un genoma bacteriano puede
explicarse mediante procesos de polilisogenia; no obstante, estos resultados también
sugieren que la induccién no es necesariamente un proceso uniforme, sino que puede estar
finamente regulado a nivel de cada profago, lo que afiade complejidad a la dinamica de
liberacion de bacteriéfagos en sistemas naturales.

En concordancia con estos hallazgos, nuestros resultados sugieren que la mitomicina C
induce procesos de lisis en cepas de E. coli PGV aisladas de carnivoros y hisontes,
posiblemente mediados por bacteriéfagos en respuesta a la activacion del sistema SOS. De
manera similar, en la cepa epidémica de Liverpool de Pseudomonas aeruginosa se ha
documentado la presencia de mdultiples bacteri6fagos (LES@2, LES@3, LES@4, LES@5 vy
LES@6), algunos de los cuales se encuentran integrados en los mismos sitios gendmicos en
distintas cepas (James et al., 2012). Asimismo, en cepas de Latilactobacillus sakei se ha
observado la presencia de mas de un bacteriéfago inducible, cuya activacion depende del
tipo de inductor y de la dosis empleada (Ambros et al., 2022).

En este contexto, la deteccién de siete especies de bacteriofagos en nuestro estudio es
consistente con la posible liberacidon de multiples fagos tras la induccién con mitomicina C.
Entre las especies identificadas, destaca Shigella virus VASD como la mas abundante en
términos de lecturas mapeadas, seguido de Shigella virus POCJ13 y Shigella virus 7502StXx,
los cuales estan asociados a bacteri6fagos portadores de shigatoxinas. El bacteriéfago
Shigella virus VASD fue originalmente aislado de Shigella sonnei en un hospital en Baja
California en 2014, a partir de pacientes con cuadros entéricos, y presenta relaciones
filogenéticas cercanas con los otros fagos detectados (Carter et al., 2016).

Una limitante del presente estudio es que no se realizd la secuenciacién del genoma
bacteriano completo, lo que impide determinar el nimero total de profagos presentes y su
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potencial de induccion, asi como confirmar la existencia de polilisogenia. No obstante, al
comparar el contig mas largo ensamblado con genomas de referencia en GenBank (Cuadro
10), se observo una similitud superior al 95% con Shigella phage 7502Stx, Stx2-converting
phage 1717, Shigella phage POCJ13y Shigella phage Ss-VASD.

Este alto grado de similitud sugiere que el mapeo mediante FastViromeExplorer podria
generar cierta redundancia debido al uso de lecturas cortas. Sin embargo, la deteccién
adicional de lecturas correspondientes a Shigella phage SflV y Enterobacteria phage
HK630, las cuales no se alinearon con el contig principal, podria indicar la presencia de
multiples bacteriéfagos en el genoma de la cepa. Por ello, futuros estudios deberian incluir
la secuenciacion completa del genoma bacteriano para identificar regiones de profagos y
confirmar la diversidad de bacteriéfagos observada.

Por otra parte, la cepa E. coli PGV 26-B Coy 6, aislada de coyote y portadora de
shigatoxinas, mostré una disminucion en la densidad bacteriana tras el tratamiento con
mitomicina C, junto con la presencia de genes estructurales de bacteriéfagos y secuencias
asociadas a fagos portadores de shigatoxinas en el sobrenadante. Ademas, presenta
caracteristicas tipicas de cepas STEC y pertenece al serogrupo 0153, el cual ha sido
reportado tanto en ganado como en humanos, y asociado a procesos diarreogénicos y a la
presencia de los genes stx1 y stx2 (Hong et al., 2009; Kobayashi et al., 2009; Konishi et al.,
2018).

En conjunto, estos resultados apoyan la hipo6tesis de que la induccién con mitomicina C
promueve la liberacién de bacteriéfagos, constituyendo un modelo adecuado para el estudio
de la induccion fagica. Si bien la mitomicina C es ampliamente utilizada como inductor de
bacteriéfagos portadores de shigatoxinas, se ha demostrado que otros factores también
pueden inducir estos procesos, como cambios en la presién hidrostatica (Aertsen et al.,
2005), el uso de agentes quelantes como EDTA (Imamovic y Muniesa, 2012) y el estrés
oxidativo (Filipiak et al., 2020). En la mayoria de los casos, estos mecanismos estan
asociados a la activacion de la respuesta al dafio del ADN mediada por el sistema RecA
(Aertsen et al., 2005; Filipiak et al., 2020; Imamovic y Muniesa, 2012).

Se evalu6 la capacidad del liquido ruminal para inducir la liberacion de bacteriéfagos
mediante su aplicacién en diferentes concentraciones (Figura 2). Este tratamiento generé
una modificacién en la cinética de crecimiento bacteriano en comparacion con el control sin
induccion (LB) y el control positivo de induccion (LB + mitomicina C).

Con el fin de descartar que la disminucién en la densidad bacteriana se debiera a una
limitacion nutricional, el liquido ruminal fue previamente purificado y suplementado con
diferentes concentraciones de medio LB, de manera que se mantuvieran concentraciones
equivalentes de NaCl, extracto de levadura y peptona respecto al control sin induccion
(Figura 2).

Bajo estas condiciones, la reduccion en la densidad bacteriana observada en la cepa E. coli
PGV 26-B Coy 6 podria estar asociada a componentes presentes en el liquido ruminal con
capacidad de inducir la liberacién de bacteri6fagos, los cuales, a su vez, contribuirian a la
disminucion de la poblacion bacteriana. No obstante, los componentes especificos
responsables de este efecto no fueron identificados, ya que no se realiz6 un analisis
detallado de metabolitos en el liquido ruminal empleado.

Se ha reportado que el liquido ruminal de bovinos alimentados con forraje contiene
metabolitos como &cidos grasos de cadena corta, etanol, aminoacidos y glucosa, cuya
concentracion puede variar dependiendo de la dieta, segun andlisis por cromatografia de
gases (Zhao et al., 2014). Por lo tanto, la disminucién de la densidad bacteriana observada
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no parece estar asociada a una limitacion de nutrientes, sino que podria correlacionarse con
la induccion de lisis mediada por bacteri6fagos en presencia de liquido ruminal.

De hecho, se observdé una correlacién positiva entre la disminucion de la densidad
bacteriana y el incremento en la concentracion de liquido ruminal (R2 = 0.802, p < 0.001)
(Figura 3), lo que respalda la hip6tesis de un efecto dependiente de la concentracion.

La induccién de bacteri6fagos mediante diversos factores quimicos y ambientales ha sido
ampliamente documentada (Aertsen et al., 2025; Boling et al., 2020; Oh et al., 2019). En
particular, se ha demostrado que ciertos componentes de la dieta, como carbohidratos (por
ejemplo, fructosa) y acidos grasos de cadena corta, pueden inducir procesos de lisis
bacteriana mediada por bacteri6fagos en modelos murinos (Oh et al., 2019). Asimismo,
algunos productos comerciales, como picantes y edulcorantes, han mostrado capacidad
para activar el ciclo litico de bacteriéfagos (Boling et al., 2020).

En este contexto, no resulta inesperado que el liquido ruminal —un ambiente complejo y
dindmico— contenga compuestos con potencial inductor, como los acidos grasos de cadena
corta (Chatterjee y Duerkop, 2019). Ademas, se ha destacado el papel de los componentes
de la dieta en la dinAmica de los virus presentes en el rumen y su influencia sobre las
comunidades bacterianas, o que impacta en la estabilidad del ecosistema ruminal y en la
salud del hospedador (Anderson et al., 2017).

Adicionalmente, el liquido ruminal puede albergar una diversidad de bacteriéfagos. Por
ejemplo, Gilbert y colaboradores (2017) lograron secuenciar cinco genomas completos de
bacteriéfagos presentes en este ambiente, identificando genes asociados a procesos de
lisis bacteriana, lo que confirma su capacidad infectiva y su papel en la dinamica
microbiana.

En conjunto, estos antecedentes sugieren que el liquido ruminal podria contener una
combinaciéon de metabolitos derivados del metabolismo microbiano, componentes de la
dieta y bacteri6fagos residentes, los cuales, de manera individual o sinérgica, podrian
inducir la activacion de profagos, promoviendo la liberacibn de bacteriéfagos y la
consecuente lisis bacteriana.

Si bien la mitomicina C es ampliamente utilizada como inductor de bacteriéfagos portadores
de shigatoxinas, también se ha demostrado que otros factores pueden desencadenar estos
procesos, como cambios en la presion hidrostatica (Aertsen et al., 2005), el uso de agentes
quelantes como el EDTA (Imamovic y Muniesa, 2012) y el estrés oxidativo (Filipiak et al.,
2020). En la mayoria de los casos, estos mecanismos estan asociados con la activacion de
la respuesta al dafio del ADN mediada por el sistema RecA.

En este sentido, los resultados obtenidos con mitomicina C sugieren una induccion de
bacteriéfagos dependientes del sistema SOS-RecA en las cepas de E. coli PGV. Sin
embargo, el efecto observado con el liquido ruminal, considerando su impacto
estadisticamente significativo sobre el crecimiento bacteriano (p < 0.0001), podria implicar
mecanismos de induccion alternativos o adicionales a los asociados con la respuesta SOS,
como los descritos por Silpe y colaboradores (2023a).

Para confirmar la hip6tesis de que el liquido ruminal indujo la liberacion de bacteriéfagos, en
primer lugar, se detectaron mediante PCR de punto final genes que codifican proteinas
estructurales de bacteriofagos (tail, capsid y terminase), un gen asociado a los procesos de
lisis-lisogenia (holin) y un factor de virulencia relacionado con bacteriéfagos presentes en la
cepa (stx2) (Cuadro 10). Estos genes fueron detectados tanto en el sobrenadante —
previamente tratado con RNasas y DNasas— como en el pellet bacteriano. Con la finalidad
de proponer que en el sobrenadante de las cepas inducidas existia la presencia de
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particulas virales —en este caso bacteri6fagos— que podrian empaquetar material genético,
por lo cual estaria protegido de los tratamientos con DNAsas. Este resultado no es limitante,
ya que los genomas de los bacteri6fagos contienen dichas secuencias.

Con el fin de confirmar la induccién de la liberacién de bacteri6fagos, se evaluaron mediante
gPCR dos genes: tail, como marcador estructural, y stx1, como factor de virulencia. Se
analizé si existia un incremento en el nimero de copias gendmicas tanto en el pellet
bacteriano como en el sobrenadante. Este enfoque permite inferir, por un lado, la replicacion
intracelular de genes de bacteri6fagos y, por otro, el aumento de particulas virales liberadas
al medio como resultado de la lisis bacteriana.

En el pellet bacteriano se observé un incremento relativo en el nUmero de copias gendémicas
de los genes asociados a bacteriéfagos (stx1 y tail) en comparacion con el control sin
inducir, con incrementos de 1330, 1750 y 260 para los tratamientos LRN50, LRN75 y
LRN100, respectivamente (Cuadro 11). Asimismo, estos valores fueron superiores al control
de induccion con mitomicina C, excepto en el tratamiento LRN100, donde el incremento fue
menor.

En el sobrenadante, se observé una mayor cantidad de copias gendmicas de stx1 en los
tratamientos LRN100 y LRN75 en comparacion con el control (Figura 4). Para el gen tail, la
mayor cantidad de copias se detectdé en el tratamiento LRN100, mientras que LRN50 y
LRN75 presentaron valores menores, aungue similares entre si, y superiores al control. En
conjunto, estos resultados sugieren que el liquido ruminal podria inducir la produccién de
bacteriéfagos de manera diferencial en la cepa E. coli PGV 26-B Coy 6.

El uso del gen de referencia dxs ha sido previamente reportado por Plotka y colaboradores
(2017), quienes validaron su aplicacién para la cuantificaciéon del nUmero de copias génicas
mediante qPCR y PCR digital por gotas (ddPCR), particularmente en la estimacion del
namero de copias del plasmido pBR322 en E. coli DH5a. Ademas, la evaluacién de la
induccién de bacteri6fagos mediante la cuantificacion de stx1 ha sido reportada
previamente, como en el estudio de Zhan y colaboradores (2020), donde se analizaron
genes stx1 y stx2 en cepas STEC tras la induccion con diversos agentes (luz UV, EDTA,
ciprofloxacina y mitomicina C), combinando qPCR, secuenciacién y microscopia electrénica.
Para genes estructurales, diversos estudios han propuesto el uso de genes de cépside; sin
embargo, en este trabajo se propone el gen tail como marcador alternativo.

En cuanto a los resultados obtenidos a diferentes concentraciones de liquido ruminal, es
posible que se estén observando distintos fendmenos bioldgicos. A concentraciones bajas,
se detecta un incremento en copias de genes estructurales como tail, lo que sugiere la
produccion de particulas virales. En contraste, a concentraciones altas, se observa un
incremento mas marcado en stx1, lo que podria indicar una mayor produccién de factores
de virulencia asociados a bacteriéfagos.

En el sobrenadante, los resultados sugieren que a concentraciones altas (LRN100) ocurre
una mayor liberacion de bacteriéfagos, evidenciada por el incremento en copias gendmicas
de ambos genes. En concentraciones mas bajas, podria estar ocurriendo una liberacion
parcial o menos eficiente, lo que sugiere un proceso de lisis incompleta.

Este comportamiento podria estar relacionado con fenébmenos descritos previamente, como
el reportado por Liu y colaboradores (2022), quienes observaron en Lactococcus lactis la
liberacion de bacteri6fagos sin necesidad de lisis completa de la célula hospedera. En ese
estudio, se describié la produccién de bacteriéfagos asociados a membranas lipidicas, lo
gue permite la viabilidad bacteriana a pesar de la produccién viral. Este mecanismo podria
explicar la persistencia de sefiales en el pellet bacteriano.
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Adicionalmente, nuestros resultados podrian estar relacionados con los mecanismos
descritos por Silpe y colaboradores (2023a), en los que diferentes inductores activan
distintos profagos dentro de una misma bacteria. En este estudio, se detectaron secuencias
de bacteriofagos pertenecientes a las familias Siphoviridae y al orden Caudovirales en el
genoma de la cepa E. coli 26B-Coy 6 inducida con mitomicina (Cuadro 8). Por lo tanto, es
posible que el liquido ruminal contenga multiples compuestos capaces de inducir
diferencialmente diversos profagos, generando dindmicas dependientes de la
concentracion.

Finalmente, es importante sefialar que este estudio presenta algunas limitaciones, como la
falta de andlisis del genoma bacteriano posterior a la induccién, la ausencia de
caracterizacion morfologica de los bacteriéfagos inducidos, y la falta de identificacion de los
compuestos presentes en el liquido ruminal. Asimismo, seria relevante realizar una segunda
secuenciacién posterior a la induccién. Por ello, se propone continuar con estudios que
integren enfoques gendmicos, metabolémicos y estructurales para comprender con mayor
profundidad el efecto del liquido ruminal sobre la induccion de bacteriéfagos en esta cepa.

Sin embargo, los hallazgos de este estudio sugieren que el liquido ruminal puede participar
activamente en la induccién de bacteriéfagos en cepas de E. coli PGV portadoras de stx1 y
stx2, lo que indica su potencial para movilizar factores de virulencia. La induccion de estos
bacteriéfagos podria favorecer procesos de THG en el ambiente ruminal, contribuyendo a la
generacién de nuevas variantes genéticas de enterobacterias con potencial patégeno, como
las cepas productoras de shigatoxinas (STEC). Esto resalta el posible papel del ecosistema
ruminal en la evolucion y diversificacion de bacterias de importancia en salud publica.

Este fendbmeno podria contribuir a explicar la presencia de bovinos superexcretores de
Shigatoxinas. En este sentido, estudios recientes han analizado gendmicamente cepas de
E. coli aisladas de bovinos con alta y baja excrecién de Shigatoxinas, encontrando que
ambas comparten perfiles de virulencia y presentan niveles de similitud genética entre 92%
y 100%, ademas de coexistir multiples linajes genéticos de STEC 0157 dentro de un mismo
corral (Bumunang et al., 2024).

Estos hallazgos sugieren gue la variabilidad fenotipica en la excrecion podria no depender
Unicamente del genotipo bacteriano, sino también de factores ambientales, como la
induccién de bacteriofagos.

En este contexto, proponemos que uno de los mecanismos que contribuyen a la generacion
y diversificacion de cepas STEC de importancia en salud publica es la induccién de
bacteriéfagos portadores de Shigatoxinas dentro del microambiente ruminal, posiblemente
mediada por compuestos presentes en el liquido ruminal. Esto resalta la necesidad de
profundizar en el estudio de este fenédmeno.

Adicionalmente, evidencia epidemiologica respalda la estrecha relacidon entre reservorios
bovinos y casos humanos. Tarr y colaboradores (2025) analizaron 854 aislados de E. coli
0O157:H7 provenientes de bovinos y humanos en Alberta (2007-2019), encontrando que el
88.5% de los linajes humanos se originaron a partir de linajes bovinos. Por otra parte, Singh
y colaboradores (2015) demostraron la transmisién interespecifica de cepas STEC, EHEC y
EPEC entre bovinos lecheros y venados cola blanca (Odocoileus virginianus) en un mismo
agroecosistema en Michigan, EE. UU., identificando cepas genéticamente indistinguibles
mediante hulla digital (fingerprinting) por PCR vy tipificacién multilocus (MLST).

Este fendbmeno adquiere especial relevancia en ecosistemas donde coexisten rumiantes
domésticos y fauna silvestre, favoreciendo interacciones microbianas complejas. Un
ejemplo de ello es el noreste de México, particularmente en la Reserva de la Biosfera de
Janos, Chihuahua, de donde fueron aisladas las cepas utilizadas en este estudio (Lopez-
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Islas et al., 2022; Lopez-Islas et al., 2024a). En estos sistemas, la dinamica ecolégica podria
facilitar tanto la induccion de bacteriéfagos como la diseminacion de cepas con potencial
patégeno entre distintas especies hospedadoras.

Conclusion

El liquido ruminal actué como agente inductor de bacteriéfagos en una cepas de E. coli PGV
(26B-Coy 6), estos bacteriéfagos inducidos con liquido ruminal, presentan en su genoma
genes asociados a shigatoxinas como stx1. Estos resultado sugiere que el liquido ruminal,
como componente ambiental del rumen, tiene la capacidad de inducir la activacién de la
replicacién de genes asociados a bacteri6fagos en el genoma bacteriano y su liberacion al
medio, en cepas de E. coli PGV, en este caso shigatoxinas. Este fendmeno podria favorecer
eventos de transferencia horizontal de genes (THG) a nivel ruminal, contribuyendo a la
emergencia de enterobacterias patégenas de importancia en salud publica como STEC.
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Figuras suplementarias capitulo 2

Cuadro 1 suplementario. Cinética de crecimiento de las nueve cepas de E.coli PGV crecidas en LB e
inducidas con mitomicina C. Medias * DE (error estandar entre paréntesis). ANOVA de una sola via: *p <
0.05, ** p < 0.01, ***p < 0.001, nimero de réplicas n=3, prueba estadistica post hoc de Tukey.
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Capitulo tres
Andlisis metagenémico de bacteriéfagos inducidos con mitomicina C de
cepas de Escherichia coli, recuperadas de fauna silvestre del noreste de
México.

Introduccion

Los bacteriéfagos son virus ampliamente distribuidos y presentes en practicamente todos
los ecosistemas. Sus abundancias han sido estudiadas en diversos ambientes, como: (1)
sedimentos marinos, donde se han registrado concentraciones de 103 a 10° bacteriéfagos
por cm3 (Danovaro et al., 2008); (2) suelos superficiales, con abundancias de 107 a 10°
particulas virales por gramo de suelo (Emerson, 2019); y (3) en aguas marinas, donde se
estima una proporcién de aproximadamente 3 a 10 particulas virales por cada bacteria, con
concentraciones que pueden alcanzar hasta 106-107 particulas virales por mililitro (Paul et
al.,, 2002). En conjunto, se estima que en el planeta existen aproximadamente 103!
bacteriéfagos, lo que equivale a un promedio de diez bacteri6fagos por cada bacteria
presente en la Tierra (Dion et al., 2020).

La infeccidn viral en células bacterianas puede seguir diversos mecanismos que permiten el
mantenimiento y la expresion del genoma viral. Tras la infeccion, los genomas de los
bacteri6fagos pueden integrarse en el cromosoma bacteriano mediante recombinacién
especifica en sitios definidos o a través de mecanismos de transposicidon, como ocurre en
los bacteriéfagos A y Mu, respectivamente. Sin embargo, algunos bacteriéfagos pueden
mantenerse como elementos extracromosomales; por ejemplo, el bacteriéfago P1 persiste
en forma circular tipo plasmido, mientras que el bacteri6fago N15 se mantiene como un
elemento lineal. En estos casos, los genomas virales pueden replicarse de manera
coordinada con el genoma bacteriano o de forma autbnoma (Howard-Varona et al., 2017).

Dicho ciclo inicia con la adsorcion del bacteri6fago a la célula bacteriana, proceso que
requiere el reconocimiento de receptores de superficie, como el lipopolisacarido (LPS), lo
gue permite la fijacion del fago a la bacteria (Nobrega et al., 2018). Posteriormente ocurre la
inyeccion del material genético, en la cual el ADN del bacteri6fago es introducido en la
célula bacteriana. En el caso de los bacteriéfagos con cola, se describe mediante el
inyectosoma o complejo de inyeccion asociado a la estructura de la cola, que permite la
transferencia del ADN hacia el citoplasma bacteriano (Cornelis y Sorg 2026). Una vez
dentro, el ADN viral entra en la fase de replicacion, utilizando el ADN polimerasa de la célula
hospedera para la sintesis de nuevas copias del genoma del fago. A continuacién, se lleva a
cabo el ensamblaje de las capsides que atrapan el material genético viral, dando lugar a la
formacion de nuevos viriones (Leprince y Mabhillon, 2023; Rao 2025). Durante este proceso
se expresa un conjunto de genes relacionados con la lisis bacteriana, como aquellos que
codifican lisozimas o proteinas del sistema holina-endolisina. La holina, en particular, actta
como una toxina que altera la membrana bacteriana, facilitando la lisis celular y la liberacién
de los bacteri6fagos al medio (Cahill y Young 2019). El proceso de lisis provoca el declive
natural de las poblaciones bacterianas, permitiendo la supervivencia de aquellas bacterias
que poseen sistemas de defensa o “sistemas inmunes bacterianos” que le confieren
resistencia a la infecciéon por bacteriéfagos (Puxty y Millard, 2023). Esta interaccion genera
una dinAmica de depredacién que regula y modula las poblaciones bacterianas en los
ecosistemas (Lopez et al., 2025).

Por otra parte, el proceso de la lisogenia inicia con la adsorcion del bacteriéfago a la

superficie bacteriana y la posterior inyeccion de su material genético (Shao et al., 2019). En
esta etapa, el ADN del fago se integra al genoma bacteriano en sitios de integracién, dando
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lugar a nuevas variantes genéticas (Van Duyne y Landy 2024). En el caso de integrarse en
el genoma bacteriano, pueden generar eventos de transposicién. En algunos casos, tras el
evento de integracion, el genoma viral queda como un bacteriéfago criptico, por lo que ya
no puede liberarse del genoma bacteriano. Sin embargo, algunos bacteri6fagos
permanecen como profagos capaces de liberarse del genoma bacteriano y generar un ciclo
litico, en el cual se induce la lisis bacteriana y se liberan nuevas particulas virales (Ku et al.,
2025). En otros casos, pueden mantenerse infecciones virales cronicas en las células
bacterianas, en las que no ocurre lisis bacteriana, pero si la liberacién continua de viriones
al medio (Howard-Varona et al., 2017). El equilibrio entre los estados de lisis y lisogenia
puede ser alterado por diversos factores, como la comunicacion interbacteriana,
condiciones ambientales, procesos metabolicos y situaciones de estrés o dafio. En estas
circunstancias, los bacteriéfagos pueden permanecer en estado quiescente como profagos
hasta que se desencadenan sefiales que inducen un nuevo ciclo litico o lisogénico (Henrot
et al., 2022).

La transferencia de material genético tras una infeccién por bacteriéfagos tienen un impacto
significativo en la evolucion de las poblaciones bacterianas (Howard-Varona et al., 2017).
Este proceso puede entenderse desde dos perspectivas principales. La primera
corresponde a la presion de seleccion ejercida por los bacteri6fagos a través de la
depredacién y la lisis bacteriana, fenbmeno asociado al ciclo litico (Rodriguez-Valera et al.,
2009). La segunda forma en que los bacteriéfagos direccionan la evolucién bacteriana es a
través de la transduccién, uno de los tres mecanismos de la transferencia horizontal de
genes (THG) (Penades et al., 2015).

La transduccion puede presentarse en dos modalidades principales: 1) transduccién
generalizada, proceso en el cual un bacteriéfago es capaz de transferir genes de una
bacteria donadora a una bacteria receptora (Wolput et al., 2024). Esto ocurre durante el
ciclo litico, cuando, durante el ensamblaje de nuevas particulas virales, cuando el fago
empaqueta fragmentos del genoma bacteriano y los transfiere a otra célula durante una
infeccion subsecuente (Fillol-Salom et al., 2019); y 2) transduccion especializada, en la cual
Unicamente los genes localizados en sitios especificos de integracion del fago son
empaguetados dentro de la capside viral y transferidos a una bacteria receptora (Volkova et
al., 2014).

Mediante este proceso, las bacterias adquieren nuevo material genético donado por los
bacteriéfagos, lo cual puede conferirles diversas ventajas adaptativas. Entre ellas se
incluyen: 1) la adquisicibn de caracteristicas asociadas a la virulencia, mediante la
incorporacién de factores de virulencia (FV) y genes de resistencia antimicrobiana (GRA), lo
que puede convertir a cepas previamente no patégenas en patdgenas (Khalil et al., 2016;
Oladeinde et al., 2019; Uchiyama et al., 2014); 2) la obtencion de nuevas capacidades
metabdlicas, asociadas al “fitness” metabdlico, que permiten la colonizacién de nuevos
nichos ecoldgicos (Puxty y Millard, 2023); y 3) la incorporacion de genes relacionados con la
respuesta inmune bacteriana en contra de la infeccion por bacteri6fagos (Bernheim y Sorek,
2019). El material genético puede ser transmitido entre bacterias mediante THG v,
posteriormente, heredarse de forma vertical, favoreciendo la permanencia de nuevas
caracteristicas en las poblaciones bacterianas y direccionando su evolucién (Bernabeu et
al., 2024).

Desde el enfoque de “Una Sola Salud” (One Health) han buscado vincular la presencia de
genes de resistencia en muestras de origen humano, animal y ambiental, con el fin de
comprender la dinamica de su diseminacion. Aunque tradicionalmente esta diseminacién se
ha asociado principalmente a elementos genéticos moviles como los plasmidos, el papel de
los bacteri6fagos ha sido menos explorado (Aworh et al., 2025).
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Un ejemplo de gran importancia donde se observa la transferencia de bacteriéfagos es el
brote de célera registrado en Malawi, ocurrido entre marzo de 2022 y mayo de 2023 y
causado por Vibrio cholerae, se identifico la presencia del bacteriofago CTX¢ (Vibrio virus
CTXphi), el cual codifica la toxina del célera, particularmente asociado al genotipo ctxB7,
caracteristico de las cepas de la séptima pandemia. Mediante andlisis filogenéticos de
aislados obtenidos durante el brote (2022-2023) en comparacion con brotes histéricos a
nivel global, se observé que este evento estuvo relacionado con la introduccién de un linaje
altamente virulento de origen asiatico, seguido de su expansion clonal favorecida por
condiciones ecoldgicas y sociales, incluyendo factores climaticos. En este contexto, la
participaciéon de bacteriéfagos como CTX@ resalta su papel en la transferencia horizontal de
genes de virulencia y en la evolucion de cepas patdégenas (Chaguza et al., 2024).

Por otra parte, este fendmeno es crucial en Escherichia coli. Un ejemplo emblematico es el
brote ocurrido en Alemania en 2011, asociado a la aparicion de un nuevo patotipo de E. coli,
resultado de la adquisicion de genes stx’s mediada por bacteriofagos mediante procesos de
transduccién (Navarro-Garcia, 2015; Tokuda y Shintani, 2024). Asi mismo, se ha
documentado brotes de infecciones por STEC asociados al consumo de lechuga romana en
Estados Unidos, donde eventos ocurridos en distintos afios (2017, 2018 y 2019) y en
diferentes regiones geogréficas (Santa Maria y Salinas Valley, California) fueron atribuidos a
una misma cepa genética recurrente de E. coli 0157:H7. Mediante rastreo epidemiolégico y
analisis de secuenciacion gendmica, se evaluaron las caracteristicas de las cepas
involucradas con el objetivo de identificar posibles fuentes de contaminacion. Los resultados
mostraron que las cepas responsables de los brotes de 2018 y 2019 eran genéticamente
indistinguibles de la cepa asociada a un brote en 2017 vinculado a vegetales de hoja verde,
lo que sugiere la presencia de un reservorio ambiental persistente en las regiones
productoras de California. En particular, durante el brote de 2018, la cepa fue aislada de un
depdsito de agua agricola utilizado para riego, lo que sugiere un posible mecanismo de
contaminacién de los cultivos. En el caso del brote de 2019, la misma cepa fue recuperada
de heces de ganado y del suelo circundante, lo que resalta la importancia de los reservorios
animales en la persistencia y diseminacion de cepas patdgenas (Waltenburg et al., 2019).
De manera mas amplia, se han observado distintos brotes por cepas STEC desde 1994
hasta el 2025, donde participan cepas de E. coli hibridas de STEC, en algunos casos
participando bacteriéfagos que codifican para las toxinas stx2d o stx2a y ehxA (Jekins et al.,
2025).

La presencia de estos elementos no se limita a escenarios de brotes humanos. Algunas
cepas de E. coli aisladas de fauna silvestre presentan combinaciones de factores de
virulencia (FV) distintas a los patotipos clasicos descritos. Algunos de estos FV podrian
encontrarse en genomas de bacteriéfagos y ser inducibles; de esta forma, dichos
bacteriéfagos podrian participar de manera natural en la transferencia horizontal de genes
(THG), favoreciendo la emergencia de patotipos (Lépez-Islas et al., 2022; Lopez-Islas et al.,
2024).

Un ejemplo de esta transferencia de genes (THG) mediada por bacteri6fagos fue
demostrado in vitro en un estudio en el que se analizaron 197 aislados de E. coli
provenientes de distintas aves entre ellas: pollos, pavos y patos de traspatio, ubicadas en el
estado de México. Estos aislados presentaron altos niveles de resistencia a antibidticos,
incluyendo ampicilina (80.7%), tetraciclina (64.4%), carbenicilina (56.3%) y acido nalidixico y
trimetoprima-sulfametoxazol (26.9% en ambos casos). A nivel genético, se identificaron
genes de resistencia como blaTEM (B-lactamicos), tetA y tetB (tetraciclinas), sulll
(sulfonamidas) y gnrA (quinolonas). Adicionalmente, se aislaron bacteriéfagos a partir de
aves silvestres migratorias que habitan el humedal de Chimaliapan, en el Estado de México.
Al poner en contacto estos bacteri6fagos con los aislados de E. coli de aves de traspatio, se
observd la transferencia de genes de resistencia a antibiéticos mediante transduccion,
evidenciada por la adquisicion de genes de resistencia en cepas que previamente no los
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poseian. Estos resultados demuestran el papel de los bacteriéfagos como vectores en la
diseminacion de resistencia antimicrobiana entre poblaciones bacterianas en ambientes
compartidos (Talavera-Gonzélez et al., 2021).

En concordancia con lo anterior, Aworh y colaboradores (2025) analizaron 97 genomas
completos de E. coli productoras de [(-lactamasas de espectro extendido (BLEE),
seleccionados de un total de 448 aislados recolectados entre mayo y diciembre de 2020 en
dos mataderos ubicados en Abuja y Lagos, Nigeria. Las muestras incluyeron heces de
trabajadores, contenido intestinal de bovinos sacrificados y muestras ambientales de los
mataderos. Mediante el analisis gendmico, se identificaron regiones de profagos y se evalué
la presencia de genes de resistencia a antibioticos B-lactamicos, factores de virulencia y
genes de resistencia a metales pesados asociados a dichas regiones. Los resultados
revelaron que las cepas de E. coli, independientemente de su origen (humano, animal o
ambiental), contenian mdultiples profagos en sus genomas, y que varios de estos portaban
genes de resistencia. Esto sugiere que los bacteri6fagos pueden actuar como vehiculos
potenciales en la diseminacién de la resistencia antimicrobiana a través de la interfaz
humano-animal-ambiente.

Ademas, a una escala molecular, estudios comparativos entre cepas de E. coli STEC y
cepas no STEC de origen humano y bovino han demostrado que la presencia y diversidad
de bacteridéfagos portadores de stx varian segun el origen de las cepas, asi como sus sitios
de insercién dentro del genoma bacteriano. Las cepas de origen bovino y de alimentos
portan mayoritariamente el subtipo stxla, mientras que las cepas de origen humano
presentan tanto stx1a como stx2a (Bonanno et al., 2015).

Los principales sitios de integracion de los bacteriéfagos Stx corresponden a los genes
wrbA y yehV, los cuales pueden albergar distintos bacteriéfagos portadores de stx. En
menor medida, también se han identificado sitios de insercién en los genes yecE y sbcB,
particularmente en cepas de origen bovino. Adicionalmente, se ha descrito un bacteriéfago
que transporta el gen espK, el cual se encuentra integrado en el gen ssrA en la mayoria de
las cepas STEC, pero est4 ausente o es poco frecuente en cepas stx-negativas. En
contraste, en las cepas no STEC analizadas, los sitios de insercidn bacterianos (wrbA,
yehV, yecE y sbcB) se encontraron intactos, lo que sugiere la posible pérdida de
bacteriéfagos stx mediante procesos de escision espontanea a lo largo de su evolucién
(Bonanno et al., 2015).

Dado lo anterior, sabemos que los bacteriéfagos pueden comportarse como vehiculos de
material genético, tanto de FV como de GRA, favoreciendo la THG (Aworh et al., 2025;
Tokuda y Shintani, 2024). Ademas, participan en la dinamica ecolégica entre distintas
bacterias, lo que provoca que, en algunas poblaciones bacterianas, disminuya el nimero de
microorganismos, afectando principalmente a las bacterias susceptibles de ser infectadas.
Al mismo tiempo, los bacteriéfagos pueden conferir proteccion contra futuras infecciones por
otros bacteriéfagos (Lopez et al., 2025).

Sin embargo, aln no se conoce con claridad como ocurre la dinamica ecolégica cuando
multiples bacteri6fagos estan presentes en un mismo genoma, ni como se desarrollan estos
eventos de forma natural y cual es su impacto sobre la THG de genes de virulencia y de
resistencia antimicrobiana en sitios donde pueden coexistir bacterias de un mismo género
que habitan distintos hospedadores. Este es el caso de cepas de E. coli portadoras de
genes de virulencia (PGV) pertenecientes a bisontes y carnivoros que comparten un area
ecoldégica comun, como la Reserva de la Biosfera de Janos, Chihuahua.

En este contexto, el objetivo de este estudio es describir la dinamica ecoldgica en la que

participan los bacteriofagos presentes en cepas de E. coli PGV recuperadas de fauna
silvestre, identificar las especies de bacteriéfagos presentes y analizar, mediante un
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enfoque ecoldgico, las posibles interacciones a nivel local que podrian estarse suscitando
entre las cepas de E. coli PGV.

Lo anterior, con la finalidad de proponer una posible THG de genes de virulencia y de
resistencia antimicrobiana, y asi contribuir al entendimiento de los procesos evolutivos de
las cepas de E. coli PGV presentes en una misma region.

Materiales y métodos

Seleccion de cepas de E. coli portadoras de genes de virulencia (PGV) aisladas de
fauna silvestre. Se dispuso de un acervo de 136 cepas de E. coli aisladas, genotipificadas
y serotipificadas provenientes de fauna silvestre, entre las especies animales se
encuentran: coyotes (Canis latrans), zorras del desierto (Vulpes macrotis), zorrillo rayado
(Mephitis mephitis), zorrillo de capucha (Mephitis macroura) y bisontes (Bison bison)
presentes en la Reserva de la Biosfera de Janos, Chihuahua, México. Las cepas se
encuentran resguardadas en el Laboratorio de Microbiologia Agropecuaria de la UAM-
Xochimilco (Lopez-Islas et al., 2022; Lépez-Islas et al., 2024a).

Se seleccionaron nueve cepas de las 136, de las cuales se conocen sus factores de
virulencia y sus serotipos. Las caracteristicas de estas cepas son: Tres cepas aisladas de
carnivoros: 1) 26-B Coy 6: stx1-stx2, O17:H18 (previamente secuenciada y con libreria
genética disponible); 2) Coy 3-19: stx1-stx2, 0153:H28; 3) Meph 15-8: escV-eae, O139:H6.
Seis cepas aisladas de bisontes: 1) B16(1)32: stx2-eae-ial, 022:H8; 2) B26(2)3: escV-eae-
ial, 022:H11; 3) B26(6)6: escV-eae-bfpB-ial, 026:H—; 4) B26(6)31: eae-ial, 026:H11; 5)
B2-31(2)33: stx1-stx2, Oll2ab:H2; 6) B2-31(2)36:. stxl-eae, O8:H14 (Vease Cuadro 1
capitulo 2, Materiales y métodos).

Induccidn de bacteriéfagos con mitomicina C. Las nueve cepas seleccionadas de E. coli
PGV (EPGV) fueron sembradas en caldo Luria-Bertani (LB) e incubadas durante la noche a
37 °C. Posteriormente, se midié la absorbancia a 600 nm utilizando un espectrofotémetro
(Espectrofotometro BECKMAN COULTER® DU 730 UV/VIS) con el fin de estandarizar la
suspension bacteriana a una concentracion equivalente a 0.5 de McFarland 1 x 108
UFC/mL.

Tras estandarizar la suspensiéon bacteriana, se inocularon 50 mL de caldo LB con 1 mL del
inoculo, el cual se incubd a 37 °C. A las 2 horas de crecimiento, cuando el cultivo alcanzo la
fase logaritmica (previamente estandarizado en una cinética de crecimiento bacteriano), se
afiadieron 15 pL de mitomicina C (Mitomycin C, Fisher BioReagents™) a una concentracion
de 30 pg/mL, para obtener una concentracién final de 0.3 pug/mL.

Posteriormente, los cultivos se incubaron a 37 °C durante 22 horas. Finalizado el periodo de
incubacién, cada cultivo fue transferido a tubos cénicos de 50 mL para su procesamiento
posterior.

Purificacion de fagos. Los cultivos bacterianos inducidos con mitomicina C fueron
centrifugados a 3,260 x g durante 20 minutos (Thermo Scientific™ Sorvall™ ST 8). El
sobrenadante de cada muestra fue recuperado y transferido a tubos de membrana de
didlisis (Spectra/Por®, Biotechne) con un punto de corte de 12 kDa.

Cada membrana de dialisis fue colocada en una solucion saturada al 70% de glucosa, en
condiciones estéticas y a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras fueron
filtradas secuencialmente a través de membranas de nitrocelulosa (MF-Millipore®) de 0.8
pm, 0.45 pmy 0.22 pm.
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El filtrado se recuperd y se colocé en la ultracentrifuga (Beckman Coulter L-80 Optima
Ultracentrifuge) a 3,260 x g durante 2 horas a 4 °C. El sobrenadante fue desechado para
obtener el pellet virico.

Al pellet viral se le afiadieron 1 uL de DNasa (1 mg/ml, Sigma-Aldrich®) y 1 uL de RNasa (1
mg/ml, Sigma-Aldrich®) y se incub6 a 56 °C durante 30 minutos, con la finalidad de eliminar
el material genético no protegido por capside. Posteriormente, se agregd 1 mL de solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) (8 g de NacCl, 0.2 g de KCl, 1.44 g de Na.HPO.y 0.24 g
de KH.PO.) y la muestra se someti6 nuevamente a ultracentrifugacion a 200,700 x g
durante 2 horas a 4 °C. Finalmente, se recupero el pellet purificado de fagos.

Extraccién de ADN de fagos. La extraccion de ADN de bacteriéfagos se realiz6 mediante
un método modificado basado en silica. Al pellet viral purificado se le afiadieron 500 pL de
solucién de lisis total (Tiocianato de guanidina 5M, Tris-HCI 10mM pH6.4, EDTA pH 8, Triton
2.5%) y se incubd durante 5 minutos. Posteriormente, se agregaron 50 uL de silica (Sigma-
Aldrich®) y la mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos. A continuacion,
se centrifug6 a 12,353 x g durante 5 minutos y se recuperod la pastilla de silica. A esta se le
afiadieron 500 pL de solucién de lisis simple (Tiocianato de guanidina 5M, Tris-HCI 10mM
pH6.4 y EDTA pH 8), se incubd durante 5 minutos y posteriormente se centrifugd a 12,353 x
g durante 5 minutos. Se recuperd nuevamente la pastilla de silica y se realizé un lavado con
etanol al 70%. Posteriormente, se centrifugd a 16,060 x g durante 15 segundos, se decanté
el sobrenadante y se realiz6 un lavado con acetona (método modificado de Batalini et al.,
2020).

Después, se centrifugd nuevamente a 16,060 x g durante 15 segundos y se decant6 el
sobrenadante. La pastilla de silica se dejé secar a 37 °C durante 10 minutos. A
continuacién, se afiadié solucion TE (Tris 10 mM-EDTA 1mM) y se incub6 a 56 °C durante 5
minutos. Finalmente, la muestra se centrifugé a 16,060 x g durante 30 segundos y se
recuperé el sobrenadante que contenia el ADN purificado, visualizado en un gel de agarosa
al 2% vy cuantificado por absorbancia UV a 260nm (Espectrofotometro BECKMAN
COULTER® DU 730 UV/VIS).

Secuenciacidn y analisis genético. EI ADN recuperado de los bacteri6fagos fue
secuenciado en la Unidad de Secuenciacion Masiva del Instituto de Biotecnologia (IBT) de
la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), utilizando la plataforma lllumina
NextSeq 500 y con un rendimiento de 500 ciclos, de las cuales se generaron bibliotecas
lecturas pareadas.

Una vez obtenidas las bibliotecas provenientes de las lecturas pareadas de la
secuenciacion de cada cepa, se evaluo la calidad de las lecturas con FastQC v0.12.0 (de
Sena Brandine y Smith, 2019) para seleccionar secuencias con calidad superior a Q30,
evaluar el porcentaje de GC, detectar la presencia de adaptadores y de secuencias
duplicadas, y proceder a su limpieza.

Posteriormente, se realiz6 la depuracion y filtrado de las secuencias. La eliminacién de
adaptadores de lllumina presentes en las secuencias (F: CCTACGGGNGGCWGCAG; R:
GACTACHVGGGTATCTAATCC), asi como el recorte de bases de baja calidad (trimming),
se llevo a cabo utilizando el programa Cutadapt v4.0 (Martin, 2011). El ensamblaje de novo
de los genomas presentes en las nueve cepas se llevé a cabo utilizando SPAdes v2.4.0
(Prijibelski et al., 2020) y metaSPAdes v.3.15.3 (Nurk et al., 2017). Para la eliminacién de
secuencias duplicadas se utiliz6 bbmap v39.81 (Bushnell, 2017), sin embargo, no se
eliminaron todas las deduplicaciones solo si sobrepasaban el 20% de deduplicaciones por
secuencia, ya que en estudios metagendémicos, la eliminacion indiscriminada de lecturas
duplicadas en genomas no complejos puede conducir a una subestimacién de la
abundancia biologica real, ya que una proporcién de estas corresponde a duplicados
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naturales derivados de la cobertura y dinamica poblacional (Niu et al., 2010; Zhang et al.,
2023).

Se evalu6 la contaminacion por ADN bacteriano utilizando ViromeQC v1.0.2 (Zolfo et al.,
2019). Se seleccionaron Unicamente aquellas muestras con un nivel de contaminacién por
ADN bacteriano inferior al 1%.

La blsqueda de secuencias relacionadas con bacteriéfagos se realizé utilizando
FastViromeExplorer v1.3., para lo cual se ocuparon los parametros preestablecidos, se
analizaron lecturas pareadas en formato fastq y el indice generado fue a partir de la base de
dato “nchi-viruses-list.txt”, segun las instrucciones del programador (Tithi et al., 2018).

En los contigs ensamblados se realizd la busqueda de genes de virulencia y genes de
resistencia antimicrobiana empleando la paqueteria ABRicate GPLv2 (Seemann, 2023),
empleando como referencias las bases de datos VFDB (Chen et al., 2016), Ecoli_VF (Ingle
et al., 2016), NCBI AMRFinderPlus (Feldgarden et al., 2021), CARD (Alcock et al., 2023),
Resfinder (Bortolaia et al., 2020) y PlasmidFinder (Carattoli, 2014). Asimismo, se utiliz6 la
base de datos construida “proteinafagos” (ver Capitulo 2 Materiales y Métodos).

Para el procesamiento y visualizacion de los resultados derivados de la blusqueda de genes
de virulencia, genes de resistencia, y genes asociados a proteinas de bacteriéfagos y
especies virales fueron analizados en Python 3 con las librerias pandas (Mackinney, 2010),
NumPy (Harris et al., 2020), matplotlib (Hunter, 2007) y seaborn (Waskom, 2021). Los
mapas de calor se construyeron a partir del nimero de genes de resistencia, genes de
virulencia o genes asociados a proteinas de bacteriéfagos, presentes en cada cepa. Se
tomaron a consideracion aquellos genes que tuvieran coberturas con respecto a los genes
de referencia por encima del 90% y similitudes con respecto a los genomas de referencias
por encima del 90%.

Analisis ecolégico. Las abundancias relativas de especies de bacteriéfagos se calcularon
a partir del nimero de lecturas mapeadas contra los genomas de referencia de la base de
datos utilizada, en este caso ncbi-viruses-list.txt. Las lecturas mapeadas se consideraron
como una estimacién del nimero de individuos para cada una de las especies presentes en
cada cepa, observandose variaciones en el nimero de lecturas entre especies dentro de
cada muestra. Posteriormente, el total de lecturas mapeadas por cepa se tomé como el
100% de los individuos, lo que permitié calcular la abundancia relativa de cada una de las
especies de bacteriéfagos presentes en cada cepa.

Para el calculo de abundancias y el desarrollo de gréaficas se utilizé Python 3 con las
librerias pandas 2.3.3 (Mackinney, 2010), NumPy 2.4.4 (Harris et al., 2020), matplotlib
3.10.8 (Hunter, 2007) y seaborn 0.13.2 (Waskom, 2021) para el procesamiento y
visualizacion de datos.

A partir de las especies de bacteriéfagos identificadas mediante el analisis genético de las
nueve cepas, se evalud la diversidad a por cepa utilizando los indices de Shannon y
Simpson, con el objetivo de estimar la riqueza y la abundancia relativa de las especies de
bacteriéfagos presentes en cada cepa.

Ademas, se analizé la diversidad B mediante el indice de Jaccard, con la finalidad de
evaluar la disimilitud entre las cepas con base en la presencia o ausencia de especies de
bacteriéfagos.

Por dltimo, se realizé un analisis de metacomunidades para evaluar la distribucion de las

distintas especies por sitio, es decir, su coherencia, considerando su presencia y ausencia
dentro de una matriz de metacomunidad. Asimismo, se midié el recambio de especies entre
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cada unidad de muestreo y su distribucion dentro de la matriz. Finalmente, se calcul6 el
indice de agrupamiento de las especies dentro de la matriz de la metacomunidad, de
acuerdo con la metodologia propuesta por Leibold y Mikkelson (2002). Se consideraron
estadisticamente significativos aquellos resultados con un valor de *p < 0.05).

En este caso, las cepas constituyen la unidad de muestreo, en las cuales se analiza la
presencia y distribucion de especies de bacteridfagos. Este andlisis permitié establecer la
estructura y composicién de la metacomunidad de bacteriéfagos asociada a las nueve
cepas estudiadas.

Para el andlisis de la diversidad a y B se utiliz6 RStudio 4.4.1 utilizando las librerias
BiodiversityR v2.16-1 (Kindt y Coe, 2005) y betapart v1.6 (Baselga et al., 2023), con los
cuales se generaron los indices de Shannon y Simpson (1-D), ademéas del dendograma
resultante del calculo del indice de similitud de Jaccard. Para el andlisis y la visualizacién de
las metacomunidades se utiliz6 metacom 1.5.3 (Dallas, 2014), vegan v2.6-6.1 (Oksanen et
al., 2024), dbplyr v2.5.0 (Wickham et al., 2024) y ggplot2 3.5.1 (Wickham, 2016).

Resultados

Analisis de abundancia.

Los pellets virales recuperados y secuenciados de las nueve cepas inducidas con
mitomicina C presentaron un rango de 8,521,641 a 22,552,172 secuencias pareadas, con
calidades entre Q20 y Q30, longitudes de 149 pb y porcentajes de secuencias deduplicadas
entre 11.84% y 63.44%. Se realiz6 una depuracidon de secuencias; sin embargo, no se
eliminaron todas las secuencias deduplicadas (ver Metodologia). Posterior a la depuracion,
se trabaj6é con un rango entre 7,023,428 y 10,100,482 secuencias pareadas, con calidades
superiores a Q30, longitudes de secuencia de 120-149 pb y porcentajes de GC de 49% a
54%, ademas de un porcentaje de secuencias deduplicadas entre 8.01% y 18.48% (Tabla
suplementaria 1).

Posteriormente, las secuencias fueron ensambladas, generando un rango de 17,199 a
202,385 secuencias contiguas, donde la cepa con mayor nimero de secuencias contiguas
fue la cepa Coy 3-19 (proveniente de un coyote) y la cepa con menor numero fue la cepa B-
26 Coy 6 (aislada de un bisonte) (Cuadro 1). Una vez obtenidas secuencias de buena
calidad, se realiz6 el analisis metagendmico para identificar las especies de bacteri6fagos
presentes en las nueve cepas mediante FastViromeExplorer v1.3.; se detectd un total de 82
especies de bacteri6fagos distribuidas entre las nueve cepas, con distintas abundancias de
lecturas mapeadas, de las cuales se eliminaron aquellas con valores menores a 100. Como
resultado, se obtuvo un total de 49 especies de bacteridéfagos distribuidas en las nueve
cepas de E. coli PGV (Tabla suplementaria 2). Estos 49 bacteriéfagos estan distribuidos en
180 secuencias contiguas presentes en las nueve cepas de EPGV.

Cuadro 1. Parametros de calidad de las secuencias ensambladas de los bacteriéfagos recuperados de
sobrenadantes después de la inducciéon con mitomicina C. Se muestran las métricas de ensamblaje
obtenidas a partir de lecturas metagendémicas de sobrenadantes virales inducidos con mitomicina C. Para cada
biblioteca se reporta la longitud total del ensamblaje, contenido GC, numero de marcadores presentes,
completitud, redundancia, nimero de secuencias contiguas, asi como los valores de N50 y L50. Los
ensamblajes se generaron utilizando metaSPAdes v.3.15.3, seguido de la evaluacion de calidad genémica con
herramientas bioinformaticas estandar para genomas virales.

Marcador Secuenci
Longitud Contenid es Redunda as
Biblioteca total 0CG presentes Integridad ncia contiguas N50 L50
B2- 6,926,613 66.84 102 0.9714 1.0816 36,060 6,321 16
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olds_1 8,781,450 57.64 96 0.9714 1.072 28,324 9,208 304

Se analizé el orden viral al cual pertenecen las 49 especies de bacteriéfagos detectados en
las nueve cepas, observandose que el orden Caudoviricetes (actualmente Caudovirales) fue
el predominante, con abundancias relativas entre 75% y 100%. En las cepas Meph15-28
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(zorrillo), Coy 3-19 (coyote), 26-B Coy 6 (coyote) y B16(1)32 (bisonte), todas las especies
de bacteriéfagos identificadas fueron asignadas al orden Caudovirales, con una abundancia
relativa del 100%. De estas, las cepas Meph 15-28, Coy 3-19 y 26-B Coy 6 corresponden a
aislamientos provenientes de distintos carnivoros, mientras que la cepa B16(1)32 se obtuvo
de un bisonte.

En las cepas B26(2)3 (bisonte), B26(6)31 (bisonte), B26(6)6 (bisonte) y B2-31(2)33
(bisonte), la abundancia del orden Caudovirales oscil6 entre el 75% y el 97%; sin embargo,
el porcentaje restante no pudo ser clasificado dentro de ningun orden taxonémico. Cabe
destacar que estas cepas provienen exclusivamente de dos bisontes: un individuo del cual
se obtuvieron tres cepas y otro del que se aislaron dos cepas (Figura suplementaria 1).

El andlisis de la abundancia de las familias presentes en los 49 bacteriéfagos inducidos con
mitomicina C en las nueve cepas de EPGV mostré que las principales familias detectadas
fueron Myoviridae, Podoviridae y Siphoviridae (Familias abolidas desde el 2023, presentes
en la base de datos de FastViromeExplorer v1.3.), con abundancias variables entre cepas.
La familia Siphoviridae estuvo presente en las nueve cepas, con rangos de 1% a 98%;
Myoviridae estuvo presente en siete cepas, con rangos de 1% a 99%; y Podoviridae se
detectd en cuatro de las nueve cepas, con rangos de 7% a 97%. En las cepas B26(2)3,
B26(6)31, B26(6)6 y B2-31(2)33 se encontraron lecturas de secuencias contiguas sin
asignacién a alguna familia de bacteriéfagos (Figura 2 suplementaria).

El analisis de la presencia y abundancia de los distintos géneros virales en los 52
bacteriéfagos inducidos con mitomicina C mostr6 la presencia de siete géneros con
abundancias variables. El género Lambdavirus estuvo presente en las nueve cepas, con
porcentajes de abundancia entre 2.53% y 96.53%, siendo el género predominante en las
cepas Meph 15-28, B26(2)3, B2-31(2)36, B26(6)6, B26(6)31 y B2-31(2)33 (Cuadro 2; Figura
3 suplementaria).

El género P2virus se encontré en seis cepas (26-B Coy 6, B26(1)32, B26(6)31, B26(6)6,
Coy3-19 y Meph 15-28), con abundancias entre 0.91%, 73.39%. El género Pocjvirus se
detectd en cinco cepas (Meph 15-28, B2-31(2)33, B26(6)6, B26(6)31 y 26B-Coy 6), con
abundancias de 0.01, 0.58, 1.72, 3.16 y 33.80%, respectivamente. El género Nona33virus
estuvo presente en cinco cepas (26B-Coy 6, B26(6)31, B26(6)6, B2-31(2)33 y Coy3-19),
con abundancias de 0.02% a 5.51% (Cuadro 2; Figura 3 suplementaria).

En ocho de las nueve cepas se detectaron bacteri6fagos sin asignacién a género, con
porcentajes entre 0.79% y 97.28% (Cuadro 2; Figura 3 suplementaria).

Cuadro 2. Distribuciéon taxonémica de bacteriéfagos a nivel de género en cepas de Escherichia coli PGV
inducidas con mitomicina C. Se muestra el porcentaje de lecturas mapeadas asignadas a distintos géneros de
bacteri6fagos en cada una de las nueve cepas analizadas. La asignacion taxonémica se realiz6 mediante
FastViromeExplorer v1.3, utilizando la base de datos de referencia ncbi-viruses-list.txt. Los valores representan
la abundancia relativa de lecturas mapeadas por género viral respecto al total de lecturas virales por muestra,
incluyendo una categoria de lecturas no clasificadas (Unclassified).

Sin
Cepal Nona33viru Phietaviru clasific
Género Hplvirus Lambdavirus s P2virus 's Pocjvirus TI2011virus ar
26-B Coy
6 0% 2.53% 0.02% 0% 0% 33.80% 57.11% 6.54%
B26(1)32 0% 19.96% 0% 73.39% 0% 0% 0% 6.65%
B26(2)3 0% 78.98% 0% 0% 0% 0% 0% 21.02%
B26(6)31 0% 57.56% 2.45% 04.08% 0.12% 3.16%  9.69% 22.93%
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B26(6)6 0.36% 71.51% 5.51% 0.91% 0% 1.72% 0.17% 19.82%

B2-
31(2)33 0% 59.13% 2.83% 0% 0% 0.58%  8.15% 29.30%
B2-
31(2)36 0% 77.45% 0% 0% 0% 0% 0% 22.54%
Coy 3-19 0% 1.28% 0.02% 1.42% 0% 0% 0% 97.28%
Meph 15-
28 0% 96.53% 0% 2.66% 0% 0% 0% 0.79%

El analisis de las secuencias contiguas mostrd la presencia de 49 especies de bacteriéfagos
en las nueve cepas inducidas de E. coli PGV (Tabla suplementaria 2). Las abundancias
relativas fueron variables; se graficaron abundancias mayores al 2% (Figura 1).

Las abundancias de las lecturas mapeadas para especies de bacteriéfagos fue la siguiente:
La cepa 26B-Coy 6 contiene 23 especies de fagos; entre las principales se encuentran:
Shigella phage Ss-VASD (52.25%), Shigella virus POCJ13 (24.59%), Shigella virus 7502Stx
(9.20%) y Escherichia virus PA2 (4.05%) (Figura 1; Tabla suplementaria 2).

La cepa B16(1)32 contiene 14 especies, entre las que destacan: Escherichia phage pro483
(73.28%), Stx2-converting phage 1717 (17.68%), Enterobacteria phage P88 (6.24%) y
Enterobacteria phage BP-4795 (1.29%) (Figura 1; Tabla suplementaria 2).

La cepa B2-32(2)33 contiene 18 especies; las principales son: Enterobacteria phage HK630
(24.99%), Enterobacteria phage YYZ-2008 (24.85%), Enterobacteria phage BP-4795
(12.55%), Enterobacteria phage mEp460 (12.46%), Stx2-converting phage 1717 (8.12%),
Shigella virus VASD (6.23%), Stx2-converting phage 86 (4.38%), Escherichia virus 933W
(2.83%) y Escherichia virus TL2011 (1.37%) (Figura 1; Tabla suplementaria 2).

La cepa B2-32(2)36 contiene 8 especies; las principales son: Enterobacteria phage BP-
4795 (56.36%), Enterobacteria phage YYZ-2008 (22.54%) y Stx2-converting phage 1717
(21.05%) (Figura 1; Tabla suplementaria 2).

La cepa B26(2)3 contiene 19 especies; entre las principales estan: Enterobacteria phage
BP-4795 (56.54%), Enterobacteria phage YYZ-2008 (19.02%), Stx2-converting phage 1717
(18.32%), Enterobacteria phage mEp460 (3.91%) y Shigella phage Sfll (1.08%) (Figura 1;
Tabla suplementaria 2).

La cepa B26(6)31 contiene 34 especies; las principales son: Escherichia phage HK639
(24.08%), Shigella phage SflV (14.07%), Shigella virus VASD (8.88%), Escherichia virus
HKO022 (8.60%), Enterobacteria phage BP-4795 (7.31%), Stx2-converting phage 1717
(4.98%), Enterobacteria phage YYZ-2008 (3.96%), Enterobacteria phage P4 (3.70%) y
Enterobacteria phage mEp390 (3.66%) (Figura 1; Tabla suplementaria 2).

La cepa B26(6)6 contiene 22 especies; las principales son: Enterobacteria phage BP-4795
(28.34%), Stx2-converting phage 1717 (19.82%), Enterobacteria phage HK629 (11.26%),
Escherichia virus Lambda (10.01%) y Enterobacteria phage YYZ-2008 (9.19%) (Figura 1;
Tabla suplementaria 2).

La cepa Coy3-19 presentd 18 especies; las principales fueron: Shigella phage SflV

(33.11%), Shigella phage Sfll (28.09%), Enterobacteria phage SfV (21.07%) vy
Enterobacteria phage Sfl (14.88%) (Figura 1; Tabla suplementaria 2).
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En la cepa Meph15-28 se encontraron 17 especies; las predominantes fueron Escherichia
virus Lambda (94.20%) y Enterobacteria phage BP-4795 (1.25%) (Figura 1; Tabla
suplementaria 2).

Las abundancias relativas de lecturas mapeadas mas altas de la metasecuenciacion,
corresponden a bacteri6fagos que infectan bacterias entéricas, como E. coli, como los
bacteriéfagos Shigella phage Ss-VASD, Escherichia phage pro483, Enterobacteria phage
HK630, Enterobacteria phage BP-4795, Enterobacteria phage BP-4795, Escherichia phage
HK639, Shigella phage SflV y Escherichia virus Lambda (Figura 1; Tabla suplementaria 2).
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Figura 1. Abundancia relativa de especies de bacteri6fagos en cepas de Escherichia coli PGV inducidas
con mitomicina C. Distribuciéon de la abundancia relativa (%) de especies de bacteriéfagos identificadas en
nueve cepas de E. coli PGV tras induccion con mitomicina C. Las lecturas obtenidas mediante secuenciacion
masiva fueron procesadas con FastViromeExplorer v1.3, utilizando la base de datos de referencia ncbi-viruses-
list.txt. Cada color representa una especie distinta de bacteriéfago, y la altura de los segmentos indica la
proporcion de lecturas mapeadas asignadas a cada especie dentro de cada cepa analizada.

La variacion en las abundancias relativas entre las nueve cepas inducidas con mitomicina C
permite analizar cada cepa como una unidad de muestreo distinta que comparte
caracteristicas con las demas. Para evaluar si se logro captar adecuadamente la diversidad
de bacteriéfagos mediante la induccién con mitomicina C en las cepas de E. coli PGV
aisladas de fauna silvestre, se realizé una curva de rarefaccion. En esta se observa el
aumento de la riqueza de especies por unidad de muestreo, partiendo de una riqueza de
19.77 para la unidad de muestreo 1, con una desviacion estandar (DE) de * 6.61; mientras
que, para la unidad de muestreo 8, se muestra una riqueza de 47.92 especies con una DE
de + 2.75. En el caso de la unidad de muestreo 9 se contemplan todas las especies de
bacteriéfagos detectadas por lo cual no presenta DE, debido a ser un valor exacto. Esto
evidencia una mayor variabilidad al inicio del analisis que disminuye conforme aumenta la
intensidad de muestreo; sin embargo, no se observa una fase de meseta, ya que la curva
mantiene una pendiente positiva, lo que indica que, al incrementar el esfuerzo de muestreo,
podrian incorporarse nuevas especies de bacteriéfagos, con una tendencia a estabilizarse
(Cuadro 3, Figura 4 suplementaria).

Cuadro 3. Datos de la curva de rarefaccién de la riqueza de especies de bacteriéfagos en cepas de
Escherichia coli PGV. Se presentan los valores de riqueza de especies estimada a partir de una curva de
rarefaccion construida con las nueve cepas de E. coli PGV inducidas con mitomicina C. La riqueza de especies
corresponde al nimero acumulado de bacteriéfagos detectados conforme aumenta el esfuerzo de muestreo
(unidades de muestreo de 1 a 9). Se incluyen los valores de desviacion estandar (DE ), calculados a partir de
permutaciones del muestreo, los cuales disminuyen progresivamente conforme se incrementa el numero de
unidades, indicando una estabilizacién en la estimacién de la riqueza hacia el final del muestreo.
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Unidades de 1 2 3 4 5 6 7 8 9
muestreo

Riqueza de |19.78 [ 28.92 | 34.80 [ 38.81 |[41.74 |44.02 |45.92 (47.56 |49.00
especies

DE+ 6.61 |6.99 |[6.69 |6.20 5.59 4.90 4.02 2.75 0.00

El andlisis de acumulacion de especies mostré una mayor proporcion de lecturas contiguas
correspondientes a siete especies presentes en las nueve cepas: Enterobacteria phage BP-
4795, Escherichia virus Lambda, Enterobacteria phage YYZ-2008, Escherichia phage
pro483, Shigella virus VASD, Stx2-converting phage 1717 y Enterobacteria phage SfV
(Figura 2A).

Mientras que el analisis por género (bisontes y carnivoros) evidencié que la proporcion de
lecturas asociadas a especies de bacteri6fagos cambia al separar los grupos. En
carnivoros, las especies predominantes fueron: Shigella phage Ss-VASD, Shigella virus
POCJ13, Shigella phage SfIV, Shigella phage Sfll, Enterobacteria phage SfV, Shigella virus
7502Stx y Enterobacteria phage Sfl. En bisontes, las principales fueron: Enterobacteria
phage BP-4795, Escherichia phage pro483, Stx2-converting phage 1717, Enterobacteria
phage HK630 y Enterobacteria phage mEp460 (Figura 2B).

En ambos casos, las especies de bacteriéfagos que contribuyen a la diversidad de especies
son los bacteri6fagos Shigella virus VASD y Enterobacteria phage BP-4795, especies
bacteriéfagos que corresponden a bacteriéfagos asociados a distintas enterobacterias y
reportados con presencia del gen stx2 (Carter et al., 2016; Creuzburg et al.,, 2011). En
conjunto, estos resultados confirman que cada cepa aporta una proporcion particular de
bacteriéfagos a la comunidad y funciona como un sitio capaz de albergar distintas especies
(Figura 2B).
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Figura 2. Abundancia acumulada relativa de especies de bacteriéfagos en cepas de Escherichia coli PGV
inducidas con mitomicina C y su por 6rden. La figura muestra la estructura de las comunidades virales
obtenidas tras la induccién con mitomicina C en nueve cepas silvestres de E. coli PGV. El mapeo de especies y
la cuantificacion de lecturas se realizaron mediante FastViromeExplorer v1.3. (A) Abundancia de especies en las
nueve cepas de E. coli PGV: se representa la riqueza total de profagos activados. El eje Y corresponde a la
abundancia relativa (% de lecturas mapeadas) y el eje X a las especies de bacteriéfagos identificadas. (B)
Abundancia de especies de bacteriéfagos agrupadas érden (carnivoros vs. rumiantes/bisontes): se muestra la
distribucién rango—abundancia de los bacteriéfagos inducidos, evidenciando diferencias en la contribucion
relativa de los 6rdenes evaluados.

Andlisis de diversidad o, B y metacomunidad

Se evaluaron por cada cepa, como unidad de muestreo, que aporta un conjunto particular
de especies de bacteri6fagos a la comunidad —y, por ende, presenta una diversidad distinta
—, los indices de diversidad de Shannon-Wiener y de Simpson. Asimismo, con el objetivo
de determinar si las distintas cepas comparten especies de bacteriéfagos, se calculd el
indice de similitud de Jaccard.

Las cepas que mostraron mayor diversidad de especies tras la inducciéon con mitomicina C
fueron B26(6)31, con un valor de Simpson de 0.8910 y un valor de Shannon de 2.6298;
seguida de la cepa B26(6)6, con un valor de Simpson de 0.8432 y un valor de Shannon de
2.1969; y, en tercer lugar, la cepa B2-31(2)33, con un valor de Simpson de 0.8308 y un
valor de Shannon de 2.0043 (Cuadro 4).

Estos resultados indican que, si bien estas tres cepas presentan una mayor diversidad, esta
puede considerarse moderada. En ellas no se observa una marcada dominancia de algunas
especies ni una presencia relevante de especies raras o0 Unicas. Lo anterior se interpreta
considerando que, para el indice de Simpson, valores mayores a 3 indican alta diversidad,
influenciada por la presencia de especies raras; mientras que, en el indice de Shannon,
valores cercanos a 1 representan una diversidad alta, ya que este indice es sensible tanto a
la dominancia como a la equidad de las especies.

Cuadro 4. indices de diversidad o por cepa de Escherichia coli PGV. Se calcularon los indices de diversidad
de Shannon—Weaver y Simpson para cada cepa de E. coli PGV con el objetivo de evaluar la diversidad de
especies de bacteriéfagos presentes en cada comunidad viral. Cada cepa fue considerada como un sitio
independiente con una estructura comunitaria particular. Los valores obtenidos permiten comparar la diversidad
entre cepas e inferir la posible dominancia de especies especificas de bacteriéfagos dentro de cada comunidad.

Cepas de [26B-Coy B2- B2- Meph 15-
E. coli 6 B16(1)32 | 31(2)33 | 31(2)36 | B26(2)3 | B26(6)31 | B26(6)6 | Coy 3-19 28
PGV

indice de

Shannon | 1.4947 | 0.8438 | 2.0043 | 1.0600 | 1.1397 | 2.6298 | 2.1969 | 1.4802 | 0.3592

indice 0.6552 0.4275 0.8308 0.6007 0.6002 0.8910 0.8432 0.7476 0.1121
Simpson

Ademas, dos de estas cepas provienen del mismo individuo y las tres pertenecen a
bisontes, lo que sugiere la posibilidad de que las cepas provenientes de bisontes —o, en
general, de rumiantes— aporten una mayor diversidad de bacteriéfagos a la comunidad,
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aunque con cierta predominancia de algunas especies, entre ellas Enterobacteria phage BP
4795, Stx2 converting phage 1717 y Enterobacteria phage YYZ 2008 (Figura 1).

Las cepas que mostraron menor diversidad tras la induccion con mitomicina C fueron
Meph15-28, con un valor de Simpson de 0.1121 y un valor de Shannon de 0.3592, y
B16(1)32, con un valor de Simpson de 0.4275 y un valor de Shannon de 0.8438. Estas
cepas provienen de un carnivoro (zorrillo listado) y de un bisonte, respectivamente (Cuadro
3).

Estos resultados indican que en dichas cepas existe una mayor dominancia de especies.
Tal es el caso de la cepa Meph15-28, cuya abundancia esta dominada por Escherichia virus
Lambda. Por su parte, en la cepa B16(1)32, la abundancia esta determinada principalmente
por tres especies de bacteri6fagos: Escherichia phage pro483, Enterobacteria phage
BP4795 y Enterobacteria phage P88 (Figura 1).

En conjunto, estos resultados sugieren que cada cepa de E. coli PGV podria diferir en su
capacidad de albergar fagos. Asimismo, no se descarta la posibilidad de que la mitomicina
C haya inducido Unicamente algunas especies de bacteriéfagos en estas cepas.

Para evaluar la diversidad beta, se utilizé el indice de Jaccard con el fin de analizar la
similitud en la composicion de especies de bacteriéfagos dentro de la comunidad de cepas
de E. coli PGV. Con los resultados de los indices de Jaccard (Cuadro 5) se construyé un
dendrograma de similitud donde se observa que, aunque las cepas difieren en su diversidad
alfa, comparten especies de bacteriéfagos entre si, agrupandolos en dos grandes grupos
(Figura 3).

Cuadro 5 | indice de similitud de Jaccard entre cepas de Escherichia coli PGV inducidas con mitomicina
C. Se presenta la matriz de similitud basada en el indice de Jaccard, el cual cuantifica el grado de coincidencia
en la composicion de especies de bacteriéfagos entre pares de cepas de E. coli PGV. Los valores vande 0 a 1,
donde 1 indica identidad completa en la composicién de especies compartidas y 0 ausencia total de especies en
comln. La matriz permite evaluar la similitud estructural entre comunidades virales inducidas en cada cepa,
evidenciando patrones de comparticion diferencial de bacteriéfagos entre las distintas muestras analizadas.

26B- Ef(-z)s 512('2)3 B26(2) | B26(6) | B26(6) | B16(1) | Coy3- | Meph
Coy6 |2 : 3 6 31 32 19 15-28
f:is_e 1000 |0458 |0267 |0520 |0429 |0375 |0320 |0571 |0.323
B2-
31(2)3 | 0458 |1.000 |0.292 |0429 |0500 |0423 |0320 |0.423 |0240
3
B2-
31(2)3 | 0.267 |0292 | 1000 |0222 |0267 |0188 |0176 |0.222 |0143
6
2262 10520 | 0429 |0222 |1000 |0500 |0345 |o0286 |0420 |0.286
o20) | 0420 | 0500 |0267 |0500 |1000 |0429 |0286 |0500 |0.273
2260 | 0375 | 0423 |o0188 | 0345 |0420 | 1000 |0240 |0345 | 0.200
2% 10320 |0320 |o0176 |0286 |0286 |0240 | 1000 |0286 | 0.250
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i;)y 3 0.571 0.423 0.222 0.429 0.500 0.345 0.286 1.000 0.286
Meph
15-28 0.323 0.240 0.143 0.286 0.273 0.200 0.250 0.286 1.000

El primer grupo estd conformado por las cepas 26B-Coy 6 y Coy 3-19. Estas dos cepas
comparten una mayor similitud entre si, a una distancia de 0.4, en comparacién con las
demas cepas. Este grupo agrupa a 7 cepas, lo que indica que comparten especies de
bacteriofagos entre si, sugiriendo que han estado en contacto con las mismas especies de
bacteriéfagos. A su vez, este grupo se subdivide en tres subgrupos: el primero, integrado
por B2-31(2)33 y Meph 15-28; el segundo, por B2-31(2)36 y B26(6)6; y el tercero, por
B26(2)3, B26(6)31 y B16(1)32 (Figura 3).

Ademas, las cepas B2-31(2)36 y B26(6)6 son las que presentan mayor similitud, con una
distancia < 0.2. Es muy probable que estas cepas compartan casi las mismas especies de
bacteriofagos (Figura 3). De igual forma, las cepas B26(6)31 y B16(1)32 generan un
subgrupo que comparte una distancia cercana a 0.1. Cabe destacar que las cepas B26(6)6
y B2-31(2)36 provienen de dos bisontes distintos, al igual que las cepas B26(6)31 y
B16(1)32 (Figura 3). Las cepas B2-31(2)33 y Meph15-28, aunque pertenecen al segundo
grupo, muestran una divergencia propia, lo que indica que poseen fagos Unicos que las
separan de los subgrupos presentes en este grupo; entre ellas comparten una similitud con
una distancia cercana a 0.2. La cepa B2-31(2)33 pertenece a un bisonte y la cepa Meph15-
28 a un zorrillo (Figura 3).

Dendrograma de Disimilitud (indice de Jaccard)
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Figura 3. Dendrograma de disimilitud de especies de bacteriéfagos compartidas entre cepas de
Escherichia coli PGV inducidas con mitomicina C. Se analiz6 la B-diversidad en términos de disimilitud de
especies de bacteriéfagos presentes en nueve cepas de E. coli PGV utilizando el indice de Jaccard. El
dendrograma compara la composicion de las comunidades virales liberadas tras la induccién con mitomicina C,
identificadas mediante FastViromeExplorer v1.3. El eje vertical representa la distancia de disimilitud, donde
valores més cercanos a 1 indican la menor coincidencia en la composicién de especies de bacteri6fagos entre
las cepas analizadas.

116



Esta agrupacion indica que, a pesar de tratarse de cepas distintas de E. coli PGV, e incluso
de provenir de diferentes géneros y especies animales, comparten ciertas especies de
bacteriéfagos. Ademas, la presencia de algunas especies de bacteri6fagos parece
agruparse segun la especie hospedadora, considerando que las cepas provienen de una
misma regién geografica. Asimismo, algunas cepas presentan bacteriéfagos que podrian
considerarse elementos Unicos dentro de su diversidad viral.(Figura 3).

Estos resultados abren la posibilidad de que las cepas de E. coli PGV se comporten como
una metacomunidad, en la cual las especies de bacteri6fagos pueden movilizarse entre
distintas cepas y entre diferentes érdenes.

Se realizé un andlisis de matriz de metacomunidades, en el cual se observé que los
bacteri6fagos presentes en las cepas muestran coherencia, entendida como el calculo
numeérico de las ausencias presentes (Abs) en una matriz ordenada, comparado con el valor
observado en una distribucién nula de ausencias presentes generada a partir de matrices
simuladas, segun lo propuesto por Leibold y colaboradores (2004). El andlisis mostré un
valor de Z < -1.96 y una significancia de p < 0.0008, lo que sugiere que las comunidades
presentan un mayor numero de Abs de especies de lo esperado bajo un modelo de
distribucion ideal, indicando cierta independencia entre ellas, posiblemente influenciada por
factores locales, como la competencia entre especies de bacteriéfagos (Figura 4).

Especies de fagos presentes

B26_6_31
B26_2_3
B16_1_32
Coy3_19
Meph_ 15 28
B2 31_2 36
26B_Coy6

B2 31_2 33

B26_6_6

Coherencia Recambio Agrupamiento | Estructura

p 4 media | varianza p 4 media | varianza | Indice p

8.27E-048 | <-1.96 | 225.406 11.11 | 0.013 | 2.46 | 1959.31 | 238.54 1.255 | 0.013 | Tablero
de ajedrez

Figura 4. Analisis de la Metacomunidad de bacteriéfagos presentes en las nueve cepas de E. coli PGV.
Diagrama de la matriz de presencia/ausencia de especies de bacteriéfagos. En el eje de la “x” se distribuyen las
especies de bacteriéfagos, en el eje de las “y” las nueve cepas donde se distribuyen las especies de
bacteriéfagos. Las celdas negras indican presencia y las blancas ausencia. La matriz ha sido reordenada
automaticamente para minimizar las discrepancias y revelar la estructura subyacente de la metacomunidad por
el método de modelo nulo (rl) con la funcion Metacommunity de metacom v1.5.3. en RStudio v4.4.1. Tabla de
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Pardmetros Estadisticos. Resumen de los resultados de las pruebas de aleatorizacion para evaluar la
coherencia, el recambio y el agrupamiento.

Este patron de distribucion se le conoce como tablero de ajedrez, donde las especies son
mutuamente excluyentes, recalcando la idea de competencia intraespecifica entre las
distintas especies de bacteriéfagos.

De igual forma se analizé el recambio y el agrupamiento de la metacomunidad como lo
proponen Heino y colaboradores (2015). Esta metacomunidad con patrén de tablero de
ajedrez presentd un recambio de especies de bacteriéfagos con valor de distribuciéon Z =
2.46 y una significancia de p < 0.013, lo que sugiere que algunas especies de bacteridfagos
pueden ser reemplazadas siguiendo patrones estructurados entre las cepas que conforman
la metacomunidad. Asimismo, se observé un indice de agrupacion de 1.255 con una
significancia de p < 0.013. Estos resultados sugieren la existencia de interacciones
competitivas y excluyentes con cierto grado de recambio por grupos de especies de
bacteriéfagos en respuesta a la presencia de distintas especies de bacteri6fagos entre las
distintas cepas que integran la metacomunidad (Figura 4).

Es posible que esta dinamica condicione el flujo de material genético entre algunas cepas
de E. coli mediante THG, favoreciendo que ciertos FV y GRA sean compartidos entre
distintas cepas. En contraste, otras cepas de E. coli PGV podrian presentar perfiles
diferentes de FV y GRA. Por ello, se analiz6 la presencia de FV y GRA en las secuencias de
bacteriéfagos identificadas en las nueve cepas de E. coli.

Presencia de FV y GRA

Se analiz6 la presencia de factores de virulencia (FV) en las secuencias contiguas
ensambladas de los genomas virales de las nueve cepas de E. coli PGV inducidas con
mitomicina C. En los bacteriéfagos presentes en estas cepas se identificaron 409 genes
asociados a FV. Las secuencias fueron filtradas y se seleccionaron Unicamente aquellas
con coberturas y similitudes mayores al 90% respecto a las secuencias reportadas en las
bases de datos VFDB y Ecoli_VF en ABRicate, obteniéndose un total de 279 FV en los
bacteriéfagos de las nueve cepas de E. coli PGV.

Dentro de los FV identificados se encontraron: operones fimbriales, colicinas, factores
quimiotacticos, proteinas del sistema de secrecidn tipo Il (SSTIII), proteinas translocadoras,
toxinas tipo Shiga, toxinas citotdxicas, chaperonas, proteinas efectoras del SSTIIl y genes
asociados a islas de patogenicidad (Tabla suplementaria 3, Figura 5).
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Figura 5. Mapa de calor de FV asociados a bacteri6fagos inducidos con mitomicina C en nueve cepas de
E. coli PGV. La identificacién de FV se realiz6 mediante ABRicate GPLv2 empleando las bases de
datos VFDB y Ecoli_VF. Se consideraron Unicamente genes con = 90% de cobertura y similitud
respecto a las secuencias de referencia. Para la construccién del mapa de calor se incluyeron
exclusivamente los factores de virulencia compartidos por al menos dos cepas. En el eje X se
representan los factores de virulencia identificados y en el eje Y las cepas de E. coli PGV donde se
distribuyen. La escala de color indica presencia (rojo, valor = 1) o ausencia (azul, valor = 0) de los FV.

Se analizaron los factores de virulencia (FV) presentes en las secuencias de bacteriéfagos
inducidos y compartidos entre las nueve cepas de E. coli PGV, con la finalidad de evaluar si
su distribucién podria relacionarse con la metacomunidad de especies de bacteriéfagos
presentes en dichas cepas. Entre los FV identificados en los genomas de los bacteriéfagos
destacan las Shigatoxinas, presentes en las nueve cepas; algunos operones fimbriales
compartidos entre seis de las nueve cepas (fimA, fimB, fimC, fimD, fimE, fimF, fimG y fimH);
genes asociados al sistema de secrecidon, como epaO-S, eprHIl, escCFR y espFIP,
presentes en seis cepas; el gen cif (ciclomodulina), detectado en cinco cepas; el gen fliL,
asociado al locus flagelar; y los genes 22200 y 22201, correspondientes a operones de la
isla O de EHEC 0157, presentes en seis y cinco cepas, respectivamente. Algunos FV se
identificaron como exclusivos de ciertas cepas (Figura 5).

Se observé que las secuencias de algunos genes asociados a operones fimbriales (fimA,
fimB, fimC, fimD, fimg, fimF, fimG y fimH) se encuentran dispuestas en tandem, de acuerdo
con las posiciones de inicio y término de cada gen dentro de una misma secuencia contigua
de bacteriéfago (Tabla suplementaria 3).

Las secuencias de bacteri6éfagos inducidos con mayor nimero de FV correspondieron a las
cepas Coy 3-19, B26(6)6 y B26(2)3, con 172, 133 y 77 FV, respectivamente. En contraste,
las secuencias de bacteri6fagos inducidos con menor numero de FV correspondieron a las
cepas B2-31(2)33, B16(1)32 y Meph 15-28, con 10, 22 y 28 FV, respectivamente (Figura 5;
Tabla suplementaria 3). Estos resultados, en conjunto con lo observado en la diversidad 3,
donde algunas cepas mostraron similitud —como B26(6)6 y B26(2)3, asi como B2-31(2)33 y
Meph 15-28 (Figura 3)—, sugieren la posibilidad de que las cepas que comparten FV hayan
adquirido dichos genes mediante transferencia horizontal de genes (THG) mediada por
bacteriéfagos.
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Ademas, en relaciéon con el patron de tablero de ajedrez observado en la metacomunidad de
especies de bacteri6fagos presentes en las nueve cepas (Figura 4), algunas cepas con
menor numero de especies de bacteriofagos, como Coy 3-19 y B26(2)3 (Figura 1),
presentaron un mayor numero de FV. En contraste, cepas como Meph 15-28, cuya
diversidad estuvo representada principalmente por Escherichia virus Lambda, mostraron un
menor numero de FV (n = 10). En conjunto, estos resultados sugieren que el nimero de FV
presentes en los genomas virales podria estar asociado con la estructura de la
metacomunidad, favoreciendo que algunas cepas alberguen mas o menos FV debido a
posibles relaciones de competencia y exclusion entre distintas especies de bacteri6fagos.

De igual forma, se analizé la presencia de genes de GRA en las secuencias de
bacteriofagos inducidos con mitomicina C en las nueve cepas de E. coli PGV. Se detectaron
inicialmente 122 GRA entre los bacteriofagos presentes en las nueve cepas;
posteriormente, las secuencias fueron filtradas y se seleccionaron aquellas con coberturas y
similitudes mayores al 90% respecto a las secuencias reportadas en la base datos NCBI
AMRFinderPlus, CARD, Resfinder y PlasmidFinder en ABRicate, obteniéndose un total de
59 GRA que cumplian estos criterios (Figura 6; Tabla suplementaria 4).

1
26 _Bcoy 6
B26_2 3
B26_6_31
B26 6.6
B2.31.2 33
B2 312 36
B_16.1.32
Coy3_19
Meph_15_28

0

Figura 6. Mapa de calor de genes relacionados con resistencia a antimicrobianos (GRA) presentes en
bacteriéfagos de cepas de E. coli PGV inducidas con mitomicina C. Se analiz6 la presencia de genes
relacionados con resistencia a antimicrobianos (GRA) en las secuencias de bacteriéfagos inducidos con
mitomicina C en nueve cepas de E. coli PGV. La deteccién de GRA se realizé mediante ABRicate GPLv2,
utilizando las bases de datos NCBI AMRFinderPlus, CARD y PlasmidFinder. Solo se GRA presentes
aquellos cuyas secuencias tuviesen coberturas y similitudes = 90% respecto a las secuencias
reportadas en las bases de datos. Para la construccién del mapa de calor se incluyeron Unicamente
los GRA compartidos en al menos dos cepas. En el eje X se representan los genes relacionados con
resistencia a antimicrobianos, mientras que en el eje Y se muestran las cepas de E. coli PGV donde
estos se distribuyen. La escala de color indica presencia (rojo, valor = 1) o ausencia (azul, valor = 0) de los GRA.

Entre los genes de resistencia a antimicrobianos (GRA) identificados se encontraron genes
asociados con resistencia a ampicilina, bombas de flujo, beta-lactamasas, multirresistencia
(Mdt), resistencia a aminoglucosidos, nitrofuranos, quinolonas y cefalosporinas, asi como
genes relacionados con funciones regulatorias y enzimaticas. EI gen marA (asociado con

120



multirresistencia) y CARB-14 (beta-lactamasa) estuvieron presentes en siete de las nueve
cepas; el gen baeR (relacionado con resistencia a novobiocina y sales biliares), en seis
cepas; y los genes acrA (bomba de flujo multidroga), emrR (regulador de bomba de flujo) y
bacA (resistencia a bacitracina) se compartieron entre cinco cepas. Los demas genes se
identificaron en menos de cuatro cepas (Figura 6).

Se observé que Unicamente algunas secuencias de genes de resistencia se encuentran
dispuestas en tandem. Entre ellas destacan los genes emrY, emrK, evgA, evgS, ampC y
acrD en la cepa B16(1)32, asi como baeR, baeS, mdtC, mdtB y mdtA en la cepa B26(6)6,
Cuyos genes presentan posiciones de inicio y término subsecuentes dentro de una misma
secuencia contigua de bacteriéfago (Tabla suplementaria 4).

Las cepas con mayor numero de GRA en bacteriéfagos inducidos con mitomicina C fueron
B26(6)6, Coy 3-19 y B26(6)31, con 45, 40 y 27 GRA, respectivamente. Estos resultados
sugieren que los GRA presentes en los genomas de los bacteriéfagos de las cepas de E.
coli PGV podrian haber sido adquiridos mediante transferencia horizontal de genes (THG),
contribuyendo potencialmente a la adquisicion de multirresistencia (Figura 6; Tabla
suplementaria 4).

La distribucion de los GRA presentes en los bacteriéfagos de las nueve cepas mostré una
tendencia similar a la observada para los FV (Figura 5). Las cepas Coy 3-19 y B26(6)31 se
encontraron entre aquellas con mayor nimero de GRA y menor diversidad de bacteriéfagos
(Figura 1). Sin embargo, cepas como Meph 15-28 y 26B-Coy 6, que presentaron un menor
nimero de GRA (13 y 5, respectivamente), también mostraron una baja diversidad de
especies de bacteriéfagos. Estos resultados sugieren que la presencia de GRA podria estar
vinculada con la estructura de la metacomunidad (Figura 4), en la que podrian intervenir
fenomenos de competencia y exclusion.

En conjunto, la presencia de FV y GRA sugiere la existencia de bacteri6fagos en las cepas
de E. coli PGV con potencial para movilizar tanto factores de virulencia como genes de
resistencia. Asimismo, la mayor carga de FV y GRA observada en cepas como B26(6)6 y
Coy 3-19 sugiere que algunas cepas podrian participar en mayor proporcién en procesos de
transferencia horizontal de genes.

Una vez observada la presencia de FV y GRA dentro de las secuencias de bacteri6fagos
(Figuras 5 y 6), potencialmente asociados con distintas especies de bacteriofagos
identificadas (Figura 1) y organizadas en una metacomunidad con patron de tablero de
ajedrez (Figura 4), se evalud la presencia de secuencias génicas codificantes de proteinas
de bacteriéfagos, con el fin de confirmar el origen fagal de las secuencias analizadas.

Genes asociados a fagos

Se analiz6 la presencia de genes asociados con proteinas de bacteriéfagos en los genomas
de los bacteri6fagos inducidos con mitomicina C en las nueve cepas de E. coli PGV, con la
finalidad de evaluar si las secuencias recuperadas correspondian a genomas completos de
bacteriéfagos y no a entidades tipo plasmido. En total, se identificaron 334 genes asociados
con proteinas de bacteri6fagos.

Posteriormente, estos genes fueron filtrados para seleccionar Unicamente aquellos con
coberturas y similitudes = 90 % respecto a las secuencias reportadas en la base de datos
“proteinafagos” de ABRicate y que, ademas, estuvieran presentes en al menos dos cepas.
Este filtrado se realiz6 con la finalidad de identificar no solo las secuencias compartidas
entre distintos genomas de bacteriéfagos inducidos, sino también aquellas que presentaran
alta similitud con las secuencias reportadas en la base de datos y una cobertura cercana a
la totalidad de dichas secuencias, descartando asi fragmentos parciales. Tras el filtrado, se

121



obtuvieron 206 secuencias de genes asociados a proteinas de bacteriéfagos compartidas
entre al menos dos cepas de E. coli PGV.

La presencia de genes asociados a proteinas (GAP) de bacteri6fagos presentes en cada
cepa vario entre las nueve cepas analizadas. La distribucion fue la siguiente: la cepa 26B-
Coy 6 presentd 168 GAP; Coy 3-19, 157 GAP; B2-31(2)33, 149 GAP; Meph 15-28, 148
GAP; B26(2)3, 140 GAP; B26(6)31, 129 GAP; B26(6)6, 106 GAP; B16(1)32, 85 GAP; y B2-
31(2)36, 52 GAP (Tabla suplementaria 4; Figura 7).

8161 32
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Coy3 19
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Meph_15_28
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Enzimética
Lisis-Lisogenia
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Estructural

Proleina de familia DUF
Replicacion-Integracién
Mecanismo de defensa
bacteriano
Factor de virulencia

Figura 7 | Mapa de calor de la agrupacion funcional de genes asociados a bacteriéfagos en cepas de
Escherichia coli PGV inducidas con mitomicina C. Se analiz6 la presencia de genes asociados a funciones
especificas en los bacteriofagos inducidos con mitomicina C en nueve cepas de E. coli PGV. La deteccion de
dichos genes se realiz6 mediante ABRicate GPLv2, utilizando una base de datos curada de genes
asociados a bacteriéfagos (proteinafagos). Se incluyeron Unicamente aquellas secuencias con
coberturas y similitudes = 90% respecto a las secuencias reportadas en GenBank. Los genes
identificados fueron agrupados funcionalmente en las siguientes categorias: procesos enziméticos,
lisis-lisogenia, replicacion e integraciéon, funciones estructurales, factores de virulencia y
mecanismos de defensa bacterianos. En el eje X se representan los genes agrupados por funcion,
mientras que en el eje Y se muestran las cepas de E. coli PGV donde estos se distribuyen. La barra de
color indica el porcentaje de identidad respecto a las secuencias de referencia en la base de datos
proteinafagos.

Ademas, se detectaron mudltiples copias de algunos GAP dentro de una misma cepa,
aunque con diferentes porcentajes de cobertura y similitud respecto a las secuencias
reportadas en GenBank en los genomas de los bacterié6fagos inducidos con mitomicina C.
Este hallazgo podria indicar la presencia de multiples profagos dentro de una misma cepa,
es decir, un fendbmeno de polilisogenia en las nueve cepas de E. coli PGV.

Los GAP identificados fueron clasificados segun su funciéon en las siguientes categorias:

Proteinas de la familia DUF (Domain of Unknown Function); Actividad enzimética y dominios
cataliticos (peptidasas, desoxinucleotidasas, reductasas, carbohidrato esterasas,
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proendopeptidasas, dominios de hélice alfa, entre otros); Procesos de lisis—lisogenia
(holinas, endolisinas, bacteriocinas, lisozimas, genes del cassette de lisis, represores y
antirrepresores); Replicacion e integracion (integrasas, excisionasas, proteinas de
recombinacion, proteinas de replicacion y reguladores transcripcionales); Funciones
estructurales (proteina de la capside mayor y menor, tallo, proteinas de cola, proteina portal,
terminasa y proteinas de ensamblaje); Sistemas de defensa bacterianos (sistemas toxina—
antitoxina, sistemas de restriccion—modificacion, sistemas regulatorios de dos componentes
y dominios tipo inmunoglobulina); Factores de virulencia (FV) y genes de resistencia a
antibioticos (GRA); Otros (proteinas hipotéticas o de funcion aun no descrita) (Figura 7).

Estas funciones estuvieron presentes en la mayoria de las secuencias de bacteriéfagos
inducidos en las nueve cepas de E. coli PGV, con excepcion de la cepa B26(6)6, la cual
carecio de secuencias asociadas a sistemas inmunes bacterianos. Ademas, las secuencias
identificadas mostraron coberturas y similitudes = 90 % con respecto a las secuencias
reportadas en la base de datos, lo que indica que no corresponden a fragmentos génicos
detectados, sino a secuencias de genes con alta integridad.

En conjunto, estos resultados sugieren la posible presencia de bacteri6fagos con genomas
completos y funcionales en las nueve cepas de E. coli PGV. Asimismo, apoyan la hipétesis
de que estos bacteriéfagos podrian participar en la transferencia horizontal de genes (THG),
contribuyendo al intercambio de material genético entre cepas y favoreciendo la generacion
de variacion genética y nuevas variantes de E. coli PGV. De igual manera, la presencia de
sistemas de defensa bacterianos dentro de los genomas de los bacteri6fagos, asi como su
posible movilizacion, podria explicar la estructura de metacomunidad tipo tablero de ajedrez,
al proporcionar a las distintas cepas mecanismos de defensa contra la infeccion por nuevos
bacteriéfagos, generando patrones de exclusion y competencia (Figura 7).

Presencia de bacteriéfagos en las cepas de E. coli PGV

Una vez observada la presencia de GAP en los sobrenadantes de los bacteri6fagos
inducidos, se analiz6 si las secuencias identificadas correspondian realmente a un Unico
genoma de bacteriéfago o si, por el contrario, representaban secuencias asociadas a
multiples bacteriéfagos inducidos en las cepas de E. coli PGV. Este andlisis se realiz6
también con la finalidad de descartar que dichas secuencias correspondieran a entidades
tipo bacteri6fagos, en lugar de genomas de bacteri6fagos.

Las secuencias de bacteriéfagos recuperadas de las cepas inducidas con mitomicina C
fueron filtradas y seleccionadas; Unicamente se consideraron aquellas con nodos
ensamblados mayores a 10 kpb. Posteriormente, se analizé la presencia de genes
asociados a proteinas de bacteriéfagos (GAPB) en cada uno de los nodos ensamblados por
cepa, considerando las nueve cepas de E. coli PGV.

Para cada GAPB se examind la posicion de inicio y término dentro de cada nodo
ensamblado, observdndose que las secuencias eran subsecuentes entre si (Tabla
suplementaria 4). Una vez confirmado que las secuencias dentro de cada nodo mostraban
una organizacion compatible con genomas completos, se determiné que en las nueve cepas
de E. coli PGV se identificaron un total de 36 bacteri6fagos (Figura 8).
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Figura 8. Mapa de calor de la agrupaciéon funcional de genes en bacteriéfagos presentes en cepas de
Escherichia coli PGV. Se analizaron genomas completos de bacteriéfagos recuperados de nueve cepas de E.
coli PGV pertenecientes al Laboratorio de Microbiologia Agropecuaria (LMA), identificAndose 36
bacteriéfagos con genomas mayores a 10 kbp. Se evalué la presencia de genes asociados a
proteinas de bacteriéfagos y estos fueron agrupados segun su funcién bioldgica. La deteccién de
genes se realiz6 mediante ABRicate GPLv2, utilizando una base de datos curada de genes
asociados a bacteriéfagos “proteinafagos”. Se consideraron Unicamente aquellas secuencias con
coberturas y similitudes = 90% respecto a las secuencias reportadas en GenBank. Los genes se
clasificaron en las siguientes categorias funcionales: procesos enzimaticos, lisis-lisogenia,
replicacién e integracién, funciones estructurales, factores de virulencia y sistemas de defensa
bacterianos. En el eje X se representan los genes agrupados por funcién, mientras que en el eje Y
se muestran los 36 bacteriéfagos identificados en las distintas cepas. La escala de color indica
presencia (rojo, valor = 1) o ausencia (azul, valor = 0) de los genes dentro de los grupos funcionales.

En los genomas de estos 36 bacteriofagos se detectaron genes estructurales, factores de
virulencia (FV), genes asociados a los procesos de lisis—lisogenia, genes con funciones
enzimaticas, proteinas implicadas en replicacion e integracion y, en algunos casos, genes
relacionados con sistemas de defensa bacterianos (Tabla suplementaria 5; Figura 8). Los
bacteriéfagos fueron nombrados seguin la especie en la que se encontrd, el nimero
consecutivo en el orden que fueron analizados y las siglas “LMA” del Laboratorio de
Microbiologia Agropecuaria.

Se observo la presencia de multiples bacteriéfagos en algunas cepas: La cepa B26(6)31
presentd diez bacteri6fagos completos inducidos con mitomicina C.; La cepa Meph 15-28
presentod cuatro bacteri6fagos completos; Las cepas 26B-Coy 6 y B16(1)32 presentaron tres
bacteriéfagos completos cada una; Las cepas Coy 3-19, B26(2)3 y B26(6)6 presentaron dos
bacteriéfagos completos cada una; Las cepas B2-31(2)33 y B2-31(2)36 presentaron un fago
completo cada una (Figura 8).

Los GAPF fueron clasificados segun su funcién en las siguientes categorias: proteinas de la
familia DUF (dominios de funcion desconocida), actividad enzimatica y dominios cataliticos,
procesos de lisis-lisogenia, replicacién e integracién, funciones estructurales, mecanismos
de defensa bacterianos, factores de virulencia y otras funciones no caracterizadas (Figura
8).

Se observé que los 36 bacteri6fagos identificados contienen GAPF asociados a funciones
de lisis—lisogenia, estructurales, replicacion y procesos enzimaticos. Sin embargo, los genes
relacionados con virulencia (FV) o con mecanismos de defensa bacterianos estuvieron
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presentes Unicamente en 14 de los 36 bacteriéfagos (Figura 8).

Estos resultados sugieren dos posibles escenarios: (1) la existencia de polilisogenia en
algunas cepas de E. coli PGV, o (2) la presencia de subpoblaciones bacterianas dentro de
una misma cepa que albergan distintos bacteriéfagos, contribuyendo a la diversidad
gendémica intra-cepa. Asimismo, algunos de estos bacteri6fagos podrian participar
activamente en la transferencia horizontal de genes (THG), movilizando factores de
virulencia y elementos asociados a la inmunidad bacteriana entre cepas.

En estos bacteriofagos se observa la presencia de shigatoxinas provenientes de cuatro de
las nueve cepas, lo que indica la posibilidad de que estas toxinas se movilizan mediante
transferencia horizontal de genes (THG) mediada por bacteriéfagos en las cepas de E. coli
PGV, principalmente las variantes stx2A y stx2B (Figura 9).

Algunos bacteri6fagos, como PhageLMABison9 y PhageLMABIson20, presentan mas de un
factor de virulencia (FV) en su genoma. Asimismo, los bacteriofagos inducidos con
mitomicina C en la cepa Meph 15-28 (PhageLMA35 y PhageLMA36) poseen distintos genes
de virulencia y genes de resistencia a antibiéticos (GRA) en sus genomas, lo que sugiere
que se trata de bacteri6fagos diferentes y podria apoyar la idea de la existencia de un
evento de polilisogenia en esta cepa (Figura 9).

Estos resultados refuerzan la posibilidad de polilisogenia en las cepas de E. coli PGV.
Ademas, cada bacteri6fago aporta distintos FV y GRA, lo que podria favorecer la variacion
genética de E. coli PGV recuperadas de un mismo individuo dentro de una misma region
geografica (Figura 9).
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Figura 9. Mapa de calor de factores de virulencia (FV) y genes relacionados con resistencia a
antimicrobianos (GRA) en bacteriéfagos de cepas de Escherichia coli PGV del LMA. Se construy6 un
mapa de calor que integra la presencia de factores de virulencia (FV) y genes relacionados con resistencia a
antimicrobianos (GRA) identificados en los genomas de bacteriéfagos provenientes de cepas de E. coli PGV del
Laboratorio de Microbiologia Agropecuaria (LMA). El andlisis se realizd sin aplicar umbrales de cobertura o
similitud, considerando Unicamente la coincidencia con secuencias reportadas en GenBank. La deteccion de
genes se baso en la base de datos proteinafagos. En el eje X se representan los FV y GRA identificados,
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mientras que en el eje Y se muestran los bacteriéfagos en los que fueron detectados. La escala de color indica
presencia (rojo, valor = 1) o ausencia (azul, valor = 0) de los FV presentes en los bacteriéfagos LMA.

Una vez observada la presencia de mdultiples bacteriéfagos dentro de los genomas de E.
coli PGV, asi como la presencia de GRA y FV, se realizé un analisis filogenético con la
finalidad de evaluar la posible relacién filogenética entre los bacteriéfagos inducidos con
mitomicina C en las distintas cepas de E. coli PGV y explorar su posible participacién en la
transferencia horizontal de genes (THG). Para ello, se seleccioné un factor de virulencia
(FV) y un gen estructural, correspondientes a los genes stx2 y tail, respectivamente.

Se observo que el gen stx2, presente en los bacteriéfagos de las cepas de E. coli PGV,
presenta variaciones genéticas con respecto a la cepa clasica de E. coli O157 Sakai y a los
bacteriéfagos Stx2-converting phage Stx2a WGPS8 y Stx2-converting phage Stx2a WGPB5
(Figura 10). Sin embargo, las secuencias del gen stx2 identificadas en los bacteri6fagos de
este estudio se agrupan filogenéticamente, pese a presentar variaciones en su secuencia,
formando dos grupos principales (Figura 10). Estos resultados podrian indicar que las
secuencias de stx2 presentes en los bacteriéfagos recuperados de las cepas de E. coli PGV
presentan variaciones genéticas particulares asociadas a estas cepas.
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Figura 10. Mapa filogenético de stx2 presentes en los bacteriéfagos de las cepas de E. coli PGV del LMA.
Se realiza un andlisis filogenético de méxima verosimilitud con MEGA X a la secuencia de stx2 encontrada en
los bacteriéfagos del LMA, presentes en las cepas de E. coli PGV. Se analiza con la secuencia de referencia del
gen stx2 de la cepa de E. coli 0157:H7 Sakai, el bacterofago Stx2-converting phage stx2a WSPS8 y Escherichia
phage 28951.

Ademas se observa que los bacteriéfagos PhageLMABIisonB26(2)1
PhageLMAMeph15(28)2, PhageLMAB16(1), PhageLMACoy2-3 y PhageLMABIs(1) forman
un clado mondfilético (una rama comun a la derecha), con una distancia de 0.009, donde la
secuencia de stx2 es similar entre ellos, lo cual podria significar que proviene de un mismo
origen o comparten un ancestro en comun, la similitud entre fagos aislados de diferentes
fuentes (bisontes, zorrillos, coyotes) sugiere que este fago portador de la toxina esta
circulando activamente y se esta transmitiendo horizontalmente entre diferentes poblaciones
bacterianas en el ambiente estudiado (Figura 10).

Esta agrupacién sugiere una evolucion local del gen stx2, manteniendo una alta homologia

entre los aislados independientemente de la cepa de origen y al provenir de distintos
individuos podria reforzar la idea de la diseminacion mediante la transferencia horizontal de
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genes.

Por otra parte, el andlisis filogenético basado en la similitud del gen tail revel6 la presencia
de tres clados principales (Figura 11). El primer clado estd representado por los
bacteriéfagos PhageLMABison30_2 y PhageLMABIson4, los cuales presentan una distancia
filogenética de 0.4523. Ambos fueron identificados en cepas provenientes de distintos
individuos (Tabla suplementaria), lo que sugiere que comparten un ancestro comun reciente
y, por tanto, una alta similitud en sus secuencias.

El segundo clado estd conformado por PhageLMABison30 y PhageLMACoyl, con una
distancia filogenética de 0.9145. Aunque estos se agrupan dentro de la misma rama
principal que el clado 1, muestran una mayor divergencia genética (Figura 11). Es relevante
destacar que PhageLMABison30 y PhageLMABison30_2 provienen de la misma cepa y del
mismo individuo, lo que sugiere un posible proceso de diversificacion intra-hospedero (Tabla
suplementaria). Por su parte, PhageLMACoy1 fue aislado de un carnivoro, lo que evidencia
relaciones filogenéticas entre bacteriofagos presentes en distintos ordenes de
hospedadores.
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Figura 11. Mapa filogenético de tail presentes en los bacteriéfagos de las cepas de E. coli PGV del LMA.
Se realiza un andlisis filogenético de maxima verosimilitud con MEGA X a la secuencia de tail encontrada en los
bacteriéfagos del LMA, presentes en las cepas de E. coli PGV.

El tercer clado incluye a los bacteriofagos PhageLMA5Bison, PhageLMABison6,
PhageLMABIison10, PhageLMABison22 y PhageLMAMeph33, con distancias filogenéticas
cercanas a 0.7 (Figura 11). Este grupo concentra el mayor niumero de bacteriéfagos y
presenta una divergencia moderada, lo que sugiere una relativa conservacién en sus
secuencias. Ademas, estos bacteri6fagos se encuentran distribuidos en distintas cepas
provenientes de tres bisontes y un carnivoro, lo que podria indicar la existencia de un
ancestro comun compartido entre diferentes individuos y érdenes (Tabla suplementaria).
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Se observa que los bacteriéfagos presentes en las cepas de E. coli PGV provenientes de
carnivoros se distribuyen en diferentes clados y presentan una relacion filogenética con
aquellos identificados en cepas de bisontes (Figura 11). Este resultado sugiere la
transmisién de bacteriéfagos entre cepas de E. coli de carnivoros y bisontes, lo que
respaldaria la participacion de los bacteri6fagos en la transferencia horizontal de genes
(THG) entre cepas de E. coli dentro de una misma region geogréfica. Este fenébmeno podria
explicar la generacion de variantes atipicas de E. coli PGV recuperadas de fauna silvestre.

En conjunto, los andlisis filogenéticos respaldan el movimiento de FV y bacteriéfagos entre
distintas cepas de E. coli PGV de una misma regién geografica y su participacién en la THG
para la generacidn de nuevas variantes patdgenas de E. coli.

DISCUSION

Las nueve muestras secuenciadas permitieron recuperar bibliotecas con calidades = Q20 y
> Q30, posterior a la secuenciacion en lllumina, las cuales se consideran de buena calidad
para trabajar; sin embargo, se decidié realizar una limpieza de secuencias para obtener
calidades = Q30, con la finalidad de contar con secuencias de excelente calidad, con una
precision de secuenciacion por base de 99.99% y una probabilidad de error de
secuenciaciéon de 1 en 1000 (Tabla suplementaria 1).

De igual forma, como se ha observado en estudios de andlisis metagendmicos de la
microbiota presente en distintas muestras, como la leche materna, donde se emplean
lecturas pareadas resultantes de la secuenciacion en la plataforma Illumina para generar
ensamblajes de genomas y la deteccion de distintos 6rdenes 6micos, se asegura trabajar
con calidades = Q20 y = Q30. Donde se logré, a partir de 22 muestras de leche de 11
pacientes, identificar 21 filos, 234 géneros y 487 especies, ademas de detectar secuencias
virales (Zhang et al., 2025). Por lo tanto, las calidades Q obtenidas en la secuenciacion de
nuestras muestras nos permiten realizar analisis sobre la presencia de especies virales en
las cepas de E. coli PGV.

Sin embargo, en comparacion con nuestro estudio, ellos utilizaron secuencias ribosomales
16S y 18S para la busqueda de distintas especies bacterianas. En nuestro estudio
generamos un ensamblaje de novo, al filtrar calidades menores a Q30 nos permite generar
un ensamblaje de secuencias de mejor calidad (Cuadro 1; Tabla suplementaria 1).

Asi como lo comentan Liang y colaboradores (2019), las métricas = Q20 y = Q30 cumplen
criterios internacionales para el analisis metagendmico. En su estudio evaluan la
composicion de las comunidades microbianas marinas en regiones oligotréficas, para lo
cual realizan la recoleccion de muestras en diferentes estaciones del afio en el Pacifico
Occidental, con la finalidad de evaluar las comunidades microbianas a partir de analisis
metagenomicos. Consecuentemente, realizan la seleccion de secuencias = Q20 y = Q30
para trabajar y llevar a cabo la descripcion taxonémica de los organismos.

A diferencia de nuestro estudio, las muestras trabajadas en la secuenciacion no provienen
de ambientes complejos, sino que son procedentes de nueve sobrenadantes de induccion
con mitomicina de nueve cepas de E. coli PGV. Por lo cual, las variaciones taxonémicas
gque se pueden encontrar son menores en comparacion con ambientes tan complejos como
los ambientes marinos.

Una vez procesadas las muestras para la eliminacion de secuencias con calidades
inferiores a Q30, aceptando los demas parametros de calidad como N50 y L50, en cuatro
estudios no se eliminaron todas las deduplicaciones (Tabla suplementaria 1). Esto se debe
a que la presencia de duplicaciones en muestras de genomas no complejos obtenidos
mediante secuenciacién de novo podria considerarse real y no un artefacto resultante de la
secuenciacion (Niu et al., 2010).
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Asi como lo muestran Zhang y colaboradores (2023), quienes evallan el efecto de la
eliminacion de duplicaciones en el analisis metagenémico de muestras de distintos
origenes, donde observan que la presencia de duplicaciones en el ensamblaje de distintos
genomas podria generar sesgos. Se observa que, en genomas complejos, como agua de
superficie marina, sedimentos marinos y suelos forestales —donde se considera que las
muestras genéticas tienen una alta complejidad microbiana—, en comparacién con lodos de
biorreactor —donde la complejidad microbiana es baja—, la presencia de deduplicaciones
no genera cambios significativos (p > 0.05), especialmente al emplear ensambladores como
metaSPAdes, conocido por generar ensamblajes mas largos y de mayor calidad.

Adicionalmente, consideramos que en nuestro estudio la presencia de duplicaciones de
hasta el 18.48% (Tabla suplementaria 1) podria ser real y no genera incertidumbre en el
ensamblaje de genomas de bacteriéfagos, al considerar que el genoma de los bacteri6fagos
procede de cepas de E. coli PGV inducidas con mitomicina C, y no de ambientes complejos.

Una de las limitaciones de nuestro estudio es no haber realizado la secuenciacion de la
bacteria, lo que habria permitido contemplar el genoma completo y la cantidad real de
secuencias relacionadas a profagos. Sin embargo, el objetivo es conocer los genomas que
se pueden inducir con mitomicina C a partir de estas cepas de E. coli PGV.

Una vez ensamblados los genomas, aceptando los parametros de calidad, se lograron
identificar 49 especies de bacteri6fagos, donde el orden mas abundante es el de los
Caudoviricetes (anteriormente Caudovirales) (Figura suplementaria 1). Este orden se
considera el grupo de bacteri6fagos mas abundante en distintos ecosistemas, como el
intestino de nifios, superficies y aguas marinas (Taboa et al., 2021; Gong et al., 2018; El
Mouzan et al., 2023).

Las familias detectadas con mayor abundancia fueron Siphoviridae, Myoviridae y
Podoviridae, respectivamente (Figura 2 suplementaria). Asimismo, en distintos estudios
donde se analiza la abundancia de bacteriéfagos, estas tres familias son las mas
predominantes (Taboa et al., 2021; Gong et al., 2018; El Mouzan et al., 2023).

Un ejemplo de esto ocurre en la bahia Prydz Bay, ubicada en la Antartida, en el sector del
Océano Indico del Océano Austral, donde realizaron un estudio de la estructura y diversidad
de las comunidades virales en el mar profundo mediante andlisis metagendémicos, con la
intencion de relacionar las comunidades virales con factores ambientales. En este estudio
observaron que los genomas virales en aguas superficiales pertenecian principalmente a
Caudoviricetes, representando entre el 67.67% y el 71.99%, entre los cuales se
encontraban Siphoviridae, Myoviridae y Podoviridae (Gong et al., 2018).

En el caso de aguas profundas, observaron que la composicién viral estaba representada
por virus gigantes, entre los que destacan Phycodnaviridae, Mimiviridae y Pandoraviridae.
Ademds, analizaron su relacién con posibles células hospedadoras, asi como la presencia
de elementos que funcionan como sustratos energéticos, particularmente NH4-N, PO4-P,
SiO3-Si y NO3-N, los cuales juegan un papel importante en la estructuracion de las
comunidades virales (Gong et al., 2018).

En cuanto a las interacciones ecolégicas de los bacteriéfagos en el intestino humano, se ha
observado que la inducciéon de estos virus es resultado de la combinacién de sefiales
bioguimicas ambientales, interacciones bacterianas y sefiales directas del hospedero, tales
como los productos de la lisis celular. Estos fenédmenos fueron evaluados en 252 aislados
bacterianos del tracto digestivo humano, que incluyen 50 Actinomycetota, 1 Fusobacteriota,
51 Bacillota, 57 Pseudomonadota y 93 Bacteroidota. Tras la secuenciacion para identificar
posibles bacteriéfagos inducibles, se observo que el 94 % de los aislados presentaban
secuencias de profagos pertenecientes al orden Caudoviricetes, de los cuales se
identificaron 736 bacteri6fagos intactos de alta calidad con potencial de induccion. No
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obstante, solo el 18 % de los bacteri6fagos predichos se indujeron efectivamente.
Asimismo, la induccién vari6 segun las condiciones experimentales: cultivo puro (con
mitomicina C), cocultivo, presencia de células intestinales humanas (linea Caco-2) y
exposicion a desechos de lisis celular, mostrando diferencias tanto en el nUmero como en
las especies de bacteri6fagos inducidos. Sumado a esto, se observé que las cepas con
polilisogenia promueven la induccion de mudltiples bacteriéfagos dentro de una misma
célula, lo que resalta la compleja dinamica ecoldgica de estos virus a nivel intestinal
(Dahlman et al., 2025).

En concordancia con mdltiples reportes, el orden y la familia mas abundantes en nuestro
estudio fueron Caudovirales y Siphoviridae, respectivamente. No obstante, esta
predominancia podria estar influenciada por el sesgo en las bases de datos, donde existen
mas genomas reportados para Caudovirales y para las familias Siphoviridae, Myoviridae y
Podoviridae (Dion et al., 2020).

Asimismo, se identific6 un grupo de bacteriéfagos no clasificados, lo que sugiere la
necesidad de realizar busquedas méas exhaustivas y de emplear mdultiples enfoques
metodolbgicos para su adecuada caracterizacion (Figura suplementaria 2). En nuestro
estudio, Unicamente se identific6 el orden Caudovirales, lo cual podria estar asociado con el
tipo de genomas analizados. Debido a que los genomas virales fueron recuperados
mediante induccién con mitomicina C a partir de cepas aisladas, es probable que
correspondan a genomas mas simples y menos complejos en comparacion con aquellos
obtenidos de ambientes como aguas marinas, donde coexisten multiples microorganismos
portadores de bacteri6fagos.

De igual forma, encontrar una mayor abundancia de familias de bacteri6fagos como
Siphoviridae, Podoviridae y Myoviridae no resulta inesperado. Sin embargo, se observaron
porcentajes de secuencias no asignadas a ninguna familia, lo cual puede deberse a la base
de datos con la que fueron comparadas nuestras muestras, asi como a la presencia de
secuencias pequefias que podrian no ser reconocidas.

Cabe destacar que, desde 2023, existe una reclasificacion de las familias de bacteriéfagos
pertenecientes al antiguo orden Caudovirales, actualmente denominado Caudoviricetes, en
la cual se reorganizan las familias considerando caracteristicas genéticas y no Unicamente
morfoldgicas (Zhu et al., 2022).

Una limitante de nuestro estudio es que las bases de datos no cuentan con una
actualizacién completa de todas las especies de virus con sus respectivos 6érdenes y
familias.

En nuestro estudio identificamos un total de 49 especies de bacteri6fagos dentro de las
nueve cepas de E. coli PGV, distribuidos en siete familias; sin embargo, existe una
proporcion de secuencias genémicas de bacteridfagos que son asignadas a especies, pero
dichas especies no estan clasificadas dentro de una familia, lo cual esta relacionado con la
base de datos utilizada (Figura 1; Tabla suplementaria 2).

Asimismo, la abundancia de las 49 especies de bacteriéfagos detectadas en este estudio
podria estar influenciada por el agente inductor utilizado (mitomicina C). Esto es relevante si
se considera lo observado en el capitulo 2, donde se demostré que la presencia de liquido
ruminal, en distintas concentraciones, es capaz de inducir la liberacion de bacteriéfagos de
manera diferencial. Diversos estudios han demostrado que la abundancia y diversidad de
bacteriéfagos en diferentes muestras —incluyendo lodos residuales, cepas bacterianas y
ambientes intestinales— pueden variar dependiendo del inductor, la concentraciéon del
mismo Yy las condiciones del medio al que son expuestas las bacterias (Boling et al., 2020;
Miller-Ensminger et al., 2020; Ngoma et al., 2023; Zhang et al., 2025).
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En nuestro estudio, uno de los géneros presentes de bacteriofagos es el de los
Lambdavirus (Figura 1; Tabla suplementaria 2), también llamados lambdoides, dentro del
cual se encuentra el fago Lambda, uno de los bacteriéfagos mas estudiados. Uno de los
mecanismos conocidos para la induccion de los profagos Lambda al ciclo litico es mediante
sefiales SOS de reparacion del ADN (Lewis, 2024). Algunos inductores actian sobre el
sistema SOS de reparacion del ADN, lo que genera una respuesta dependiente de RecA
gue inicia la lisis y la liberacion de los fagos; sin embargo, también existen mecanismos
independientes del sistema RecA (Hu et al., 2023). Esto sugiere la posibilidad de que uno
de los mecanismos de inducciéon de los bacteriéfagos en nuestro estudio sea mediante la
via SOS-RecA.

Una de las limitantes de nuestro estudio es que solo se utiliz6 una base de datos; en
consecuencia, se recomienda generar una base de datos propia o utilizar diferentes bases
de datos para clasificar y asignar los genomas a familias y especies. Sin embargo, en
nuestro estudio, las 49 especies de bacteriéfagos pertenecen a bacteriéfagos reportados en
enterobacterias (Figura 1; Tabla suplementaria 2), como Shigella phage Ss-VASD, portador
de shigatoxinas, originalmente identificado en Shigella sonnei asociado a problemas
diarreicos en el noreste de México (Carter et al., 2016), y el Stx2-converting phage 1717,
perteneciente al género Lambdavirus o bacteriofagos lambdoides, portadores de
shigatoxinas y que contribuyen a la presencia de cepas STEC (Zuppi et al., 2020).

Estas 49 asignaciones de especies de bacteridfagos corresponden a una posible biblioteca
comparable con la colecciéon BASEL (BActeriophage SElection for your Laboratory), en la
cual se aislaron 68 bacteriéfagos liticos capaces de infectar la cepa de E. coli K-12, aislados
de aguas residuales, compostas y rios. Asimismo, son capaces de infectar cepas patégenas
como UPEC (UTI89, CFT073), EAEC (55989) y S. Typhimurium (12023s, SL1344) (Maffei
et al., 2021). En nuestro caso, los bacteri6fagos corresponden a aquellos presentes en las
cepas de E. coli PGV.

Ademds, se observa la presencia de mdultiples bacteri6fagos en estas cepas, lo cual no
resulta inusual. En un estudio realizado por Nakamura y colaboradores (2021), se observé
que cepas STEC y EPEC pueden albergar en su genoma de 10 hasta 21 profagos, muchos
de estos con factores de virulencia como el sistema de secrecion tipo lll, clave para su
patogenia. Sin embargo, también se observa que algunos profagos pueden integrar su
material genético dentro de otros profagos ya existentes, y no Unicamente en sitios de
integracion bacterianos.

Centrando en el estudio de la cepa STEC 0O145:H28, se observé la presencia de un
bacteriéfago residente denominado PP-ompW, el cual estd integrado en el sitio ompW del
cromosoma bacteriano; sin embargo, dentro del genoma de este profago existe una
secuencia attB derivada de la bacteria hospedera, donde se encuentra integrado un profago
portador de la shigatoxina 2a, describiéndose como una integracion anidada. Al analizar
otras cepas de E. coli, se observo que algunos profagos contienen dos o tres secuencias
attB diferentes en su genoma.

Esta caracteristica permite la generacién de conglomerados de profagos en configuraciones
complejas, incluyendo integraciones en tandem y mdltiples niveles de anidamiento
(Nakamura et al., 201). Por lo tanto, la presencia de multiples genomas de bacteriéfagos
como resultado de la induccién en nuestras cepas no resulta inesperada; por el contrario,
una explicacion biologica plausible seria la existencia de bacteriéfagos anidados, donde la
induccién de uno puede desencadenar la liberacion de multiples bacteriéfagos.

Lamentablemente, en nuestro estudio no se analizO como estaban ensamblados los
genomas dentro del genoma bacteriano, lo cual permitiria observar este fenémeno
previamente descrito; sin embargo, una de las propuestas es continuar con el andlisis de
estas cepas de E. coli.
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Tras observar variaciones en la presencia de especies de bacteridfagos entre las cepas,
analizamos la diversidad y la rigueza de especies tanto por el orden del hospedero
(carnivoros y bisontes) como por cada cepa de E. coli. Se observd que la curva de
acumulacién de especies, aungue no alcanza una meseta definitiva, muestra una tendencia
clara a estabilizarse (Tabla 3; Figura 4 suplementaria). Esto sugiere que, al aumentar la
profundidad de muestreo o el nimero de cepas analizadas, la deteccibn de nuevas
especies de bacteriéfagos seria marginal, lo cual concuerda con lo reportado por Maffei y
colaboradores (2021) y Nakamura y colaboradores (2021).

Ademas, la diversidad por érdenes puede variar segin su origen o, CoOmo se menciond, esta
diversidad y riqueza podria depender del inductor utilizado (Figura 2). De acuerdo con Liang
y colaboradores (2020), quienes analizan la diversidad y riqueza de especies mediante
indices de Shannon a partir de la induccion con autoinductores como N-acil homoserina
lactonas (AHLs), con el fin de evaluar la participaciébn de mecanismos de quorum sensing
(QS) dependientes de la densidad bacteriana en la induccion de bacteriéfagos a nivel de
comunidades microbianas, proponen que cada sefial de QS individual podria inducir
profagos en un subconjunto de bacterias y no en toda la comunidad.

Adicionalmente, observaron que la mitomicina C puede inducir una gran cantidad de
bacteriéfagos en una amplia gama de bacterias, en comparacién con AHL, donde la
diversidad observada fue menor que la inducida con mitomicina C en presencia de distintos
autoinductores. Ademas, esto tiene un impacto directo en las comunidades bacterianas
(Liang et al., 2020).

En nuestro caso, no contamos con comunidades bacterianas como tal, ya que tomamos
como unidades de muestreo independientes a cada cepa (Cuadro 3; Figura 3); sin embargo,
observamos que cada cepa aportaba una diversidad y riqueza de especies distinta (Cuadro
4). Para analizarlo de forma mas completa, se podrian utilizar distintos inductores y evaluar
los diferentes bacteriéfagos inducidos por cada cepa, con la finalidad de continuar
explorando esta diversidad de bacteriéfagos presentes en las cepas de E. coli PGV.

En nuestro estudio realizamos un analisis profundo de la diversidad y la composicion de la
estructura de bacteriéfagos, ya que el anadlisis de la diversidad y ecologia de los
bacteriéfagos es fundamental para comprender su dinamica evolutiva. Por ello, se abordé la
comunidad de bacteriéfagos presentes en las nueve cepas mediante un enfoque ecolégico
de metacomunidades (Figura 4), estrategia que ha sido aplicada para entender distintas
dinamicas ecologicas que permiten explicar los cambios dentro de una comunidad y los
factores que la alteran (Chase et al., 2020; Leibold et al., 2004).

Este enfoque se ha utilizado para comprender como se modifica la composicién bacteriana
en microambientes o en un microbioma (Bergmann y Leveau, 2022; Miller et al., 2018), la
dindmica de los virus con sus hospederos (Chow y Suttle, 2015), la interaccién entre
bacteriéfagos y bacterias en procesos de disbiosis intestinal (Zou et al., 2019) y para
explicar la dinAmica e interaccion entre distintos metabolitos (Danczak et al., 2020).

Desde una perspectiva ecolégica, los bacteri6fagos pueden participar en interacciones de
depredacion, simbiosis, comensalismo y mutualismo (Blazanin y Turner, 2021; Lynch et al.,
2022; Olszak et al., 2017). Ademas, su capacidad de movilizarse entre cepas favorece
procesos ecoevolutivos vinculados a respuestas a microambientes especificos (Blazanin y
Turner, 2021). En este contexto, pueden presentarse fenbmenos de recambio de especies,
fijacion y dispersion, elementos centrales en la teoria de metacomunidades (Mihaljevic,
2012; Miller et al., 2018).

Estas caracteristicas permiten integrar el estudio de los bacteriéfagos dentro del marco
conceptual de la ecologia de enfermedades y las metacomunidades (Koskella et al., 2022).
En nuestro estudio, las distintas especies de bacteri6fagos muestran patrones de
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distribucién compatibles con una metacomunidad, en la cual se observa una estructura de
tablero de ajedrez o *“checkerboard”, caracterizada por especies con patrones de
distribucion interespaciados y relaciones mutuamente excluyentes (Figura 4).

Este patron fue descrito por primera vez en estudios de islas, donde estas son incapaces de
soportar multiples poblaciones de especies similares y presentan competencias
mutuamente excluyentes entre las especies que conforman la metacomunidad (Presley et
al., 2019).

Ademas, este efecto de exclusion mutua ha sido estudiado en bacteridfagos. Investigadores
como Quigley y colaboradores (2028) proponen la presencia del “efecto prioridad” en la
dindmica de bacteri6fagos, demostrando que cuando existe competencia por interferencia
entre genotipos durante una infeccién, el genotipo raro disminuye su probabilidad de éxito
de infectar, mientras que el genotipo comin aumenta su frecuencia en la poblacién
bacteriana, lo que le permite mantenerse.

Para ello, se enfrentan bacteriofagos que no presentan interferencia, o que les permite
invadir a su célula hospedadora; sin embargo, cuando se confrontan bacteriéfagos que
muestran interferencia entre si, disminuye su tasa de éxito, donde la presencia o infeccion
previa por algun bacteriéfago limita la infeccion de otros. Se argumenta que esta misma
interferencia puede promover la coexistencia a nivel de metapoblacién si existen parches
donde diferentes genotipos son comunes.

En nuestro caso, las distintas cepas que representan unidades de muestreo independientes
podrian comportarse como pequefias islas con diferentes parches y especies de
bacteriéfagos distintas (Figura 4). Al analizar su estructura, podriamos tener una
representacion de una metacomunidad con estructura de tablero de ajedrez.

Asimismo, la presencia de especies de bacteri6fagos compartidas entre cepas podria
sugerir el flujo de bacteri6fagos entre distintas cepas, donde estos podrian movilizarse por
bloques, y donde la presencia de algunos bacteriofagos limite la presencia de otras
especies. La presencia de bacteriéfagos en comuin entre cepas pertenecientes a distintos
6rdenes hospedadores sugiere que han estado en contacto con las mismas especies de
bacteriéfagos, lo que indica un posible flujo de bacteri6fagos entre cepas de E. coli de
bisontes y carnivoros en una misma regién geografica (Janos, Chihuahua).

En este estudio no se realizaron aislamientos de bacteri6fagos para generar andlisis
adicionales que permitan comprobar que tienen el mismo origen; por lo cual, se sugiere
analizar el genoma de las bacterias y de los bacteri6fagos aislados de las cepas, realizar
analisis filogenéticos para comprobar si comparten un mismo origen, ademas de llevar a
cabo co-cultivos para evaluar esta competencia entre distintas especies de bacteriéfagos.

Una posible explicacion biolégica de esta interferencia podria estar en mecanismos de
regulacion, como ocurre en el bacteriofago Lambda, donde la proteina represora CI
producida por el profago integrado tiene la capacidad de bloguear otros bacteriéfagos,
silenciando genes y limitando su capacidad de integrarse o replicarse. Esto debido, a que el
sistema Rex presente en el bacteri6fago T4 genera una despolarizaciéon de la membrana
una vez que ha infectado la célula hospedadora, evitando que otro bacteriéfago pueda
unirse a un receptor de membrana e infectarla (Wong et al., 2021).

También existen sistemas de defensa contra infecciones por bacteri6fagos que pueden ser
movilizados por los mismos bacteridfagos, confiriendo resistencia a futuras infecciones
(Fogg et al., 2010).

Una vez observado que el sistema se comporta como una metacomunidad, donde pueden
existir interacciones entre los bacteriéfagos, lo cual podria darnos una explicacion plausible
de por qué algunos bacteriéfagos presentan distintas combinaciones de FV, asi como el
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movimiento potencial y la posible competencia entre bacteriéfagos que podrian favorecer la
transferencia horizontal de genes (THG), incluyendo FV y GRA, contribuyendo a la
generacién de variantes patégenas y a la evolucién de la patogenicidad de cepas de E. coli
PGV provenientes de fauna silvestre de una misma region geografica, como la Reserva de
la Biosfera de Janos, Chihuahua, analizamos la presencia de FV y GRA en las secuencias
de los bacteriéfagos inducidos.

En el presente estudio se observé que los bacteriéfagos inducidos portaban en sus
genomas genes organizados en tandem, pertenecientes a distintos operones. Entre ellos se
identificaron genes fimbriales (fimA, fimB, fimC, fimD, fimE, fimF, fimG, fimH y fiml), genes
flagelares (fliA, fliB, fliC, fliD, fliE, fliF, fliG, fliH, flil, fliJ, fliK, fliL, fliM, fliN, fliO, fliP, fliQ, fliR,
flis, fiiT, fliy y fliZ) y genes del operén LEE (escC, escF y escR) (Tabla suplementaria 3;
Figura 5). Asimismo, en la secuencia de algunos de los bacteri6fagos liberados se
identificaron variantes de genes de las shigatoxinas, como stx1B, stx2A y stx2dB (Figura 5;
Tabla suplementaria 3).

Estos resultados sugieren que los bacteriofagos liberados de las cepas de E. coli PGV
podrian ser capaces de movilizar un conjunto de factores de virulencia entre cepas
bacterianas, y no solo un niumero reducido de genes.

Diversos autores han sefialado la capacidad de los bacteriéfagos para movilizar factores de
virulencia, particularmente toxinas y genes fimbriales (Choi et al., 2013; Yates et al., 2024).
De manera complementaria, se ha reportado la presencia de secuencias de genes de
shigatoxina en bacteriéfagos lambdoides, los cuales pueden generar nuevas variantes de E.
coli productoras de shigatoxina (STEC) mediante transferencia horizontal de genes (THG)
(Khalil et al., 2016; Navarro-Garcia, 2015).

De igual forma, se ha propuesto una relacién entre la presencia de profagos y la de
operones fimbriales en cepas de Salmonella Typhimurium aisladas de casos clinicos (Ktari
et al., 2025). Una limitacion de este estudio es que no se comprobd que estos bacteriéfagos
puedan transducir por completo estas regiones a una nueva bacteria; bajo este escenario,
se propone continuar investigando y evaluar si estos bacteri6fagos son capaces de
movilizar estos elementos a una bacteria receptora mediante transduccion.

A pesar de provenir del mismo individuo, estas cepas comparten algunas especies de
bacteriéfagos, pero difieren en la cantidad de FV presentes en los genomas de los
bacteriéfagos, siendo la cepa B26(6)31 (de las tres cepas) la que presenta mayor diversidad
de especies, pero una menor cantidad de FV (77) (Figura 5; Tabla suplementaria 3). Esto
podria estar relacionado con lo propuesto por Presley y colaboradores (2019) para
metacomunidades con patron de distribucion tipo tablero de ajedrez y por Quigley y
colaboradores (2028) para el fenomeno de exclusién entre bacteri6fagos, donde la
presencia de determinados bacteriéfagos podria evitar la infeccidn por otros bacteriéfagos
portadores de FV, disminuyendo asi la presencia de estos factores y, por ende, la
posibilidad de una mayor patogenicidad.

Es decir, una alta diversidad de bacteriéfagos podria generar una disminucion en la
presencia de FV; sin embargo, esto no se cumple en la cepa B26(6)6, que presenta alta
diversidad y 133 FV (Figura 5; Tabla suplementaria 3). Basados en la hipétesis de
exclusion, esto podria explicarse por la presencia en bloques de especies de bacteriéfagos
que permiten la coexistencia de otras especies, las cuales podrian favorecer el movimiento
de multiples FV.

El metaanalisis no es suficiente por si solo para comprobar estas hipétesis, pero aporta
evidencia de multiples fendmenos, por lo que se continGa sugiriendo el analisis de las cepas
y de los bacteri6fagos mediante distintos enfoques. Ademas, la presencia de efectores del
sistema de secrecion tipo Il dentro de los FV observados podria indicar eventos de
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transduccién de un profago dentro de otro profago, como lo observaron Nakamura y
colaboradores (2021), principalmente en cepas STEC y EPEC.

Finalmente, aunque en nuestro estudio se proponen FV que no han sido ampliamente
reportados como movilizados por bacteriéfagos, su presencia en genomas fagales podria
explicarse como resultado de transduccion generalizada. Por lo tanto, existe la posibilidad
de que varios de los bacteriéfagos identificados en este estudio participen en la THG entre
cepas de E. coli PGV, contribuyendo a la generacién de variantes atipicas mediante la
movilizacién de determinantes de virulencia.

Ademas, se analizd la presencia de GRA, observandose un total de 59 (Figura 6; Tabla
suplementaria 4). Se identificé que los bacteriéfagos inducidos con mayor cantidad de GRA
correspondian a las mismas cepas que presentaban la mayor cantidad de FV: B26(6)31,
B26(6)6 y Coy 3-19 (Figura 6; Tabla suplementaria 4). Esto podria reforzar la idea de que
existe un grupo de bacteri6fagos que participa en la movilizacion de distintos genes,
mientras que otro grupo podria influir en la exclusién o permisividad de ciertas especies de
bacteriéfagos, afectando asi la presencia de FV y GRA en las cepas de E. coli. Diversos
autores han documentado la presencia de GRA en genomas de bacteriéfagos (Chen et al.,
2022; Pires et al., 2023; Wang et al., 2025). No obstante, no se ha discutido ampliamente la
posibilidad de que los bacteriéfagos puedan transferir operones completos de resistencia
antimicrobiana. En este trabajo se propone que los bacteriéfagos pudiesen participar en la
movilizacibn de operones completos, debido a su capacidad de empaquetar material
genético dentro de la capside, la cual esta directamente relacionada con el tamafio del
bacteriéfago y con su mecanismo de empaquetamiento (Chaudhari et al., 2021; Kizziah et
al., 2020). Ademas, se ha observado que bacteri6fagos tipo plasmido pueden actuar como
acarreadores de genes de resistencia, contribuyendo potencialmente a la virulencia (Greig
et al., 2022).

En un estudio de Michniewski y colaboradores (2019), realizado en el rio Ganges —un
ambiente impactado por desechos domeésticos, agricolas e industriales— se detectd la
presencia de 260 bacteri6fagos, que representaron el 86.3% del total de lecturas virales.
Adicionalmente, se identificaron bacteri6fagos asociados a bacterias patdégenas como
Salmonella spp., Enterococcus spp., Pseudomonas spp., Mycobacterium spp. Yy
Enterobacteria spp., incluyendo fagos de Enterobacteria y Salmonella. En dicho estudio
también se reportd la presencia de secuencias de GRA, proponiendo a los bacteriofagos
como posibles mecanismos de diseminacién de estos genes.

Se realizé la deteccion de genes asociados a proteinas de bacteri6fagos (Tabla
suplementaria 4; Figura 7), identificAndose un total de 206 genes, los cuales fueron
clasificados funcionalmente en categorias que incluyen proteinas estructurales, procesos de
lisis-lisogenia, integracion y replicacion, mecanismos de defensa bacterianos y factores de
virulencia. Esta organizacion funcional evidencia la diversidad de componentes genéticos
presentes en los genomas virales detectados.

En concordancia con lo reportado por Zamani y colaboradores (2024), quienes describieron
en el bacteri6fago vB_MoxS-ISF9 de Microbacterium oxydans la presencia de genes
estructurales, de empaquetamiento, regulacion, replicacion y sistemas de modificacion
dentro de un genoma de 59,254 pb, los resultados obtenidos en este estudio muestran un
patrén funcional similar. Sin embargo, a diferencia de dicho estudio, en el que se analiza un
genoma viral individual completamente ensamblado, en este trabajo se identificaron
multiples conjuntos de genes organizados en regiones continuas (tandem), lo que sugiere la
presencia de distintos genomas de bacteriéfagos dentro de las secuencias analizadas. Este
hallazgo refuerza la asociacion de las secuencias obtenidas con genomas virales y
evidencia una mayor complejidad estructural en comparacién con estudios basados en
aislamientos individuales.
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En nuestro estudio se identificaron 36 bacteriéfagos considerados con genomas completos,
derivados de la induccién con mitomicina C. Este nimero difiere de los 49 bacteri6fagos
detectados inicialmente. Sin embargo, esta discrepancia puede atribuirse a los criterios de
seleccion empleados. En este trabajo se consideraron Unicamente genomas mayores a 10
kpb que presentaran genes estructurales en su secuencia. El total inicial de 49
bacteriéfagos podria explicarse por la presencia de genomas pequefos en las secuencias
ensambladas del metagenoma. Aunque estos podrian considerarse errores de ensamblaje,
se ha descrito que algunos genomas pequefios corresponden a microvirus, como
Leuconostoc phage L5 (2.4 kb) y el bacteriéfago MS2 (3.3 kb) (Dion et al., 2020; Paine et
al., 2025).

Por otra parte, los 36 bacteri6fagos reportados presentan genes estructurales
caracteristicos, tales como terminasa, proteina portal, proteina mayor de la capside (N4-
gp56), proteina de unién al ADN, proteina de la fibra de la cola, proteina de la cola,
subunidad larga de la terminasa, proteina de decoracion de la cabeza y proteinas del
basoplato, entre otros. Estos genes se encuentran dentro de las secuencias ensambladas,
aungue con variaciones respecto a las secuencias de referencia. En conjunto, estos
resultados permiten inferir que las secuencias corresponden a genomas de bacteriéfagos
presentes en las nueve cepas de E. coli PGV que lograron ser inducidos.

Bajo este escenario, se identificd la presencia de multiples bacteriéfagos inducidos a partir
de una misma cepa de E. coli PGV. Esto podria indicar eventos de integracion bacteriéfagos
dentro de secuencias de profagos o la existencia de polilisogenia, lo cual favoreceria la
liberacion de distintos bacteriofagos durante eventos de lisis (Barik y Mandal, 2020). La
polilisogenia ha sido documentada en cepas de E. coli portadoras del fago lambda, cuya
induccién esta regulada por el sistema SOS dependiente de RecA, el cual estimula el corte
proteolitico del represor Cl (Barik y Mandal, 2020). En nuestro estudio se identificé la
presencia de bacteri6fagos lambdoides, dentro del cual se encuentra el fago lambda, uno de
los mas estudiados. Uno de los mecanismos conocidos para la induccién de estos profagos
al ciclo litico es mediante sefiales SOS de reparacion del ADN (Lewis, 2024). Algunos
inductores actlan sobre este sistema, generando una respuesta dependiente de RecA que
inicia la lisis y la liberacion de los fagos; sin embargo, también se han descrito mecanismos
independientes de RecA (Hu et al., 2023). Esto sugiere que uno de los posibles
mecanismos de induccion en los bacteriéfagos de este estudio podria estar mediado por el
sistema SOS-RecA.

Este sistema puede activarse en respuesta a estrés o dafio en el ADN, asi como durante
eventos de estrés metabdlico asociados a la formacién de biopeliculas. Ademas, la
polilisogenia se ha relacionado con pequefias proteinas, como smORF, cuya accién es
independiente del sistema SOS-RecA (Silpe et al., 2023).

Por otro lado, los 36 bacteriofagos identificados presentan en sus genomas secuencias
tanto de GRA como de FV, algunos de los cuales son compartidos entre diferentes
bacteriéfagos. En varios casos se detectaron mddulos que podrian corresponder a regiones
parciales de operones de resistencia; sin embargo, en la mayoria de los bacteriéfagos se
identificaron mdaltiples GRA dentro de un mismo genoma. Entre estos se incluyen genes
asociados a resistencia a betalactamicos, ciprofloxacina, bacitracina, sulfonamidas,
carbenicilina, tetraciclinas y sistemas de bombas de eflujo.

Estos hallazgos sugieren que algunas cepas de E. coli PGV podrian tener la capacidad de
liberar multiples bacteri6fagos ante un evento de induccién, ya sea por polilisogenia o por
transduccién entre profagos. No obstante, también es posible que existan variaciones
genéticas dentro de una misma cepa y que la deteccion de mudltiples bacteriéfagos
corresponda a la liberacion de un mismo fago desde diferentes células de la poblacion
bacteriana, constituyendo un evento colectivo (Carter et al., 2021).
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En este sentido, podria estarse asumiendo errbneamente que se trata de un evento
homogéneo en todas las células, cuando en realidad podria tratarse de un fenémeno
poblacional en el que cada célula responde de manera distinta. Por ello, se sugiere
desarrollar estrategias experimentales que permitan discriminar entre un fenémeno a nivel
poblacional o celular.

Finalmente, los 36 bacteri6fagos identificados podrian estar participando en la transferencia
horizontal de genes (THG) de FV y GRA entre cepas de E. coli PGV provenientes de fauna
silvestre de una misma regién. Considerando que el analisis filogenético de los genes tail y
Sstx2 muestra que los bacteriéfagos presentes en estas cepas tiene un mismo origen
filogenético y dado que se trata de una zona donde coexisten multiples especies animales,
es plausible que se generen interacciones complejas que favorezcan los patrones de
distribucién observados. Aunado a esto, la posible transmisibn de cepas entre fauna
silvestre, fauna doméstica y humanos (Tarr et al., 2025) resalta la importancia de continuar
investigando los procesos que influyen en la dinamica evolutiva de enterobacterias con
relevancia en salud publica.

CONCLUSION

Los resultados de este estudio demuestran que los bacteriéfagos presentes en las cepas de
E. coli PGV exhiben una dindmica ecologica estructurada, caracterizada por fenémenos de
exclusion y competencia, y actian como reservorios de factores de virulencia (FV) y genes
de resistencia a antimicrobianos (GRA), organizados en bloques génicos dentro de sus
genomas. Esta interaccion compleja, que permite la coexistencia y liberacion masiva de
multiples fagos, no solo facilita la emergencia de variantes patogénicas que divergen de los
patotipos clasicos, sino que también sustenta procesos de ecoevolucion donde la
transferencia horizontal de genes (THG) trasciende las barreras de orden entre
hospedadores de una misma region geografica. En conjunto, estos hallazgos posicionan a
los bacteri6fagos como agentes clave en la diversificacién bacteriana de la fauna silvestre,
subrayando su relevancia critica en la salud publica y ambiental al actuar como motores de
plasticidad genémica en la interfaz ecoldgica.
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Figura suplementaria 1. Abundancia relativa de 6rdenes de bacteriéfagos presentes en las nueve cepas de E. coli PGV. La presencia de los 6rdenes de bacteriéfagos
se analiz6 mediante FastViromeExplore, utilizando las secuencias contiguas obtenidas a partir de la secuenciacion masiva del ADN viral recuperado tras la induccion con
mitomicina C. Se muestran los porcentajes de abundancia relativa por orden de bacteriéfago en cada una de las nueve cepas de E. coli PGV.
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Figura Suplementaria 1. Abundancia relativa de ordenes de bacteriéfagos en cepas de Escherichia coli PGV inducidas con mitomicina C. Se evalué la distribucion
de los ordenes de bacteriéfagos presentes en nueve cepas de E. coli PGV mediante el analisis de secuencias contiguas obtenidas a partir de la secuenciacion masiva del
ADN viral recuperado tras la induccién con mitomicina C. La clasificacién taxondémica se realiz6 utilizando FastViromeExplorer v1.3, a partir de los ensamblajes generados. Se
muestran los porcentajes de abundancia relativa de cada orden de bacteriéfagos detectado en cada una de las nueve cepas de E. coli PGV, reflejando la estructura
taxonomica global de las comunidades virales analizadas.
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Figura Suplementaria 3. Abundancia relativa de géneros de bacteriéfagos en cepas de Escherichia coli PGV inducidas con mitomicina C. Se analiz6 la distribucion
de géneros de bacteriéfagos presentes en nueve cepas de E. coli PGV mediante FastViromeExplorer v1.3, utilizando las secuencias contiguas obtenidas a partir de la
secuenciacion masiva del ADN viral recuperado tras la induccion con mitomicina C. Se muestran los porcentajes de abundancia relativa de cada género de bacteri6fago
identificado en cada una de las nueve cepas de E. coli PGV, reflejando la composicién taxonémica a nivel de género de las comunidades virales analizadas.
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Figura suplementaria 4. Curva de rarefaccion
de especies de bacteriéfagos presentes en las
9 cepas de E. coli PGV. La linea soélida
representa la rigueza media acumulada de
especies calculada mediante el método de
rarefaccion exacta. Las barras verticales indican
la desviacion estandar (xDE) basada en las
permutaciones de los sitios. Se observa un
incremento gradual de la riqueza conforme
aumenta el esfuerzo de muestreo, alcanzando un
total de 49 especies en 9 sitios.
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DISCUSION GENERAL

En este estudio se plante6 la idea de que los bacteri6fagos desempefian un papel
fundamental en la movilizacién de genes de resistencia antimicrobiana (GRA) y factores de
virulencia (FV) en una enterobacteria como lo es Escherichia coli, sustentado por la
evidencia obtenida en distintos niveles experimentales, las cepas utilizadas para este
estudio son provenientes de fauna silvestre.

En primer lugar, se evidencio la presencia de bacteriofagos en el microambiente intestinal
de un coyote de vida libre. Mediante un analisis metagenémico de las particulas fagicas
intestinales se reveld la presencia de multiples GRA asociados a distintas especies de
bacteriéfagos, lo que sugiere que estos no solo almacenan informacién genética, sino que
también tienen el potencial de transferirla entre bacterias dentro de este ecosistema (Chen
et al., 2022; Pires et al., 2023). La presencia de bacteriéfagos y de GRA en las secuencias
de estos bacteriéfagos detectados, confirma que estos virus estan ampliamente distribuidos
en ambientes naturales y que pueden actuar como reservorios y vectores de material
genético, propiciando la aparicion de bacterias con variantes multirresistentes, lo cual
implica un riesgo para la salud publica. No obstante, las inferencias bioinformaticas son
importantes para la deteccidén de bacteriéfagos y GRA presentes en estos, por lo que no es
posible confirmar experimentalmente su funcionalidad ni su capacidad real de transferencia
en las condiciones evaluadas.

En este contexto, uno de los aportes mas relevantes de este trabajo es la evaluacion del
liguido ruminal como un componente ambiental capaz de inducir la liberacion de
bacteriéfagos. Los resultados muestran que el liquido ruminal no solo afecta el crecimiento
bacteriano, sino que también promueve la induccion de bacteriéfagos, evidenciada por el
incremento relativo del nimero de copias en genes estructurales y de virulencia asociados a
estos en los sobrenadantes. Este hallazgo resulta particularmente relevante al compararlo
con otros estudios donde la induccién de bacteriéfagos se asocia principalmente a agentes
clasicos como la mitomicina C o a estrés genotoxico (Kizziah et al., 2020; Chaudhari et al.,
2021). En contraste, el presente trabajo sugiere que componentes ambientales complejos
podrian actuar como inductores naturales, lo que introduce una dimensién ecolégica poco
explorada en la regulacion del ciclo lisogénico-litico. Sin embargo, no se identificaron los
compuestos especificos del liquido ruminal responsables de este efecto, lo que impide
establecer un mecanismo claro de induccion.

Esta parte del texto es fundamental para darle relevancia clinica y epidemiolégica a tu
investigacion. He ajustado la redaccion para que sea mas fluida y precise mejor la relacion
con el fendmeno de las vacas super-shedders, manteniendo la prudencia cientifica respecto
a los resultados obtenidos:

«Asimismo, desde una perspectiva epidemioldgica, los resultados de este estudio ofrecen
una posible explicacion biolégica para el fendmeno de las vacas super excretoras de toxina
Shiga (Chase-Topping et al., 2008). Es plausible que el microambiente ruminal actie como
un inductor de bacteriéfagos portadores de stx, desencadenando eventos de lisis que
faciliten la THG. Este mecanismo podria derivar en la emergencia de nuevas variantes
patdgenas y multirresistentes con repercusiones directas en la salud publica. No obstante,
dado que en el presente trabajo no se documenté formalmente la THG entre cepas, la
confirmacion de este proceso como motor directo en la generacion de nuevas variantes de
E. coli STEC requiere de estudios posteriores que permitan validar dicha transferencia en
condiciones controladas.

De manera critica, esto permite plantear que los mecanismos de induccidon en ambientes

naturales podrian ser mas diversos de lo previamente considerado, involucrando no solo la
respuesta SOS-RecA, sino también sefiales metabdlicas o interacciones microbianas
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especificas. Esta idea es consistente con lo reportado por Hu y colaboradores (2023),
quienes describen mecanismos de induccién independientes de RecA, ampliando el
panorama clasico de regulacion de profagos. En nuestro estudio no se evaluaron
marcadores moleculares asociados a la activacion del sistema SOS, lo que limita la
confirmacién directa de las rutas implicadas.

Por otra parte, si bien diversos estudios han documentado la presencia de genes de
resistencia en viromas ambientales, estos se han centrado principalmente en su deteccién y
diversidad, sin profundizar en su papel funcional dentro de comunidades especificas. En
contraste, los resultados de este trabajo permiten avanzar hacia una interpretacion
ecolégica mas integradora, en la que los bacteri6fagos no solo estan presentes, sino que
podrian participar activamente en la dindmica genética del microbioma intestinal, parte de
esta dinamica podria ser por competencia, favoreciendo la presencia o la ausencia de GRA
y FV, lo cual faltaria por demostrar. Esto coincide con lo reportado por Wang y
colaboradores (2025), quienes sugieren que los fagos constituyen reservorios méviles de
genes en ambientes con alta presion selectiva, pero difiere en que aqui se propone
explicitamente su participacion en procesos de movilizacion dentro de un hospedero
silvestre concreto. A pesar de ello, el alcance de este hallazgo se ve acotado debido al
namero reducido de cepas y el uso de un solo sistema hospedador (E. coli), lo que restringe
la extrapolacion de estos hallazgos a otros contextos ecolégicos.

Relacionado a lo anterior, los resultados permiten proponer que la movilizacién de GRA y
FV en ambientes intestinales no es un evento aislado, sino parte de una dinadmica ecolégica
compleja en la que los bacteriéfagos median procesos de transduccion, contribuyendo a la
diversificacion genética y a la posible emergencia de cepas con caracteristicas adaptativas
que le confieren ventaja. Esta interpretacion se alinea con lo observado en sistemas
metagenomicos como el descrito por Michniewski y colaboradores (2019), donde la
coexistencia de multiples fagos y bacterias favorece redes de intercambio genético; sin
embargo, en este estudio se afiade el componente de fauna silvestre, lo que amplia la
relevancia ecoldgica y epidemioldgica del fenbmeno. A pesar de ello, no se evaluaron
directamente eventos de transduccion, por lo que la participacion de los bacteriéfagos en
estos procesos se infiere a partir de la composicién genética observada.

Estos hallazgos permiten plantear una posible explicacion ecolégica para la presencia de
cepas STEC en ambientes asociados a rumiantes. La capacidad del liquido ruminal para
inducir bacteriéfagos portadores de genes como stx sugiere que este microambiente podria
actuar como un catalizador en la emergencia de variantes patogénicas de E. coli, facilitando
la transferencia de factores de virulencia entre cepas bacterianas. En este sentido, los
resultados concuerdan con lo descrito por Greig y colaboradores (2022), quienes
documentan la asociacion de bacteriéfagos con genes de virulencia, pero aqui se aporta
una posible explicacion ambiental para su activacion y diseminacion. Aun asi, no se
realizaron ensayos funcionales que permitan confirmar la expresién o transferencia efectiva
de estos genes en condiciones naturales.

Finalmente, la integracién de los resultados obtenidos en las cepas de E. coli PGV permite
reforzar la idea de que los bacteri6fagos participan activamente en la transferencia
horizontal de FV y GRA. La identificacién de mdltiples bacteriéfagos inducidos, asi como la
deteccién de genes de virulencia y resistencia en sus genomas, sugiere que estos virus
pueden ser liberados al ambiente tras eventos de induccién, contribuyendo al flujo génico
entre distintas bacterias. Este comportamiento ha sido reportado por Carter y colaboradores
(2021), quienes describen eventos colectivos de liberacion de fagos en poblaciones
bacterianas; sin embargo, en este estudio se propone ademas que esta coexistencia podria
traducirse en eventos funcionales de movilizacion genética dentro de un mismo nicho
ecologico. No obstante, no se puede descartar que parte de la diversidad observada
corresponda a artefactos del ensamblaje metagenémico o a variacién intra-poblacional.
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En conjunto, los resultados de este estudio no solo validan la hipétesis planteada, sino que
amplian el marco conceptual sobre el papel de los rumiantes en la induccién de
bacteriéfagos y su impacto tanto en la ecologia microbiana como en la emergencia de
variantes patégenas de relevancia para la salud publica. A diferencia de las aproximaciones
puramente descriptivas previas, este trabajo propone un modelo integrador donde la
interaccion entre el hospedador, el microambiente gastrointestinal y factores quimicos como
el liquido ruminal modulan la dinamica poblacional de los bacteri6fagos v,
consecuentemente, la THG. Estos hallazgos posicionan al ecosistema ruminal como un
elemento determinante en la evolucién bacteriana y la plasticidad genémica, subrayando la
necesidad de estudios futuros que validen experimentalmente los mecanismos propuestos y
profundicen en las interacciones moleculares que gobiernan esta compleja dinamica viral.

CONCLUSION GENERAL

En conjunto, los resultados obtenidos validan las hipotesis planteadas al evidenciar la
presencia de bacteri6fagos portadores de factores de virulencia (FV) y genes de resistencia
a antimicrobianos (GRA) en ambientes gastrointestinales. Se confirma la capacidad del
liquido ruminal para inducir bacteriéfagos en cepas de Escherichia coli de fauna silvestre,
favoreciendo procesos de lisis y la liberacién de fagos portadores de stx1, lo cual subraya el
papel determinante del microambiente ruminal en la movilizacién génica. Asimismo, se
observa que la liberacion de bacteri6fagos por parte de estas cepas sigue una dinamica
ecologica de competencia y exclusion, la cual modula indirectamente la transferencia de FV
y GRA. Aunque ciertos mecanismos propuestos requieren validacion experimental adicional,
estos hallazgos respaldan la participacion del microambiente ruminal en la induccion de
fagos, aportando evidencia de que los factores ambientales modulan la plasticidad
gendmica. En consecuencia, se consolida un modelo donde la interaccion entre el rumiante,
la microbiota bacteriana y los bacteri6fagos contribuye significativamente a la evolucion de
E. coli y a la transferencia horizontal de genes (THG), reafirmando su relevancia en la salud
publica y ambiental.
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