,m\
£5PUCE

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL

ECUADOR
TRABAJO DE TITULACION

MAESTRIA EN BIOLOGIA COMPUTACIONAL

Analisis comparativo de genomas de bacteriéfagos liticos
con capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias del

género Listeria spp

GALO JAVIER GRANDA JATIVA

TUTOR: MIGUEL ANGEL MENDEZ

ABRIL 2025



Indice

1o L= PP PPPPPPPPPPP 4
O N (o Yo [ o] o1 o o H TP PPPPPP PPN 7
2. O BEIVOS e 9
2.1, ODJetivo GENEral.......coooiiiiiiiiiii 9
2.2, ODbjetivos ESPECITICOS ..oouiiiiiiii it 9
T Y = T oTo T I =To T o o RSP P PP RP TP PPPPPPPP 10
3.1, BaCEriOfag0S. oot 10
3.1.1. B St UCTUT A ...t e et e e e et e e e ena s 11
3.1.2. TAX O M OB ittt 12
3.1.3. Mecanismos de RepliCACION .......cooiiiiiiiiiiiiie e 14
3.1.4. Mecanismo de lisis de los bacteriofagos .........cccvvviviiiiiiiiiiiiiiiees 18

T W 13 (=Y =T o] o PSSP 20
3.2.1. LTS T ot = 1o =T =S 20

3.3.  Resistenciaalos antimicrobianos .........ccccccovviiiiiiiiiiii 21
3.4, GenOMICa COMPATALIVA........oiiuiiiiiiiiie ettt e e e e e s e e e e e e e e ann 22
3.5, ANAlISIS FIlOQENALICO ...ciiiiiiiiiiieeeeee e 23
B /[ (o Yo [o] Fo Yo | - VTP PRRUTR PP 24
4.1. Aislamiento y Caracterizacion del Bacteriofago p35. ......cccceeviiiiiiiiiiiiinnnnnnnns 24
4.2.  Andlisis comparativo de genomas de Bacteriofagos .......ccccceevvviiiiiiiiiiennnnnnns 27

4.3. Obtencién y anotacién de secuencias de genomas completos de

(o= Tod (=T f 0] = To [0 3RO RPPPRPP 27
4.4. Alineamiento y andlisis filogenétiCo ........ccuviiiiiiiiiiiiiii e 28
4.5. Anotacion del genoma del bacteriofago P35.......evvviviiiiiriiimiiiieiiiiiiiiiiiiiiiininnnn. 29



4.6. Prediccion de latraduCCion ProteiCa ........cccuueeeiiieeiiiiiiiiiiiieiee e 30

5. RESUITAUOS ...t 31
5.1.  CaracteriStiCas GENOMIUCAS .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiei it e et e e e e e e 31
5.2.  ArbOl FIlOGENELICO ...oovvevieeceeieeeeee ettt aae s 33
5.3. Anotacion gendmica Bacteriofago P35........ueiiiiiiiiiiiiiiiie e 36
5.4.  Anotacion funcional proteinas liticas del Bacteriofago p35..........veeeeeennn. 44

6. ANAIISIS A reSUITAUOS . ccoi i e e 48
6.1.  Caracteristicas geNOMICAS ....c.uuuuriiiieeiiiiiiiie e a e e e e e 49
LI N Yol W =1 T Yo =T 4 1= oL TR 51
6.3. Anotacion gendmica Bacteriofago pP35.......ooiiiiiii i 52

7. Conclusiones y ReCOMENAACIONES .....cccoiiiiiiiiiiii e e e 56
7.1, CONCIUSIONES .. e e a e e e e e 56
7.2,  RECOMENUACIONES ....euiiiiiiiiiiiiiiite ittt e ettt e e e e et e e e e e s e e e e e e e e e 58

8. REIBIBINCIAS i 59



indice de Tablas y figuras

Figura 1 Estructuras proteicas que componen los bacteriéfagos. A) Bacteriéfago con

simetria icosaedro B) Bacteriéfago filamentoSo .........cooveeeeviiiiiiiiiii e, 12
Figura 2. Morfologia y estructura de 10S bacteriéfagos ...........ooooiuiiiiiiiiieeiiiiiieeeee e 14
Figura 3. Ciclos de vida de los Bacteri6fagos ( Via lisogénica y Via litica) ......................... 16

Figura 4. Metodologia utilizada en la construccion del arbol filogenético en el programa

| = N G PSPPI 34
FIigura 5 Arbol FIOGENETICO. .......c.eeviiieiee ettt sttt ees et e e e et e e ste s e areeareeeeeas 35
Figura 6. Anotacion del genoma del bacteriéfago p35 extraido del programa DFAST......... 37
Figura 7.Estructura modular del genoma del bacteriofago p35........cccceevieeiiiiiiiiiiiiiieeeecceinnns 40

Figura 8 . Mapa gendmico del bacteriéfago p35, extraido del programa SnapGene Viewer,
moddulo de capside en color naranja, médulo de lisis en color azul, médulo de cola en color
amarillo y médulo de recombinacion de ADN en color verde, proteinas hipotéticas en color
verde, proteinas hipotéticas €N COIOT GriS. .......iuiiiiiiiiiiiieiee et 41
Figura 9.Secuencia de nucleétidos y traducciéon ORF 18 (HOLINA), extraido de DFAST... 45

Figura 10. Secuencia de nucleo6tidos y traducciéon ORF 28 (ENDOLISINA), extraido de



1. Introduccion

A nivel mundial, la habilidad de las bacterias para desarrollar resistencia a los
antimicrobianos se ha convertido en un desafio significativo para la salud publica,
segun lo atribuye la Organizacién de las Naciones Unidas (ONU), esto es una
situacion representa una de las mayores amenazas para la salud a nivel mundial,

debido que compromete objetivos cruciales como el avance del desarrollo humano.

En vista de las profundas implicaciones en las actividades econdmicas, la
alimentacion, el turismo y las corrientes migratorias, a partir de esta redefinicion se
han instaurado mecanismos de cooperacién, consulta y vigilancia con mayor o menor
apoyo de cada pais(Cerezo, 2020). En Ecuador, la situacion es especialmente
preocupante, con un aumento en la prevalencia de bacterias multirresistentes en
hospitales y comunidades. A causa de este problema, la basqueda de nuevas
alternativas terapéuticas se vuelve imperativa. Los bacteriéfagos, son virus que
infectan especificamente a bacterias que usan su maquinaria gendmica para
replicarse lo que ocasiona la lisis de la bacteria, emergen como una prometedora
opcion para combatir infecciones causadas por patdgenos resistentes a los
antibidticos (Punil, 2017). Sin embargo, no existen estudios contundentes en el pais
gue se identifiquen estos virus a pesar de que corresponden a una alternativa a la
problemética de la resistencia a los antimicrobianos, es por esto por lo que el analizar
los genomas completos y comprender porque son capaces de desarrollar la

capacidad litica.

Este estudio se centra en el analisis bioinformatico del genoma del bacteriéfago p35,
aislado de aguas. La eleccion de este fago es debido a la prevalencia de Listeria

monocytogenes y su capacidad para causar enfermedades graves en humanos. A



través de un andlisis gendmico comparativo y filogenético exhaustivo, se busca
identificar genes liticos, como lisozimas, endolisinas y holinas, que confieran al fago
p35 su capacidad de lisar bacterias. Los resultados de esta investigacion permitiran
comprender mejor los mecanismos moleculares de la infeccion por bacteriéfagos y
contribuiran a la identificacion de nuevos fagos liticos con potencial terapéutico para
el tratamiento de infecciones causadas por Listeria monocytogenes y otras bacterias
patdgenas y a identificar nuevos candidatos para el descubrimiento fagoterapias
personalizadas para abordar las infecciones provocadas por bacterias con resistencia

a diversos los antimicrobianos en Ecuador.



2.0Dbjetivos

2.1. Objetivo General

Identificar computacionalmente genes liticos en bacteriéfagos de Listeria spp.
para evaluar su potencial como marcadores moleculares en la busqueda de

nuevos fagos liticos.

2.2. Objetivos Especificos
Seleccionar un conjunto representativo de genomas de bacteriéfagos de
Listeria spp. disponibles en bases de datos publicas.
Identificar genes conservados entre los diferentes genomas, como los que
codifican proteinas liticas.
Realizar una alineacibn multiple de las secuencias de los genomas
seleccionados con la utilizacibn de un algoritmo de alineacion multiple
adecuado.
Construir arboles filogenéticos utilizando métodos de maxima verosimilitud.

Identificar clados principales y subclados de bacteriéfagos de Listeria spp.



3.Marco Teodrico

3.1. Bacteriéfagos

Los bacteriéfagos son virus especializados en infectar bacterias, con una estructura
simple que se basa en acido nucleico cubierto por proteinas que forman parte de su
envoltura o capside la cual les permite identificar y penetrar células especificas. Son
considerados los organismos mas abundantes del planeta tierra, se estima que existe
un total de entre 10”30 a 10”32 particulas viricas y juegan un rol crucial en el equilibrio
de los ecosistemas bacterianos, generalmente habitan en ecosistemas con alta carga
de bacterias (Punil, 2017), han sido llamados como los organismos mas abundantes
en la Tierra, superando incluso a las bacterias. Debido a que se encuentran en
practicamente todos los ambientes, desde el mar hasta el suelo, éstos han sido
aislados desde aguas residuales, hasta muestras de tierra (Segundo A., Hernandez

B., Lopez V., & Torres A., 2010).

Los bacteriéfagos son considerados como parasitos intracelulares obligados ya que
para su replicacion necesitan infectar bacterias, aprovechando las estructuras
celulares para liberar su progenie. (Monk, Rees, Barrow, Hagens, & Harper, 2010),
son especificos ya que solo pueden infectar ciertos tipos de bacterias, a las que

reconocen y penetran para inyectar su material genético (Prada et al., 2015).
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El genoma de los bacteriéfagos puede estar conformado por DNA o RNA bien sea de
simple o doble cadena el cual est& cubierto por una capside formada de proteinas. La
estructura de los bacteriéfagos es determinada por sus proteinas de envoltura (o
proteinas estructurales) cuya funcion principal es la de proteger al material genético
fagico (Segundo A., Hernandez B., Lépez V., Torres A., 2010).

Los bacteriofagos se utilizan como una herramienta para la transformacién genémica
bacteriana, y sirven, ademas, para la elaboracion de vacunas, siendo una alternativa

para el manejo de infecciones también llamada fagoterapia (Hernandez, 2007).

3.1.1.Estructura

El tamafio de los bacteriéfagos oscila entre los 20 y 200 nm (Fernandez, Gutiérrez,
Rodriguez, Garcia, 2020). Su estructura esta definida segun la conformacién de las
proteinas de su envoltura cuya funcién es la de proteger al material genético, ademas
estas proteinas conforman las distintas partes del fago como son: el cuello, cola, fibras
caudales, laminas basales y/o espiculas (Segundo A., Herndndez B., Lopez V., &

Torres A., 2010).

Estructuralmente se encuentran tres distintas formas generales en las que esta
formado un bacteriéfago: Una cabeza icosaédrica con cola, una cabeza icosaédrica
sin cola y de forma filamentosa (Ausgustyn et al., 2018). Los bacteriéfagos cuya
estructura esta formada por una cabeza icosaédrica y cola helicoidal son
considerados como los mas complejos (Madigan, Martinki, Bender, Buckley, & Stahl,

2015).
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Figura 1 Estructuras proteicas que componen los bacteriéfagos. A) Bacteriéfago con

simetria icosaedro B) Bacteri6fago filamentoso
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Figura extraida de : (Segundo et al. 2010).

Uno de los fagos que mas se ha descrito es el fago T4 especifico para Escherichia
coli, que se compone de una cola con al menos 20 proteinas que dependen entre si,
una cabeza con mayor cantidad de proteinas, el ensamblaje de ambas partes suele
ser un proceso complicado ya que la cola se forma de manera independiente antes

de unirse con la cabeza del fago (Madigan et al., 2015).

3.1.2. Taxonomia

La estructura de los bacteriéfagos ha sido ampliamente estudiada desde mediados
del siglo XX. Los resultados obtenidos indican que la presencia de una cola es una
caracteristica comun en el 96% de los fagos analizados. Esta estructura, junto con

otras caracteristicas morfolégicas, permite clasificar a estos virus en diferentes
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familias, siendo las méas representativas Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae,(Dini,

2011).

En el afio de 1966 se establecié el Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV), con la finalidad de implementar un esquema Unico y universal para clasificar
a cientos de virus aislados de humanos, animales, plantas y bacterias (Murphy et al.,
1995). La clasificacién se basa segun el tipo de acido nucleico, morfologia o por
sistemas taxondémicos basados en secuencias (Rohwer & Edwards, 2002). Inclusive
se los clasifica segin su modo de replicacion, el organismo huésped y el tipo de

enfermedad (White & Orlova, 2016).

La clasificacion de los fagos estd basada principalmente en dos caracteristicas,
morfologia y tipo de genoma. Morfologicamente fue la primera clasificacion que se les
dio basdndose en sus caracteristicas esto mucho antes de contar con técnicas
moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa y la secuenciacion de
genomas (Turner & Kropinski,2021). Segun esta caracteristica se pueden encontrar
fagos filamentosos, envueltos en una bicapa lipidica, o con una cépside proteica que
incorpora lipidos. (White & Orlova, 2016) Ademas, muchos fagos presentan una
simetria icosaédrica y una cola.

En cuanto al genoma, puede ser de ADN o ARN, de cadena sencilla o doble, y circular
o lineal (Carter & Saunders, 2007). La clasificacion taxonémica de los fagos, basada
en estas caracteristicas, ha identificado al menos 13 familias virales (Ackermann,

2000).
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Figura 2. Morfologia y estructura de los bacteriéfagos

Morfotipo Forma Acido Farmilia Particularidades
nucieico
Al a A3 Fagos con ADN dc, L Myowindae Cola contractd
cola
B8l aB3 Siphowviridae Cola larga, no
contractil
Clacs Podoviridae Cola corta
D1 Fagos ADN sc, C Microwvinidoe Capzomeros
poliédricos sobresalientes
D3 ADN dc, C, Corticoviridoe Capside compleja,
Hpidos
Da ADN dc, L Tectivinidoe Vesioula lipidica,
pseudocola
El ARN sc, L Lewviridae
E2 ARN dc, L, Cystoviridoe Cubierta lipidica
eg
F1 Fagos ADN 3¢, C nowiridae a- filamentos
filamentosos largos
F2 b bastones cortos
F3 ADN ac, L Lipothrixwiridee Cubierta lipidica
Fa ADN dc, L Rudivindae Similar al vicus ded
mosalco del tabaco
Gt Fagos ADN dc, C Plasmavinidoe Cubierta lipidica,
pleomorficos sin capside
G2 ADN de, C. Fusellowiridoe Cubierta lipidica,

sin capside, en
forma de limon

SN
e

Extraido de : (Ackermann, 2000), editado por el autor 2025

Los bacteriéfagos al ser parasitos intracelulares obligados, no pueden replicarse por
si solos, estos agentes infecciosos dependen de una célula huésped bacteriana para
llevar a cabo su ciclo de vida. Para lograr esto, los fagos han desarrollado dos

estrategias de replicacion, las cuales se presentan de forma esquematica en la figura

3.1.3. Mecanismos de Replicacion

2 (Segundo A., Hernandez B., Lépez V., & Torres A., 2010).

Dependiendo de su ciclo de vida los Bacteriéfagos se pueden dividir en dos grandes

grupos:

e Fagos temperados o avirulentos: En este caso el ADN viral se integra al

material genético de la bacteria infectada y se replica junto con la misma
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transmitiendo de generacion en generacion si producir la lisis de la célula
infectada este proceso es también conocido como lisogenia a la cepa asi
infectada como lisogénico y al DNA viral integrado como profago(Moyano,
2019).

e Fagos liticos o virulentos: en este caso los bacteriofagos poseen genes que
traducen a proteinas liticas que provocan la lisis de las células hospedadoras,
liberando una nueva progenie fagica en un proceso conocido como ciclo litico

(Moyano, 2019).

Dentro del ciclo litico, el fago se une a la célula bacteriana e introduce su informacién
genética en ella, secuestra la maquinaria celular para producir numerosas copias de
si mismo vy, finalmente, lisa la célula para liberar a los nuevos viriones. Por otro lado,
en el ciclo lisogénico, el ADN viral se integra al cromosoma bacteriano, convirtiéndose
en un profago. En este estado, se replica pasivamente con el ADN bacteriano, siendo
transmitido a las células hijas. El profago puede permanecer latente durante
generaciones, pero bajo ciertas condiciones, puede activarse, entrando en el ciclo
litico. Ambos ciclos tienen profundas implicaciones biolégicas, desde el control de
poblaciones bacterianas hasta la evolucion de los genomas bacterianos, y encuentran
aplicaciones en diversos campos como la biotecnologia y la medicina (Segundo A.,

Hernandez B., Lépez V., & Torres A., 2010).
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Figura 3. Ciclos de vida de los Bacteriofagos ( Via lisogénica y Via litica)

@ célula bacteriana
bacteriofago A
infeccién
v

Via lisogénica . Via litica
= 10 @ @3
Wl
—— A
o

Figura extraida de : (Segundo et al. 2010).

3.1.3.1. Ciclo Litico

Los fagos virulentos estan restringidos al ciclo litico, un proceso en el cual se
multiplican dentro de una bacteria y, al finalizar, la lisan para liberar nuevos virus.
(Fernandez, Leal Duarte, Agun, & Jurado Mufioz, 2023). Lo que le da una relevante
importancia en la aplicacion de fagoterapia (Gill & Hyman, 2010). La resistencia que
tenga la bacteria target del bacteriéfago no influye en la capacidad litica (Orlova,
2012).

Este ciclo consta de varias fases desde que el bacteriéfago ingresa a la célula
hospedera y que termina con la liberacién de la particula viral. Las fases se describen

de la siguiente manera:
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1. La particula del fago se une a la superficie de la célula huésped;

2. El fago introduce el acido nucleico dentro de la bacteria.

3. Los genes tempranos del fago se expresan, lo que conlleva a la sintesis de las
proteinas;

4. El fago replica su genoma;

5. se activan los genes tardios del fago, que producen los componentes necesarios
de las nuevas particulas;

6. Las cabezas de los fagos se construyen, su material genético se introduce en el
interior de estas capsides y union de cabezas y colas; y

7. Lisis de la bacteria huésped y liberacion de las nuevas particulas de fago

(Fernandez, Leal Duarte, Agun, & Jurado Mufioz, 2023)

El primer paso de este ciclo consiste en la adsorcion del bacteriéfago a los receptores
de la superficie celular de la bacteria. Este acoplamiento es muy especifico, de forma
gue solo tiene lugar cuando la cola del fago y los receptores tienen configuraciones

complementarias (Moyano, 2019).

La inyeccion consiste en la transferencia del ADN del bacteriéfago desde su cabeza
hacia el citoplasma bacteriano, utilizando la cola del fago como conducto. Una vez
completado este proceso, la particula del fago, ahora vacia, permanece en el exterior.
Este proceso de inyeccion al parecer es dependiente de la energia producida por el
celular y de su maquinaria de sintesis de proteinas (Watanabe and Takesue 1973;

Watanabe, Takesue, and Ishibashi 1979).
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Después de la introduccion del ADN viral, la bacteria cesa la produccion de sus
propios acidos nucleicos y proteinas, y su genoma comienza a descomponerse. La
magquinaria metabodlica del hospedador se pone al servicio del virus, asi realiza la

sintesis de sus acidos nucleicos y proteinas (Moyano, 2019).

3.1.3.2. Ciclo Lisogénico

En este ciclo los bacteri6fagos insertan su material genético en la célula huésped lo
que se conoce como “profago”, ya sea en forma de plasmido (C. Torres, 2018), o en
el interior de una regién especifica del cromosoma bacteriano, por lo tanto, esté se
replica juntamente con la célula huésped y se transmite a la progenie (Orlova, 2012).
Los fagos capaces de lisogenia, conocidos como templados, portan genes que
codifican enzimas particulares, incluyendo un represor transcripcional. Este ciclo no
tiene una aplicacion dentro de la fagoterapia ya que no termina con la muerte de la

bacteria (Gill & Hyman, 2010).

3.1.4.Mecanismo de lisis de los bacteriéfagos

La capacidad litica de los bacteriéfagos, depende de la accion de dos proteinas que
le permiten la adsorcién y posterior lisis de la célula infectada, es la accion conjunta
de estas proteinas lo que ocasiona que los bacteriéfagos que cumplen con un ciclo
litico ocasionen la muerte de la bacteria hospedera, para lograr la lisis, los fagos de
ADN bicatenario recurren a la degradacion activa de la peptidoglicina con una
enzima muralitica o endolisina que posee una o mas de cuatro actividades
muraliticas diferentes, pero carece de una secuencia sefal secretora, se acumula
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en un estado completamente plegado y activo en el citosol. Como minimo, la lisis
requiere otro gen que codifica una pequefia proteina de membrana llamada holina.
En el momento en que se "programa" en la estructura del gen de la holina, la
endolisina accede repentinamente a su sustrato, la pared celular; la destruccién de

la mureina y la ruptura de la célula son consecuencias inmediatas.

Las holinas son pequefias proteinas que se insertan en la membrana celular y
tienden a acumularse en la superficie hasta que, en un momento especifico,
programado en el gen de la holina, la membrana se permeabiliza repentinamente a
la endolisina completamente plegada, la uncién de la holina esta asociada con un

colapso del potencial de membrana y la permeabilizacion de la membrana. (

Las endolisinas son proteinas con un rango de peso molecular entre los 15-40 kDa
(Abdelrahman et al., 2021). Estas enzimas se componen de una region con actividad
catalitica y, en ciertos casos, también poseen una regién que les permite unirse a la
pared celular. Este Ultimo es responsable del reconocimiento del sustrato y de su

especificidad (Murray et al., 2021; Lai, Chen, Ho, Xia & Leung, 2020).
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3.2. Listeria spp

3.2.1. Generalidades

Son bacilos Gram positivos pequefios y rectos, sin esporas ni ramificaciones, que
suelen encontrarse solos o formando cadenas cortas. En cultivos mas antiguos
pueden formar filamentos mas largos. Estos bacilos tienen de 1 a 5 flagelos que les
permiten moverse a temperaturas templadas. (Oteo & Alos, 2009)., pueden crecer en
un amplio rango de temperaturas que van desde 0.5° C hasta 45 °C y condiciones de

pH (4.7- 9.2) (Skowron et al., 2018).

La gran habilidad para colonizar y crecer en diversos ecosistemas se debe a la
presencia de 331 genes que codifican para varias proteinas de transporte (K. Torres,
Sierra, Poutou, Carrascal, & Mercado, 2005). Por lo que ha sido posible aislar esta
bacteria de suelos, materia vegetal, aguas residuales, comida animal y en alimentos
de consumo humano como son productos lacteos no pasteurizados, verduras entre

otros (Oteo & Alds, 2009).

Entre las 17 especies del género Listeria, inicamente L. monocytogenes y L. ivanovii
han sido establecidas como patégenos humanos (Vos y col., 2011). Siendo capaces
de colonizar y afectar al tracto intestinal humano causando una enfermedad grave

conocida como listeriosis (Skowron et al., 2018).
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3.3. Resistencia alos antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un proceso natural, que se define como
la capacidad que tiene un microorganismo ya sean virus, bacterias, parasitos u
hongos para contrarrestan o soportar el efecto del medicamento antimicrobiano ya

sea un antibittico, antiviral, antiparasitario o antifangico. (MSP,2018).

La capacidad de los microorganismos para generar resistencia los antimicrobianos ha
ido evolucionando a través del tiempo por lo que ha convertido a las infecciones en
un grave problema a la salud publica que cada vez es mas dificil de contrarrestar,
ocasionando un aumento en la tasa de mortalidad, enfermedades y gasto en salud
(Prada et al., 2015). La principal causa que ha desencadenado esta problematica ha
sido sin duda, el mal uso y el abuso de los antimicrobianos lo que ha favorecido para
gue los microorganismos evolucionan y generen cada vez mas mecanismos para
resistir a los medicamentos, ocasionando que pierdan su eficacia en el momento de

un tratamiento. (Cires, 2002).

Existen dos formas en que los microorganismos generan la resistencia, ya sea natural
0 adquirida. La resistencia natural es propia de cada microorganismo sin embargo en
el caso de la resistencia adquirida aparece como una respuesta de defensa
desarrollan los microorganismos al estar expuestos a los antimicrobianos, a través de
procesos bioquimicos, la resistencia adquirida Este Gltimo mecanismo es
preocupante, puesto que permite la dispersion de la resistencia favoreciendo a la

aparicion de brotes a nivel hospitalario (MSP,2018).
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Durante la 682 Asamblea de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), celebrada
en mayo de 2015, los Estados Miembros acordaron adoptar el Plan de Accion Global
contra la Resistencia a los Antimicrobianos, comprometiéndose a desarrollar y poner
en practica el Plan de accion para la RAM para abordar este problema. Hasta la fecha,
siete paises de Latinoamérica han formalizado este documento. Ecuador cuenta con
el Plan Nacional para la prevencion y control de la RAM 2019-2023 y est4 proximo a

oficializarlo mediante Acuerdo Ministerial (MSP,2018).

3.4. Genomica Comparativa

La gendémica comparativa se dedica al andlisis de las similitudes y divergencias entre
genomas de diferentes especies. Los procesos de seleccion natural imponen
restricciones y presiones sobre las secuencias funcionales, lo que resulta en patrones

detectables en las alineaciones mdltiples de secuencias. (Miller, Makova et al. 2004).
Esta estrategia pretende aprovechar el conocimiento que proporcionan las firmas de

seleccion natural para comprender la funcién de los genomas y los procesos

evolutivos que los moldean.
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3.5. Analisis Filogenético

El analisis filogenético es considerado como un obijetivo principal en biologia, esto
debido a que su puede considerar que la filogenia permite dar sentido y una
perspectiva a toda la informacion generada a través de datos biolégicos en las
diferentes ramas de la biologia. Si no se cuenta con la estructura que proporciona la
filogenia, la biologia se reduce a una extensa acumulacién de hechos aislados y poco
relacionados entre si. Adicionalmente, la filogenia ocupa un lugar central en la
sistemética y la taxonomia, al ayudar a resolver problemas de posicion y

nomenclatura (Forey, 1992)

El analisis filogenético permite reconstruir la historia evolutiva de los fagos mediante
la comparacion de secuencias genéticas. En el caso de los fagos, se utilizan genes
altamente conservados como el de la polimerasa de ADN, terminasa, capside mayor,
entre otros (Rohwer & Edwards, 2002). Dado que los fagos tienen genomas altamente
mosaicos, a menudo se prefiere el enfoque basado en genes individuales o grupos

ortdlogos, en lugar del analisis del genoma completo.

Los métodos clasicos incluyen la alineacion de secuencias (por ejemplo, con Clustal
Omega o MAFFT), la construccion de arboles filogenéticos usando algoritmos como
Neighbor-Joining, Maximum Likelihood o Bayesian Inference (Tamura et al., 2013).
Mas recientemente, se han utilizado métodos de filogendmica, que integran cientos
de genes, y enfoques basados en redes, que capturan la naturaleza recombinante del

genoma fagico (Bin Jang et al., 2019).
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4.Metodologia

4.1. Aislamiento y Caracterizacion del Bacteriofago
p35.

La metodologia seguida para el aislamiento bacteriofagos liticos se describe

completamente un estudio previo realizado por Granda y colaboradores en el 2021.

El estudio se desarrollé en el laboratorio de investigacion del Centro de Referencia
Nacional de Resistencia a los Antimicrobianos (CRN-RAM) del Instituto Nacional de
Investigacion en Salud Publica Dr. Leopoldo Izquieta Pérez (INSPI-LIP),en la ciudad
de Quito . Para lo cual, se parte del aislamiento de cepas guarradas en el cepario del
CNR-RAM, posterior se sembrd en medio agar sangre y se realizé la identificacion

mediante pruebas bioquimicas.

Para el aislamiento de los bacteri6fagos se muestreo agua residual del rio
Machangara en la ciudad de Quito, esto debido a que estos virus se encuentran en
grandes cantidades en aguas residuales, posteriormente se realizé un pre-tratamiento
del agua residual y para aislar los bacteriéfagos, se empled la técnica de cultivo en
doble capa, se verificd que existan calvas de lisis segun la metodologia planteada y
se comprobd que estos bacteri6fagos sean liticos para las bacterias del género

Listeria.

Finalmente, se realiz6 la caracterizacion morfolégica y molecular del bacteriéfago
aislado, esta metodologia se describe en la publicacion realizada en 2023 por Granda
y colaboradores, donde se realizé la descripcion morfolégica del bacteriéfago aislado

mediante microscopia electrénica de transmision analizando en Laboratorio Centro
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de Caracterizacion de Nanomateriales del Centro de Nanociencia y Nanotecnologia
de la Universidad de las Fuerzas Armadas. El procedimiento consisti6 en depositar
suavemente alrededor de 10 pl de una suspension de bacteriéfagos purificados sobre
rejillas de cobre recubiertas de carbono. Tras un breve periodo, el liquido remanente
se absorbi6 con papel de filtro. Luego, las rejillas se sometieron a tincion negativa con
acetato de uranilo al 2% y se secaron con aire en una campana de flujo laminar. Las
particulas de fago asi preparadas se observaron utilizando un microscopio electrénico
de transmisiéon TEM (FEI, TECNAI, G2 spirit twin, Holanda) operado a 100 kV. Las
dimensiones de las particulas virales se determinaron con el software ImageJ,
calibrando la escala con las barras incluidas en las micrografias obtenidas. Los
bacteriéfagos fueron identificados a nivel de familia segin su morfologia y se
compararon con diversas fuentes, como la base de datos del Comité Internacional de

Taxonomia de Virus y el libro Advances in virus research (Granda, et al, 2023).

Los bacteridfagos fueron caracterizados molecularmente a través de la amplificacion
de genes unicos de cada fago, que fueron seleccionados como marcadores
moleculares para la identificacién de la especie de cada fago de Listeria spp, esto se
llevd a cabo mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).Se localizaron
genes o regiones codificantes (ORFs) especificas en cada uno de los bacteriéfagos,
las cuales no mostraron homologia con cepas de Listeria ni con otros fagos conocidos
para que asi se pueda discriminar y determinar que dicha amplificacion corresponde
al fago estudiado. A partir de este analisis, se eligieron las siguientes regiones: gp20

del fago P40, gp21 del fago P35 y gp20 del fago P100 (Granda, et al, 2023).

Los cebadores fueron disefiados mediante el software SnapGene, y su potencial

funcional se evalud utilizando la base de datos BLAST: para la region gp 20
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YP_002261436.1 del bacteriéfago P 40 NC_011308.1, forward
(AGGTTCGAAAGGAGAACTCTCGG), reverse
(AGGCTTTTTGAAGAATGCCCCCCG). De la regién gp21 YP_001468805.1 del
bacteriofago P 35 NC_009814.1, directa (GGGATAATATATATCAGAACGCGCCQC),
inversa (GCTCCTCCTCGGGTGTTAATTGGT). Y de la region gp 20 AAY53323.1 del
bacteriofago P 100 DQ004855.1; directa (GCCCTTGTATGAACAAGTCC), inversa
(CAAACATCCCTTCGTAGAACCC). El volumen final de reaccion de PCR fue de 25
ul preparada a partir de 12 ul de GoTaq® Green, 10 ul de agua ultrapura libre de
nucleasas, 1 ul de ADN del bacteriéfago a una concentracién de 30 pg/ul y 1 ul de
cada cebador especifico para los bacteriéfagos (P 40, P 35y P 100), se incorporaron
cebadores especificos para Listeria spp., diseflados a partir de ORFs Unicos
detectados en los genomas de los bacteri6fagos (regiones exclusivas que no
presentan homologia con cepas de Listeria ni con otros fagos), con el objetivo de
diferenciarlos. Tras la preparacion de la mezcla de reaccién, las muestras fueron
colocadas en el termociclador, el cual se programé con las condiciones de

amplificacion correspondientes (Granda, et al, 2023).

El programa del termociclador consistio en una desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 5 minutos, seguida de 30 ciclos de PCR. Cada ciclo incluyé una
desnaturalizacién a 95 °C por 30 segundos, una hibridacion con un gradiente de
temperatura de 48 °C a 53 °C durante 45 segundos (con un rango de 5 °C), y una
elongacion a 72 °C por 1 minuto. Los fragmentos de ADN fueron visualizados a través

de electroforesis en gel de agarosa al 1% (Granda, et al , 2023).
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4.2. Analisis comparativo de genomas de
Bacteriofagos

Con la finalidad de comprender la relacibn genémica existente entre el bacteriéfago
p35 previamente caracterizado en este estudio, fue aislado de muestras de agua
residual del rio Machangara, localizado en la ciudad de Quito, se procedio a realizar
un analisis de gendmica comparativa de dicho genoma cuya secuencia ha sido
descrita por Dorschty colaboradores en 2009 y subida a la bases de datos publica del
NCBI, el analisis comparativo se basé en alineamiento de los genomas completos de
11 bacteriéfagos de Listeria spp , construccion de un arbol filogenético de maxima
verosimilitud, comparacion de las variables genéticas como longitud del genoma,
cantidad de genes, estructura del genoma, porcentaje de G+C , nimero de ORFs

predichos y caracteristicas morfologias de los bacteriofagos.

4.3. Obtencion y anotacion de secuencias de genomas
completos de bacteriéfagos

Para la obtencion de la secuencia del genoma completo del bacteriéfago p35 se
descarg6d de la base de datos publica NCBI esto debido a que por presupuesto y
tiempo del estudio anterior no se logré secuenciar el genoma completo, también se
descargaron 11 secuencias de otras especies de bacteriéfagos que han sido
completamente descritos y entre los mas comunes en su capacidad inhibitoria para
Listeria spp este se considera un namero representativo y significante de
bacteriéfagos por las caracteristicas mencionadas. Se realizo el andlisis comparativo
basandose siempre en comparar el bacteriéfago p35 que fue aislado y caracterizado
a partir de aguas residuales con las otras 10 especies de fagos seleccionados, para
eso se procedid a comparar distintas caracteristicas genéticas y morfolégicas. Entre
las caracteristicas seleccionadas se tomo6 en cuenta la longitud del genoma del
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bacteri6fago, marcos de lectura, familia , caracteristicas morfolégicas como formas

de cabezay cola, porcentaje de G+C, estructura de su genoma y familia viral.

Para la construccion de un buen arbol filogenético es importante compararlo con un

organismo que se taxondémicamente distante y con caracteristicas que hayan sido

bien descritas, por este motivo se escogi6é la secuencia del genoma completo del

bacteridfago que ha sido més estudiado con capacidad de inhibir el crecimiento del

grupo de las enterobacterias , el fago S9 con el objetivo de enraizar el arbol y mejorar

el analisis de las evolucion y relacion filogenética. Los bacteriéfagos seleccionados

se describen en la tabla 1.

Tabla 1. Bacteri6fagos utilizados de la base de datos NCBI con su respectivo nimero

de accesion.

BACTERIOFAGO | CODIGO NCBI [ BACTERIOFAGO | CODIGO NCBI
A511 NC 009811.2 |P100 DQ004855.1
P35 NC 009814.1 |P70 NC 018831.1
B054 NC 009813.1 |PSA NC_003291.2
B025 NC _009812.1 |A500 NC _009810.1
A118 NC 003216.1 |P40 NC 011308.1
A006 NC 009815.1

Elaborado por : El autor 2025

4.4. Alineamiento y analisis filogenético

Las once secuencias de genomas completos fueron alineadas y se realiz6 el analisis

filogenético a través de la construccién de una cladograma. Para esto se utilizd el

programa MEGA X , las secuencias descargadas se colocaron en un archivo en
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formato fasta, debido a que son las condiciones en las cuales el programa admite y
permite la ejecucion, se procedié a realizar el alineamiento mediante el algoritmo
Clustal W que se basa en realizar un alineamiento mdultiple de las secuencias y
desarrolla una matriz de distancia. Luego construye un arbol guia basado en los
valores de la matriz. Finalmente, genera un alineamiento de consenso con la adicién
gradual de las secuencias segun el arbol guia donde los pares de secuencias mas
cercanos (longitud de rama mas pequefia en el arbol guia) se alinean primero y, por

lo tanto, agrega gradualmente las siguientes secuencias (Ramu Chenna, 2003).

4.5. Anotacion del genoma del bacteriofago p35
Es importante definir las caracteristicas genéticas de cada ORF o gen que existe en
la secuencia completa de ADN, para esto se realiz6 la anotacion del genoma del
bacteri6fago p35 utilizando el programa DFAST en la cual genera todas las regiones
gue estan dentro del genoma y ademas la posible proteina que se obtiene, esto con
el afan de identificar cual es el gen que traduce a la proteina que le otorga la

capacidad litica al bacteri6fago.

El andlisis se inici6 obteniendo las secuencias gendémicas completas de los
bacteri6fagos desde la base de datos publica NCBI, en formato FASTA, cada una de
estas secuencias fue cargada al programa y se corrio el analisis de la anotacién de
cada uno de los genomas, los resultados arrojados por este programa permitieron
analizar varias caracteristicas genomicas importantes a considerar para evaluar y
realizar el analisis comparativo con las secuencias de los otros bacteridfagos, la
caracteristicas que se tomé en cuenta fueron, tamafo del genoma(pb),porcentaje de
GC, numero de marcos de lectura y porcentaje de regiones codificantes. Después de

la anotacion del genoma se visualizan las caracteristicas en el programa SNAPGENE
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el cual detalla cada ORF anotado y se realiza un boceto de la estructura modular que

sigue el genoma del bacteriéfago.

4.6. Prediccion de latraduccion proteica

Una vez anotado el genoma del bacteriéfago p35 , se procedio a realizar la prediccion
de los marcos de lectura(ORF) involucrados en la lisis celular, para esto con la
anotaciéon del genoma realizada en la herramienta DFAST , el genoma lo completo se
subi6é en formato FASTA y se lo analizo, una vez realizada el proceso se evidencio
todos los marcos de lectura que se encuentran en el genoma del bacteriéfago, de éste
proceso se obtuvo gana secuencia de nucleétidos de los genes y su correspondiente
traduccion a proteinas, se procedié a realizar la busqueda de la funcién de cada
proteina traducida a partir del ORF del bacteri6fagos mediante la realizacion de
BLAST y BLASTp con esto se procedié a organizar el genoma del bacteriéfago p35
segun sus marcos de lectura (ORF), por ultimo se realizé la busqueda de genes

capaces de traducir a proteinas liticas como endolisinas.
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5.Resultados

5.1. Caracteristicas Gendmicas

Se realiz6 la anotacion de los genomas completos de los once bacteriéfagos
analizados, mediante la herramienta en linea DFAST, para realizar la comparacion
gen6mica se consideré6 ocho distintas caracteristicas que diferencian a los
bacteriéfagos como se evidencia en la Tabla 2.

Entre las caracteristicas se encuentran variables genémicas como; el tamafio del
genoma, contenido de GC , la cantidad de marcos de lectura con capacidad de
transcribir a proteinas (ORFs) y el porcentaje de regiones que son codificantes dentro
de la estructura del genoma, también se tuvo en cuenta dos caracteristicas
morfolégicas como el tamafio de la cola y capside, la familia a la que
taxondmicamente han sido descritos y una caracteristica que es de suma importancia
si el bacteriéfago es capaz de producir la lisis de la lisis mediante su ciclo de
replicacion o no.

La mayoria de los bacteri6fagos incluidos en este andlisis pertenecen a la familia
Siphoviridae, sin embargo, también se describen bacteriéfagos de la familia

Myoviridae, estas clasificaciones dependen de las caracteristicas morfolégicas
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Tabla 2. Comparacion de caracteristicas gendémicas de bacteriéfagos para Listeria

Tamafo Tamafo Contenido GC = Numero de Regiones

Nombre Familia Céapside (mm) (Cr:nola) Genoma(pb) (%) ORF Codificante (%) Virulencia
P35 Siphoviridae 58 110 35,822 40.8% 55 91% Litico
B054 Myoviridae 64 244 48,172 36.2% 76 94.6% Lisogénico
B025 Siphoviridae 63 252 42,653 35.1% 63 91.6% Lisogénico
Al118 Siphoviridae 61 298 40,834 36.1% 65 92.9% Lisogénico
P100 Myoviridae 90 198 131,384 36.0% 179 88.6% Litico
P70 Siphoviridae 57 141 67,170 36.5% 118 90.9% Litico
A511 Myoviridae 87 199 137,619 35.9% 193 88.0% Litico
PSA Siphoviridae 61 180 37,618 34.7% 60 91.4% Lisogénico
A500 Siphoviridae 62 274 38,867 36.7% 60 90.5% Lisogénico
A006 Siphoviridae 62 280 38,124 35.5% 59 92.5% Lisogénico
P40 Siphoviridae 56 108 35,638 39.3% 56 89.6% Litico

Elaborado por : El autor 2025, datos extraidos del programa DFAST
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En la Tabla 2, se evidencia las diferentes caracteristicas gendmicas de los

bacteri6fagos estudiados entre estas caracteristicas se pudo obtener los siguientes

resultados:

En cuanto a las familias y morfologia, la mayoria de los bacteriéfagos han sido
descritos como pertenecientes principalmente a dos familias: Siphoviridae y
Myoviridae.

El tamafio del Genoma de los bacteri6fagos de la familia Myoviridae se
evidencia que presentan genomas mas largos entre ellos el fago p100 con un
tamafio de genoma de 131,384 pb y el fago A511 con un tamafio de 137,619
pb, por su parte los bacteriéfagos que fueron descritos como miembros de la
familia Siphoviridae el tamafio de su genoma varia entre los 35,000 y 67,000
pb. El tamafio del genoma también se encuentra estrechamente relacionado
con el nimero de marcos de lectura (ORF) y de las regiones codificantes de
cada bacteriofago, los fagos con genomas mas grandes, como A511 y P100,
tienen un mayor niumero de ORF, 193 y 179 respectivamente esto se puede
relacionar a que estos bacteri6fagos presentan una mayor complejidad
genética y una mayor diversidad funcional.

El contenido de GC se encontré que es variable entre el bacteriéfago PSA que
presenta el menor porcentaje de 34,7% y el que tiene el mayor porcentaje
correspondiente al 40,8 %.

La virulencia es una de las caracteristicas mas importantes , ya que
dependiendo del tipo de ciclo de vida del bacteriéfago se podrian o no utilizar
como una opcion para fagoterapia, se identificaron distintos fagos liticos (P35,
P100, P70, A511, P40), los cuales podrian ser prometedores para esta

aplicacion terapéutica sin embargo los fagos que tienen un ciclo de vida
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lisogénico (A500, A006, PSA, A118, B054, B025), en cambio, integran su
material genético en el genoma del hospedador, lo que podria limitar su uso

terapéutico.

e EIl bacteriofago p35 que es el centro del estudio pertenece a la familia
Siphoviridae con un tamafio de capside de 58 nm y 110 nm de cola el tamafio
total de su genoma esta en 35,822 pares de bases y presenta 55 marcos de
lectura que codifican para distintas proteinas, este bacteriéfago conjuntamente
con los bacteriéfagos p40 , p70 y A511 son considerados liticos ya que dentro
de su estructura genoma poseen regiones (ORF) que codifican para endolisina

fagicas y otras proteinas que se encargan de realizar la lisis celular.

5.2. Arbol Filogenético

El arbol filogenético se genero utilizando el método de maxima verosimilitud con 1000
repeticiones de bootstrap, empleando el programa bioinformatico MEGA X, como se
evidencia en la figura 5.

A partir de un ancestro comun se dividen en dos grupos Los bacteri6fagos estudiados
posteriormente se dividieron en siete clados los cuales se encuentran agrupados

segun la especie mas cercana.

El arbol filogenético ilustra la trayectoria evolutiva de los bacteriéfagos a partir de un
ancestro compartido. La disposicion de sus nodos permite inferir una cronologia

aproximada de su divergencia.
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Figura 4. Metodologia utilizada en la construccion del arbol filogenético en el

programa MEGA X
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Figura 5 Arbol Filogenético
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Elaborado por: El autor 2025, creado en el programa MEGA X

El arbol filogenético ayuda a evidenciar la relacion evolutiva que existe entre los
bacteri6fagos de Listeria, se obtuvo un arbol enraizado a través del método de
maxima verosimilitud, como se puede ver en la figura 6.

En el arbol filogenético se pueden evidenciar tres clados conformados por distintos
bacteriéfagos de Listeria y el bacteriéfago S9 de Clostridium es el bacteridfago que
se encuentra como grupo externo lo que forma una rama evolutiva distante a los otros
fagos de Listeria.

En el arbol se evidencian valores de bootstrap altos lo cual indica confianza en su

relacion evolutiva, el primer clado marcado se encuentran cuatro bacteriéfagos de
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Listeria los cuales son el fago p35, p40,A511 y p100 todos estos cuentan con un valor
de bootstrap de 100 , el segundo con los fagos A006 y A118 los cuales de igual
manera tienen un bootstrap de 100 y el tercero compuesto por los fagos B054, B025
y PSA con un bootstrap de 95, también en el arbol filogenético se puede determinar
dos bacteridfagos mas divergentes que se encuentran sin formar un grupo comuan con
otros fagos, uno de estos y el que mas separado evolutivamente se encuentra es el
bacteri6fago p70 lo cual nos indica que es uno de los bacteriéfagos que ha emergido
de una rama evolutiva distinta y no comparte caracteristicas similares a los otras fagos
y el bacteriéfago A500 el cual se puede ver que se encuentra en una rama intermedia
lo cual sugiere que comparte similitudes pero no se encuentra estrechamente

relacionado.

5.3. Anotacién gendmica Bacteridéfago p35

La anotacion del genoma del bacteriéfago p35 se realiz6 con el uso de la herramienta
bioinforméatica DFAST, la cual permite comparar las caracteristicas funcionales del
genoma completo con diversas bases de datos. Este proceso incluye la identificacion
de genes y proteinas mediante la busqueda de similitudes entre la secuencia del
genoma analizado y secuencias previamente anotadas. DFAST facilita la deteccion
de marcos de lectura abiertos (ORFs) y la prediccion de regiones funcionales,
proporcionando informacion clave para la anotacion (Yasuhiro Tanizawa, 2017).

La Figura 7 representa los resultados derivados del analisis del genoma del
bacteriéfago p35, entre los cuales se destacan las siguientes caracteristicas
generales: el tamafio del genoma es de 35,822 pb, y el bacteriéfago cuenta con 55
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marcos de lectura abiertos, que corresponden a genes con la capacidad de traducir

una proteina.

Figura 6. Anotacion del genoma del bacteri6fago p35 extraido del programa DFAST
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Tabla 3. Prediccion de funciones bioldgicas segun los ORF del bacteriéfago p35

ORF FUNCION ORF FUNCION
1 proteina hipotética 29 proteina hipotética
2 PBSX Terminasa 30 Hidrolasa
3 proteina portal ensamblaje 31 proteina hipotética
4 proteina menor de la cabeza 32 proteina hipotética
5 proteina hipotética 33 | DNA POLIMERASA
6 proteina mayor de la cabeza 34 DNA PRIMASA
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7 proteina cabeza 35 proteina hipotética
8 Adaptador cabeza-cola 36 proteina hipotética
9 HK97 morfogénesis 37 proteina hipotética
10 proteina cabeza 38 QUINASA
11 proteina mayor de la cola 39 proteina hipotética
12 proteina hipotética 40 proteina hipotética
peptide methionine sulfoxide
13 41 Endonucleasa
reductase
14 proteina de la cola 42 proteina hipotética
15 proteina menor de la cola 43 proteina hipotética
16 proteina de la cola 44 proteina hipotética
DNA BINDING
17 proteina de la cola 45
PROTEIN
18 holina 46 proteina hipotética
19 proteina hipotética 47 proteina hipotética
20 proteina hipotética 48 proteina hipotética
21 proteina hipotética 49 proteina hipotética
22 proteina hipotética 50 proteina hipotética
23 LPXTG anclaje a la pared celular | 51 proteina hipotética
24 proteina hipotética 52 proteina hipotética
25 endonucleasa 53 proteina hipotética
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26 proteina hipotética 54 proteina hipotética

27 proteina hipotética 55 proteina hipotética

28 Endolisina

Elaborado por: El autor 2025, extraido del programa DFAST

El analisis del genoma del bacteriéfago P35 reveld que pertenece a la familia
Siphoviridae, una clasificacion respaldada por la correspondencia entre su estructura

morfolégica y genémica con las caracteristicas definitorias de dicha familia.

En la tabla 3, se detalla los hallazgos generados después de la anotacion funcional
de los genes, se describen ORF involucrados en la morfogénesis de la capside (ORFs
2,3,4,6,7,8,9,10), en la estructura de la cola (ORFs 11,14,15,16,17), las proteinas
involucradas en la lisis celular ( ORFs 18,23,25,28) y los involucrados en la replicacion

y recombinacién del ADN ( ORFs 33,34,38,41,45).

Se observa una disposicion del genoma del bacteriéfago donde se disponen de cuatro
modulos funcionales que cumplen con un orden caracteristico como se puede ver en
la figura 9. Dentro de estos mdédulos se identificaron tanto genes con funciones
conocidas y conservadas, como extensas regiones geneéticas cuya funcion aun se
desconoce.

Sin embargo, también después de la anotacién funcional del genoma se describen
genes con funciones conocidas para la morfogénesis de la cipside y de la cola del
bacteriéfago, regién con genes que codifican proteinas involucradas en el ciclo litico
del fago y por ultimo una region implicada en la replicacion y recombinacion del ADN.

39



Figura 7.Estructura modular del genoma del bacteri6fago p35

Replicacion,
Morfogénesis  Morfogénesis . recombinaci
de la capside de la cola Lisis Celular 6n del ADN

Elaborado por: El autor 2025

En la figura 10 se evidencia el mapa gendmico construido a partir de la anotacion
funcional del genoma del bacteriéfago p35, en este mapa se pueden observar que la
mayoria de los genes son transcritos de izquierda a derecha, sin embargo, existen
genes que codifican de derecha a izquierda, como el ORF 15 de una proteina
estructural de la cola, también el ORF 23 que codifica para la proteina LPTXG
involucrada en el anclaje del bacteriéfago y también el ORF 33 correspondiente a la

ADN polimerasa.
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Figura 8 . Mapa gendmico del bacteriéfago p35, extraido del programa SnapGene
Viewer, modulo de capside en color naranja, médulo de lisis en color azul, modulo de
cola en color amarillo y médulo de recombinacion de ADN en color verde, proteinas

hipotéticas en color verde, proteinas hipotéticas en color gris.
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Elaborado por: El autor 2025

Cada uno de los genes descritos en el mapa gendmico, segun los médulos que fueron

detallados anteriormente se describen a continuacion.

Morfogénesis de capside (ORFs 2,3,4,6,7,8,9,10): los genes que se encuentran
involucrados en la estructura de la capside del bacteriéfago se encuentran traducidos
a partir de los genes u ORFs 2,3,4,6,7,8,9 y 10 del fago p35 entre los genes
pertenecientes a este modulo se encuentran, los de la subunidad pequefia y grande
de la terminasa (ORF 2) y genes estructurales de la capside como la proteina portal
(ORF 3) la cual esta involucrada directamente en el ensamblaje de la capside. La
actividad de activador de la transcripcion tanto de la proteina RinA como RinB fue
demostrado, que modula la expresiéon del gen de la integrasa (Ye and Lee 1993). La
proteina de la cola y la cabeza mayor son las proteinas mas abundantes en los

viriones maduros (Moyano,2019).
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Morfogénesis de cola (ORFs 11,14,15,16,17,23): estos genes se encuentran
involucrados en la codificacion de diferentes proteinas estructurales de la cola del
bacteridfagos, entres estas se encuentran proteinas menores de la cola ORF 13y

también la proteina involucrada en el anclaje a la pared celular LPXTG en el ORF

23.

Lisis (ORF 18,28): son los genes responsables de codificar para las p del
bacteri6fago p35 son los 18 y 28 correspondientes a dos proteinas liticas Holina y
endolisina respectivamente las cuales cumplen con la funcién de generar la lisis de
la célula bacteria hospedera.

Las holinas constituyen un conjunto variado de proteinas pequefas con diversas
funciones, las cuales provocan la lisis de la célula hospedadora en un tiempo
especifico que ha sido programado genéticamente. También son proteinas con una
0 mas actividades muralitica, es decir, provocan la ruptura de la pared celular. (Sass
and Bierbaum 2007). Las endolisinas, también conocidas como “enzimas liticas de
fagos”, son hidrolasas de mureina codificadas por los bacteriéfagos en la etapa final

del ciclo de infeccion (Gerstmans, Criel & Briers, 2018).

Recombinacion y replicacién del ADN del bacteriofago (ORF 33,34,45): el dltimo
modulo que se logrd identificar en el genoma del fago p35 , es el que se encuentran
los genes involucrados con la replicacion del ADN del virus, identificando enzimas
importantes en la replicacion como la ADN polimerasa y primasa, también se
determina que algunos o varios de los genes de este modulo pueden estar

involucrados con cambios metabolicos en el ADN del organismo hospedador que es

43



necesario para que se lleve a cabo la replicacion del ADN fagico. (Christie and

Dokland 2012; Novick, Christie, and Penadés 2010).

5.4. Anotacion funcional proteinas liticas del
Bacteriéfago p35

El bacteriéfago p35 presenta en su genoma, dos enzimas que son las encargadas
de la lisis celular, estas proteinas son las que permiten al bacteriéfago cumplir si ciclo
de vida litico, la primera de estas corresponde a una Holina y como se puede ver en
el mapa gendémico (Figura 9) se encuentra ubicada en el marco de lectura (ORF)
namero 18 de la secuencia, especificamente en el LOCUS 180 que comprende entre
las 15427 y 15876 pares de bases de la secuencia de ADN, comprendiendo un
fragmento de 449 pb, dicha secuencia traduce para una proteina Holina que es
importante en ciclo litio del bacteriéfago, la secuencia de este marco de lectura se

puede ver en la Figura 11.
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Figura 9.Secuencia de nucleétidos y traduccion ORF 18 (HOLINA), extraido de

DFAST

Nucleotide

ATGGAGCTGAACAAATTGTTAATTGACGGAGCTAATGCGCTGGTTCATA
ATCAGTTTTTTTATTTGCTAGTAGGAGTTATTACATTTGATTATATTACTGG
TGTTTTAAAAGCCATCATATGGAAGGTAGCGGACTCAAGTACTGGTTTC
AAGGGTCTAACTAAACACACGCTAGTTATTGCATTGTTCGCACTCGGGT
ACTTGTTTGCTGACACGTATAACTTTGCTAATGTGGTAACAGTGATTTTA
TTCTGGTATGTGTTGAACTACGGACTATCTATTTTAGAAAACTTTGGTGT
GATGGGTATTCTTGTCCCCCCATTCCTAGTGACTCGAATTAAAGCAGAG
ATTAAGAAATACGAATCACAAGTGGGCGAACAGGGGTTGGAGTCACGG
GCACACAAGCTATCTGATAAGGTCACAAGTGAAATTGACCCGTCAGCG
GAATAA

Translation

MELNKLLIDGANALVHNQFFYLLVGVITFDYITGVLKAIIWKVADSSTGFKGL
TKHTLVIALFALGYLFADTYNFANVVTVILFWYVLNYGLSILENFGVMGILVP
PFLVTRIKAEIKKYESQVGEQGLESRAHKLSDKVTSEIDPSAE

Blast this sequence at NCBI.| BLAST

Extraido de : DFAST 2025

Asimismo, en el ORF 28 es otro de los marcos de lectura que se identificé el cual
esta involucrado en el ciclo litico del fago a través de la proteina que mas interviene
en la lisis celular la cual es la Endolisina fagica este ORF se encuentra entre los
19450 y 20325 pares de bases de la secuencia del genoma del bacteriéfago con un
tamano de 875 pb la secuencia de ADN y posteriormente traducida a aminoacidos

se puede ver en la figura 12.
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Figura 10. Secuencia de nucleétidos y traduccion ORF 28 (ENDOLISINA), extraido

de DFAST

MNucleotide

AT S ECACGAASAT T TACAAAMGCTGAACT GG TAGC TAASGICAGAS AN
ALAGETOCOEET GEAT TAAAACCCEGACGEG TAAAGAANMGTAGTAT TG TCOCGGEA,
ST GEAMAGGGAAGTATAT GACCGCTAT GGETAT T SSEGEAT TAT CGTATCACAG S
GTTATCGT T CCAAT TGO TGAACAASMSAC SEAT TGS TAT GCACAAGEGTOGEAT
CAASMCCGGEGEGEAACAT TG T GACCAAMCECALANMAGE T IGGEACAAT CTANMCCS
TAACTTTGSTGT NGOOCGT TGACTT TGGOTAT TGACTT T GEGAT TGEACGATGEGSET
ABASATCEGACTCT TGGGECAACCAT CAGCAMACCAT TIGET GAMACAT GAT GAASICT
GTCGTGGSESETTCAAAT GGG GEGUEGEAGAT TGEAAAAMAGETT TACTGACCTTC
CACATTTTGAAGCTTGTGACTGGETAT CGOCGGGEGGAMC GCAMAGTATASNS
T SEACACATCT GAAT GGEAAAAAGAAAAGEAGAATAT CAATAT CET TAT TASW
GATGTTGGET TACT TCCAAGACANMSMMTCTOCAAT TCT TAAACT CCAMAATCGE
TTOCGTCAGT GGAAGCATGGCACGAANMGT GAAAGCT TACTAASCATASMCT
CACATTGGSGTACACTGGETGTGEGETCAAGGAT GG TAACAALAAT CAGTCAGGS
SGATATAT T TATCATTCOCGGAT GGCTAAGGT CACAAGCAAGAATAGOCGAC GG
TTCOCGGT TAACGCAACGAT TALACGCCCACGOCATT T TGT T GGEACTAMT AN,
ALASCT TAATGGTGGOCGACT TTATCASACT TEAAGOGTGGT TT TAAAGILGTA
TCACCCATCCCGOCTAGTGACGGT T TOCTATCCACTGTAT T TCGCT T CTAG
SGAASASAAMAACTTTCTACAT TCCGOCGT TACATGT T T GACAT CANAGASOT (S

Translation

MARKFT KA ELWAKAE KEW GG LK P DWKEAW L SAN KEAY DRY GIHGHN W SOGY R
SIAEQNGLYAQLGRTKRPGMNIWTMNAKGGOQSMNHMNEF GWANW D EAINID LD DG RINDSW
CQOFPSATINVMNPMMKRRGFFAWGGDWHKSF TDLRFHFEACDWYY RGERKY KAWDTSE
W IFEIFECFIE NN T DWW S F QDR P QF LN S KSW ROWWHKIHG T RO LT FIHMNS HWSY T
GWWIHK DG N ESWRGY Y HSMAKAW T SHKMNSDGSWRATIFNAHAF CWID N RILRNG G
DFINLKRGFKGITHPASDGRFY PLY FASRKKTFEFYIPRY MMFE DR

Extraido de : DFAST 2025

La dltima proteina que se encontr6 después de la anotacion del genoma del
bacteri6fago p35 fue la Hidrolasa, la cual es codificada a partir del ORF 30 del genoma
del fago y estd comprendida entre los 20914 y 21456 pares de bases con un tamafio

de 542 pb, la secuencia de ADN y posteriormente la secuencia traducida se puede

ver en la Figura 13.
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Figura 11. Secuencia de nucledtidos y  traduccion ORF

(ENDONUCLEASA),extraido de DFAST

MNucleotide

ATGAAAGAAGACTTGTACGAGTGTGATTACTTGTTCCTGACCCATCGTC
ACACTGACCACTTCAAACCATCGACATATAAAATGATACGGAAGTTTTTC
CCGAATATTATCGTATGCGGTGGTCCTGATATGTTCAGACTCGCGAATAT
GGATTCAGATAAAGACATTGTGACCGTAGCAGGTGATTTTATCAACTTA
GAACACTTCACCAACGTAACTGTTTTTGACGCTGTACACGACGTTCCTA
CTCAAGGTTTTGTATTTCACTTCGACGATGGTACGTATAACATTATCTAC
TGCACTGACACAAGCACATTGGAGAATGCACCAGATATGAAGTATAATG
AGTTTTTCATCGAAGCCAATTACGACAAGAAGAAACTAGACGCGATTGC
TAATAGTAAGCACGAGATTAAGTATGATTTTGTCGGTGGTGCTAGTCGT
CATTTGAGTAAACAGGACAGCAAGAAGTTTTATTATCTACACAGAGAAA
ATAAAGATTGTCCCTATCACCCGCTACATCAGTCGAGTAGATTTTACTAA

Translation

MKEDLYECDYLFLTHRHTDHFKPSTYKMIRKFFPNIIVCGGPDMFRLANM
DSDKDIVTVAGDFINLEHF TNVTVFDAVHDVPTQGFVFHFDDGTYNIIYCT
DTSTLENAPDMKYNEFFIEANYDKKKLDAIANSKHEIKYDFVGGASRHLSK
QDSKKFYYLHRENKDCPYHPLHQSSRFY

Extraido de : DFAST 2025
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6.Analisis de resultados

El avance en las herramientas bioinformaticas, acompafiada con el creciente progreso
en estudios sobre el aislamiento y caracterizacion de bacteri6fagos, ha permitido
facilitar la comprension y la recopilacion de un volumen significativo de datos relativos
a su genética y sus relaciones evolutivas. Ademas, estos estudios han impulsado el
desarrollo de la fagoterapia como una estrategia prometedora en la lucha contra la
resistencia antimicrobiana (RAM), lo que proporciona opciones terapéuticas eficaces
para combatir infecciones originadas por bacterias que han desarrollado resistencia a

los antibidticos tradicionales.

Las bacterias del género Listeria spp., tienen la capacidad de colonizar y ser
transmitidas a los humanos a través de la contaminacién cruzada con alimentos de
consumo diario, estas bacterias tienen la capacidad de sobrevivir y desarrollarse en
multiples ambientes como, el intestino de animales, agua, suelo, superficies, paredes,
techos, plantas y han sido también aisladas de productos terminados que estan listos
para el consumo esto se debe a la capacidad que tienen de resistir temperaturas de
refrigeracién (Fundacion Vasca para la Seguridad Agroalimentaria, 2006).

Al causar enfermedades significativas y presentar mecanismos de resistencia a los

antibidticos, esta situacion constituye un riesgo para la salud publica.
Es por esto por lo que el estudio de los bacteriéfagos con capacidad de infectar y

provocar la muerte de la célula bacteriana y la comprension de su genoma es

importante ya que nos permite aportar informacion para comprender los distintos
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mecanismos de transferencia de genes y también nos permite identificar la presencia
de enzimas como endolisinas como posibles agentes de biocontrol.

Esta tesis contribuyd a la comprension de las relaciones filogenéticas, la anotacion
funcional de genes y el analisis de gendmica comparativa entre diversas especies de
bacteriofagos del género Listeria y el bacteriéfago P35, proporcionando informacion

clave para su caracterizacion y potencial aplicacién en fagoterapia.

6.1. Caracteristicas genomicas

Las caracteristicas estudiadas fueron determinadas a partir de la anotacion funcional
de los genomas de los bacteriéfagos, sin embargo, también se recopilé informacion
importante relacionada con sus caracteristicas morfoldégicas mediante las cuales se
determina la clasificacion taxondmica de los bacteriéfagos, lo que determina que los
bacteri6fagos pertenecientes principalmente a dos familias Siphoviridae y Myoviridae
los cuales son representados principalmente por las caracteristicas morfolégicas de
sus colas. Los Siphoviridae por su parte presentan colas largas y no contractiles
mientras que la familia Myoviridae poseen colas contractiles. (Loessner, 2013).

Las distintas caracteristicas genéticas como el tamafio del genoma, nimero de
marcos de lectura (ORFs) , contenido de GC fueron obtenidas mediante la anotacion
con la herramienta bioinforméatica DFAST, los tamafios del genoma de los fagos
estudiados fueron variables, presentando genomas variables, los bacteriéfagos que
mayor tamafo de genomas tienen son los fago A511 y p100 que presentan un tamafio
de 137,619 y 131,384 respectivamente, esto nos indica que estos dos bacteriéfagos
presentan una similaridad muy grande en sus genomas, en cuanto al nimero de
marcos de lectura P100 pose 179 ORFs y A511 193, esto también sugiere que son
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morfoldégicamente indistinguibles, lo que también se refleja en una organizacion
genomica muy similar y fuertes homologias de secuencia entre las proteinas

estructurales (Loessner, 2013).

En cuanto a los otros bacteriéfagos presentan un tamafio de genoma variable que
van entre 35,000 y 67,000 pb, los fagos de la familia Siphoviridae el tamafo del
genoma mas pequefio corresponde al fago p40 con (35,638), seguido del P35
(35,822), el PSA (37,618), el A0O06 (38,124), el A500 (38,867), el A118 (40,834)

y el B025(42,653),( Dorscht,2009).

En cuanto a los bacteridfagos de la familia Myoviridae el bacteri6fago que menor
tamafio del genoma tiene a comparacién de p100 y A511, es el fago B054 con un
tamafio de 48,172, (Dorscht,2009).

El bacteriéfago p35 que fue el principal enfoque de este estudio se determina que
pertenece a la familia Siphoviridae y que posee una cantidad de 55 ORFs
involucrados en la sintesis de distintas proteinas necesarias para cumplir sus
caracteristicas morfoldgicas y asi como también que se encuentran en la sintesis de
proteinas involucradas en su ciclo de vida litico y las cuales son las responsables de
ocasionar la muerte la bacteria que infecta.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo descrito por Klumpp y colaboradores en
2013 donde menciona que los genomas de bacteriéfagos de Listeria estan
compuestos de ADN y estan organizados de forma modular, generalmente con un
modulo que codifica proteinas estructurales, un moédulo de genes tempranos que
codifica funciones para la recombinacion, replicacion y reparacion del ADN, un casete

de lisis con un gen de holina y uno de endolisina y, en el caso de los fagos templados,
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una regién de control de la lisogenia, esto se evidencia en la organizacién que se dio

al bacteriéfago p35 después del mapeo y anotacioén de su genoma (Klumpp J, 2013)

6.2. Arbol Filogenético

El arbol filogenético construido permitié entender la relacion evolutiva que existen
entre los bacteri6fagos de Listeria, se obtuvieron diferentes grupos evolutivos o clados
los cuales nos indican tres distintos grupos que representan un ancestro en comuan
del cual se derivan los diferentes bacteriofagos de Listeria. Los bacteriofagos A511 Y
p100 son similares por lo cual se encuentran dentro del mismo grupo, asi como
también los p35 y p40, sin embargo, el bacteri6fago p70 se encuentra solo en un
grupo lo que quiere decir que genética y morfolégicamente este fago no comparte
caracteristicas comunes con los otro, esta agrupacion tiene un porcentaje de
bootstrap de 100 lo cual indica que estos fagos compartieron un ancestro comdn mas
reciente

Los fagos p35 y p40 estan un ciclo litico por lo cual tiene una descendencia evolutiva
que les ha permitido desarrollar la caracteristica de provocar la lisis en la célula
hospedera (Dorscht,2009). La cercania entre P35 y P40 sugiere que son los mas
relacionados y podrian haber divergido en tiempos relativamente recientes,

posiblemente debido a adaptaciones a cepas especificas de Listeria monocytogenes.

El bacteriofago p70 es el que mas tempranamente se separa y diferencia de los
demas fagos formando una rama, esto sugiere que P70 podria haber retenido
caracteristicas mas primitivas o haber evolucionado hacia un nicho ecologico distinto,

esto se debe a que P70 posee un genoma unico, aproximadamente un 50 % mas
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grande que otros fagos de Listeria y la mitad del tamafo de los genomas de fagos de
Listeria més grandes conocidos, el genoma se divide en varios modulos funcionales
gue corresponden al estilo de vida, pero presenta una naturaleza altamente mosaica
y estda compuesto por mas moédulos que cualquier otro genoma de fagos de Listeria

conocido (Martina M. Schmuki, 2012).

El fago PSA se encuentra en una posicion basal dentro del grupo de Listeria, lo que
indica que podria representar una linea mas primitiva dentro de estos fagos o un linaje

que divergié antes de la gran diversificacién de los otros fagos de Listeria.

En el segundo grupo que se divide a partir del ancestro en comudn se encuentran 5
clados conformados por los bacteri6fagos A006 y A118 , A500 , BO54, B025 Y PSA
una caracteristica que tienen todos estos fagos es que tiene un ciclo de vida lisogénico
por lo cual a partir de su ancestro comun evolucionaron para que su replicacion dentro
de la célula hospedera tenga esta caracteristica. Por otra parte, y como se mencioné
anteriormente se tienen que existen bacteriéfagos con cercania evolutiva como lo son
el AOO6 con el A118 y el B025 con el PSA , sin embargo, el bacteriofago A500 vy el

B054 no se encuentran agrupados con otros bacteri6fagos.

6.3. Anotacion gendmica Bacteriofago p35
La anotacion gendmica del bacteriofago p35 fue realizada mediante tres programas
bioinformaticos, el primero de esto fue mediante DFAST el cual permite de una
manera directa subir la secuencia completa del genoma, BLASTp que permitio
identificar mediante la secuencia de la proteina la clasificacion de esta y por ultimo se

utiliz6 SNAPGENE para realizar el mapa del genoma del fago.
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La prediccién bioinforméatica de genes mediante la anotacién funcional permitié
identificar la cantidad de genes (ORFs) presentes en el genoma del bacteriéfago p35
los cuales fueron descritos en la tabla 2, dicho fago posee 55 marcos de lectura
abiertos que codifican para distintas proteinas involucradas en cuatro principales
funciones , las cuales fueron organizadas en cuatro modulos, esto concuerda con un
estudio donde se realizé la anotacidn y descripcion de distintos bacteriéfagos liticos
para listeria spp, donde identificaron que el fago p35 posee las misma cantidad de
genes (ORFs) que fueron descritos en este estudio, también en general, la
bioinformatica revelé una organizacion de los genomas en modulos funcionales (Julia
Dorscht, 2009), que siguen una orden definido, como se puede ver en la figura 9 , en
la anotacion de cada secuencia de genes que arroj6 BLASTp se identificO que se
encuentra distribuido primeramente por un modulo donde se traducen proteinas
involucradas en la morfogénesis de la cdpside, de la cola, genes necesarios para el

ciclo de vida litico del bacteriéfago, para la replicacion y recombinacién del ADN viral.

Las proteinas clave para la posible aplicacion como agente de biocontrol del
bacteriéfago p35 son las que se encuentran codificadas por el tercer modulo de la
organizacion del genoma del fago y son las que tiene la capacidad de generar la
ruptura de la estructura celular de la bacteria huésped las principales proteinas que
son codificadas por el fago p35 son dos , la primera de esta codificada a través del
ORF numero 18 del genoma del fago, correspondiente a una Holina que son proteinas
pequefias que forman poros en la membrana celular de los huéspedes, lo que permite
gue las enzimas lisinas degradan la pared celular bacteriana. Son codificadas por los

bacteriofagos y se insertan en la membrana citoplasmatica (RF Young Ill, 2008).
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La funcion principal de la proteina holina en el proceso de lisis celular es que es la
encargada de liberar la endolisina en el periplasma y actiia como el "reloj de lisis".
Este mecanismo de reloj implica que las holinas regulan el inicio de la lisis, lo que
determina asi la duracion de la fase vegetativa. Se han identificado homélogos de la
holina en los tres dominios de la vida, con més de 60,000 entradas Unicas registradas

en la base de datos de proteinas idénticas del NIH (RF Young I, 2008).

Por otra parte, la anotacion funcional del genoma del bacteriéfago p35 permitio
también identificar otra proteina que forma parte de la actividad litica del bacteriéfago
y siendo la enzima con mas relevancia, esta codificada por el ORF 28 y es descrita

como una endolisina fagica.

Las endolisinas son hidrolasas de mureina codificadas por los bacteriéfagos en la
etapa final del ciclo de infeccion (Gerstmans, Criel & Briers, 2018). Cumplen la funcion
especifica de debilitar la pared celular bacteriana a través de la hidrélisis del
peptidoglicano con el objetivo de liberar la progenie viral, lo que provoca la muerte
celular (Fischetti, 2005; Zhang, Karra & Gorski, 2014). Por lo tanto, en el bacteriéfago
p35 se determind que estas proteinas son las que hacen que dicho fago ocasiona la
lisis celular de las bacterias a las que infecta lo que permite comprobar la actividad
qgue fue descrita con métodos bacteriolégicos donde se evidencio que el fago

ocasiona calvas de lisis e inhibe el crecimiento de las bacterias del género Listeria

spp.

En este estudio se describid la secuencia de holina cuyo niumero de accesion en el
NCBI es YP_001468802.1. Esta proteina forma parte del genoma del bacteriéfago

p35 el cual es el centro del estudio por lo cual se puede comprobar que este
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bacteriofago cumple con un ciclo litico y permitiria actuar como un agente de

biocontrol para bacterias.
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7.Conclusiones y Recomendaciones

7.1. Conclusiones

Se realiz6 un andlisis gendbmico comparativo de genomas completos de bacteriéfagos
descritos especificamente para utilizar la maquinaria de las células bacteriana de
Listeria spp, también ha permitido identificar cuales de estos fagos son capaces de
desarrollar dentro de su genoma genes que les permita tener un ciclo de vida litico y
por lo tanto puedan inhibir el crecimiento de las bacterias a las que atacan, esta
identificacion mediante herramientas bioinformaticas permitio destacara su potencial
como agentes de biocontrol para cepas de Listeria spp, con resistencia a los

antimicrobianos.

Fueron identificados mediante la anotacion gendmica del bacteriofago p35 genes
asociados a funciones especificas y esenciales para que dicho fago cumpla con un
ciclo litico, lo que identifica mediante un mapa gendmico la descripciéon de los genes,
orden y clasificacién de dos proteinas las cuales son las principales producidas por
este fago y que se pueden considerar como posibles marcadores moleculares para
comprobar que dicho bacteriéfago estudiado podria ser utilizado en fagoterapia o
como un agente de biocontrol, también esto ha permitido comprender de mejor
manera la forma en la cual este bacteriofago cumplen con una organizacion especifica
de su genoma para cuatro caracteristicas principales como las proteinas de su
capside, cola , las involucradas en su ciclo de replicacién de ADN y las proteinas en

su ciclo de vida litico.
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Los resultados obtenidos también permitieron comprender como ciertos fagos poseen
ventajas comparativas en términos de especificidad, estabilidad genética y ausencia
de genes relacionados con la lisogenia, lo que respalda su viabilidad como alternativa

a los antibiéticos tradicionales o a métodos convencionales de descontaminacion.

Asimismo, el analisis bioinformatico realizado resalta la importancia de las
herramientas de genémica comparativa para la seleccion racional de bacteri6fagos,
permitiendo una evaluacion mas precisa de sus caracteristicas funcionales y de
seguridad. Esta aproximacion contribuye a fortalecer la base cientifica para el
desarrollo de terapias fagicas o estrategias de biocontrol, especialmente frente a

patégenos de relevancia alimentaria como Listeria monocytogenes.

El analisis filogenético permitio establecer relaciones evolutivas de los bacteriéfagos
de Listeria spp aportando informacion clave sobre su diversidad gendmica y potencial
funcional se identificaron distintos clados o grupos de fagos que comparten
caracteristicas genomicas similares, el bacteriofago p35 comparte relaciones
evolutivas con otro bacteriofago litico como es el p40 esto se pudo comprobar también
mediante la anotacién funcional y genomica lo cual permite concluir que dicho
bacteriéfagos pueden ser considerados una opcion potencial para fagoterapia y
control de bacterias resistentes a los antibiéticos. También permitio comprender la
naturaleza evolutiva que comparten otros bacteriéfagos los cuales siguen un ciclo de
vida lisogénico y no pueden ser considerados como una opcién para fagoterapia. Es
por esto por lo que esta investigacion ayuda a realizar una indagacién de los fagos a

considerar como agentes de biocontrol.
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Al identificar genes liticos y establecer relaciones filogenéticas, esta investigacion
contribuira a un mejor entendimiento de los mecanismos moleculares de la infeccion
por bacteriéfagos y a la seleccion de candidatos prometedores para el desarrollo de

fagoterapias.

Esta investigacidon sienta un precedente para futuras investigaciones orientadas al
disefio de cocteles fagicos personalizados, asi como al estudio de las interacciones
entre fagos y bacterias en entornos especificos, promoviendo un enfoque

biotecnoldgico sustentable y eficaz en el control microbiano.

7.2. Recomendaciones

Se recomienda que es importante ampliar los andlisis de caracterizacion de otros
bacteri6fagos que tengan una actividad litica contra bacterias que ocasionan
importantes problemas de salud publica y sobre todo a cepas multirresistentes a los
antibidticos, también es importante ampliar los analisis de genomas de fagos ya
descritos , ya que esto puede ahorrar muchos pasos al momento de la eleccién de un
bacteriéfago litico con posibles aplicaciones como agente de biocontrol o en
fagoterapia.

Este estudio también permiti6 dejar una base para comprender las acciones
evolutivas de los bacteriofagos por lo cual se recomienda ampliar este analisis a

bacteriéfagos aislados para otras familias y clases de bacterias que son patogénicas.
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