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Resumen: Staphylococcus aureus es un patoégeno de alta peligrosidad debido a su capacidad para causar
diversas enfermedades y su elevada morbilidad y mortalidad. Los bacteriéfagos han surgido como una
estrategia prometedora para combatir infecciones causadas por bacterias resistentes. Por ello, este estudio tiene
como objetivo aislar y caracterizar bacteriéfagos con actividad frente a Staphylococcus aureus, para evaluar sus
caracteristicas y potencial para ser evaluados en estudios futuros como alternativa a los antibioticos. Los fagos
fueron aislados a partir de muestras de agua del rio Machangara, en el sur de Quito. Primero, se realiz6 su
enriquecimiento y purificacion. La caracterizacion fenotipica incluy6 técnicas microbioldgicas como spot test,
para verificar su presencia, y la técnica de doble capa de agar, para determinar el titulo fagico. También se
evaluaron parametros bioldégicos como estabilidad térmica, estabilidad a distintos niveles de pH y cinética de
accion (tamafio de explosion, periodo de latencia y constante de adsorcion). El analisis gendmico se llevo a
cabo mediante secuenciaciéon del ADN y ensamblaje del genoma. Ademas, se realizé la caracterizacion
filogenética y la anotacion estructural y funcional. El analisis fenotipico del fago mostré un periodo de latencia
corto y un tamafio de explosion relativamente bajo en comparacién con otros fagos reportados para
Staphylococcus aureus. En cuanto a su estabilidad en distintos ambientes, mantuvo actividad en todos los rangos
de temperatura y pH evaluados. La caracterizacion gendmica revel6 la presencia de dos fagos: SV1,
perteneciente al género Silviavirus, y SV2, del género Rosenblumuvirus. La anotacién funcional no identificd
genes relacionados con la lisogenia. Estos resultados sugieren que los fagos aislados tienen la posibilidad de
ser investigados en el futuro como una alternativa a los antibidticos.

Palabras clave: Bacteridfago, Staphylococcus aureus, caracterizacion gendmica, caracterizacion bioldgica.

Abstract: Staphylococcus aureus is a highly dangerous pathogen due to its ability to cause a wide range of dis-
eases and its high morbidity and mortality rates. Bacteriophages have emerged as a promising strategy to
combat infections caused by resistant bacteria. Therefore, the aim of this study is to isolate and characterize
bacteriophages against Staphylococcus aureus to evaluate its characteristics and potential for future studies as
an alternative to antibiotics. The phages were isolated from water samples collected from the Machangara
River, located in southern Quito. Enrichment and purification were first carried out. The phenotypic charac-
terization included microbiological techniques such as spot tests to verify their presence, and the double-layer
agar method to determine the phage titer. Biological parameters such as thermal stability, pH stability, and
action kinetics (burst size, latent period, and adsorption constant) were also evaluated. Genomic analysis was
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conducted through DNA sequencing and genome assembly. Additionally, phylogenetic characterization and
structural and functional annotation were performed. The phenotypic analysis of the phage revealed a short
latent period, and a relatively low burst size compared to other phages reported for Staphylococcus aureus.
Regarding its stability in various environments, the phage retained activity across all temperature and pH
ranges tested. Genomic characterization revealed the presence of two phages: SV1, belonging to the genus
Silviavirus, and SV2, from the genus Rosenblumvirus. Functional annotation did not identify genes associated
with lysogeny. These results suggest that the isolated phages have the potential to be investigated in future
studies as an alternative to antibiotics.

Keywords: Phage, Staphylococcus aureus, genomic characterization, biological characterization

1. Introduccion

Staphylococcus aureus es una de las bacterias mas prevalentes causantes de infecciones, abarcando desde
lesiones cutaneas leves hasta complicaciones graves como bacteriemias y endocarditis (Cheung et al., 2021).
Esta bacteria grampositiva es también responsable de neumonia, infecciones del tracto respiratorio,
infecciones en sitios quirtrgicos y en protesis articulares (Kwiecinski & Horswill, 2020). Su relevancia clinica
es critica, ya que provoca mas muertes que el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), la tuberculosis
y la hepatitis viral combinados (Kwiecinski & Horswill, 2020). La capacidad de S. aureus para formar biofilms
y evadir la respuesta inmune dificulta su erradicacion, representando un reto significativo en el &mbito clinico
(Cheung et al.,, 2021). Ante la creciente preocupacion por el uso indiscriminado de antibidticos y sus
consecuencias, los bacteriéfagos han emergido como una alternativa prometedora para el tratamiento de

infecciones bacterianas.

Los bacteridfagos son los agentes bioldgicos mas abundantes en la Tierra y se replican exclusivamente en
bacterias, siendo especialmente efectivos en su eliminacién (Parmanik et al., 2022). Esta habilidad de los fagos
para causar la muerte de bacterias se debe al ciclo litico. En este ciclo, los fagos se adhieren a la célula bacteriana,
inyectan su material genético y utilizan la maquinaria celular para replicarse. Esto resulta en la lisis de la célula
hospedadora y la liberaciéon de nuevos viriones (Jo et al., 2023). Gracias a esta capacidad, los fagos se

posicionan como una alternativa prometedora para combatir infecciones bacterianas (Strathdee et al., 2023).

La terapia con fagos no es un concepto reciente, fue propuesta por primera vez en 1919 por Félix d'Hérelle
para tratar disenteria causada por Shigella (Aswani & Shukla, 2021). Aunque su desarrollo se detuvo con la
introduccién de los antibidticos, ha resurgido en las tltimas décadas como una solucion frente a la creciente
resistencia bacteriana a los antimicrobianos (Hatfull et al., 2022). A diferencia de los antibidticos de amplio
espectro, que pueden crear un desequilibrio en el microbiota y favorecer infecciones secundarias, los fagos son

altamente especificos, eliminando tinicamente las bacterias diana (Kebriaei et al., 2021).

Estudios recientes han demostrado la eficacia de cocteles de fagos, como AB-SAQ1, en infecciones por S. aureus,

incluyendo ensayos clinicos para tratar rinosinusitis cronica y heridas infectadas (Petrovic Fabijan et al., 2020;
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Rodriguez et al, 2022). Ademds, su combinacién con antibidticos ha mostrado un efecto sinérgico,

aumentando la eficacia de ambos (Gupta et al., 2019).

A pesar del creciente interés en los bacteridéfagos, atin existen importantes vacios en su investigaciéon. En la
plataforma PubMed, se registran 36,663 publicaciones relacionadas con bacteridfagos, de las cuales solo 407
provienen de autores de Latinoamérica (Rangel-Pineros et al., 2021). Entre estas, Brasil concentra el 33.3% de
las publicaciones, seguido de Argentina (22%), México (15.8%), Chile (10.9%), Cuba (7.6%), Colombia (4.5%) y
otros paises (5.9%) (Rangel-Pineros et al.,, 2021). Estas cifras evidencian un vacio de informacién sobre
bacteridfagos, especialmente en Ecuador. Ademas, los pocos estudios locales se han centrado principalmente
en fagos dirigidos a enterobacterias como Escherichia coli y Salmonella, mientras que S. aureus ha recibido escasa
atencion. Por ello, el objetivo de este trabajo es aislar y caracterizar bacteriéfagos frente a Staphylococcus aureus
a partir de aguas del rio Machangara, utilizando técnicas microbioldgicas y herramientas bioinformaticas. Este
enfoque no solo amplia el conocimiento sobre la diversidad de fagos locales, sino que también contribuye al
desarrollo de terapias contra Staphylococcus aureus. Los resultados podrian ser evaluados en estudios futuros

como terapia alternativa a los antibioticos.
2. Metodologia

Bacteria hospedadora

Como cepa hospedadora se utilizé Staphylococcus aureus, la cual fue donada por la Universidad San Francisco.
Esta cepa fue aislada a partir de muestras nasofaringeas en la Universidad de la Américas (Cabezas-Mera et
al., 2023). La activacion de SA se llevd a cabo mediante su cultivo en caldo triptona soja (TSB), utilizando una
proporcion de inoculacion de 1:10. Posteriormente, se determiné la curva de cinética de crecimiento de la
bacteria a lo largo del tiempo. Para ello, se midi6 la densidad optica (OD600) en un espectrofotometro a

distintos intervalos de tiempo.
Toma de muestra

Se obtuvo una muestra de agua de rio, recolectada del rio Machangara, al sur de Quito - Ecuador. (-0°1525.5"S
78°31'34.7"W). Para la recoleccién se utilizé una botella de plastico limpia, en la cual se recolect6 directamente
el agua del rio. Posteriormente, se trasvaso el agua a una botella de vidrio autoclavada y se almacené a 4°C

por 24 horas para que precipite la materia organica.

Para garantizar que las condiciones se mantuvieran constantes y evitar contaminacion adicional, se desinfect6
todos los materiales antes de la manipulacién, y se transportd la muestra en un recipiente aislado para

minimizar la variacion de temperatura.
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Aislamiento y enriquecimiento del fago

En todos los casos, se utilizd una concentracion de 1,5x108 cel/mL (McFarland 0,5) de la bacteria en fase
exponencial. La concentracidn bacteriana se establecio utilizando un densitémetro, ajustando la turbidez de la
suspension bacteriana segun la escala de McFarland. La fase exponencial de crecimiento se determiné
previamente monitoreando la densidad o6ptica a 600 nm, identificando el intervalo de tiempo en el que la

bacteria huésped alcanzaba dicha fase.

Para el aislamiento y verificacion del fago se utilizé el protocolo mencionado por Tisalema-Guanopatin et al.,
(2023). Se filtr6 50 mL de la muestra de agua de rio. A continuacion, se afiadi6 49 mL de Caldo de triptona soja
(TSB) doblemente concentrado y suplementado con cloruro de calcio 5mM (TSBACA) y 1 mL de la cepa
bacteriana Sthaphylococcus aureus en fase exponencial. Se incubd por 24h a 37°C con agitacion constante. Esta
mezcla se centrifugd (MIKRO 220R) por 10 minutos a 4500 RPM. Se elimind el precipitado (bacterias) y se
conservo el sobrenadante (fagos), al cual se le realiz6 otro periodo de centrifugacion bajo las mismas
condiciones. Posteriormente, se utilizé un filtro tipo jeringa de 0,22 um para eliminar cualquier bacteria
presente en el sobrenadante. Con el filtrado se procedi6 a realizar las pruebas de verificacién y cuantificacion

de fagos.
Confirmacion de la presencia del fago

Se realizd la prueba de la gota (spot test), en placas de Triptona soya agar (TSA) suplementado cloruro de
calcio 5mM (TSACa). En cada placa se realizé una extension de la cepa huésped y se colocd una gota del
filtrado obtenido anteriormente y como control negativo se colocé una gota de agua. Esta prueba se realizd

para comprobar la existencia de fagos en el filtrado (Tisalema-Guanopatin et al., 2023).
Cuantificacion o titulacion de fagos

Para la cuantificacion de los fagos, se empleo la técnica de doble capa de agar. Para el agar base y el agar de

capa superior, se empled agar nutritivo suplementado con 5 mM de calcio (ANCa).
p p p g P

En esta etapa se realizaron diluciones seriadas hasta 10-1. En primer lugar, se ahadieron 900 pL de TSBACA
en tubos Eppendorf. En la primera dilucion se colocé 100 uL del filtrado y para las diluciones siguientes se
agregd 100 pL de la dilucion previa. A continuacion, en tubos Falcon se afiadieron 100 uL de SA y 100 pL de
la mezcla diluida, repitiendo este proceso para cada dilucion. Posteriormente, se incorporaron 5 mL de ANCa
en cada tubo Falcon. Finalmente, se vertio la mezcla de agar en placas Petri, incubandose durante 24 horas a

37°C (Tisalema-Guanopatin et al., 2023).



Aislamiento y caracterizacién de fagos con actividad en Staphylococcus aureus 2024, Valle Dayra. 10 of 28

Purificacion de fagos

Para el proceso de purificacion, se seleccionaron las placas de lisis de las diluciones 10 a 10 y se colocaron
en 1 mL de buffer sulfato de magnesio (SM) [MgSO47H,O (8 mM), Tris-HCI (50 mM), NaCl (100 mM)]. Esta
solucidn se inoculd por extension en placas de TSACa. Para la capa superior, se aftadieron 500 pL de la bacteria
huésped en fase exponencial y 5 mL del mismo agar. Se incubd por 24 h a 37 °C, las placas resultantes se

suspendieron en 1 mL de buffer SM, obteniendo un stock de fagos.
Caracterizacion fenotipica
- Cinética del fago (periodo de latencia y tamaiio de explosion)

Se realiz6 la curva de crecimiento del fago con modificaciones del protocolo de Rai & Khairnar, (2021). Se
infectd 9 mL de la bacteria huésped con 1000 uL del stock de fagos, seguidamente de un periodo de incubacién
de 8 minutos a 37°C. Luego de este periodo, se centrifugd la mezcla a 4500 rpm durante 15 minutos y se
resuspendio el pellet en 10 mL de TSB. Se realizé la técnica de doble capa por triplicado, se tomo6 alicuotas
de 100 uL cada 15 minutos durante la primera hora y cada 20 minutos hasta llegar a los 120. El tamafio de
explosion se determind al dividir la cantidad final de fagos libres entre la cantidad inicial, lo que permitié

calcular el numero total de fagos liberados por cada célula bacteriana.
- Constante de adsorcion.

Se afiadié 1 mL de la bacteria huésped en fase exponencial con 10 uL del stock de fagos, se agité durante 10
segundos y se incubd durante 1 hora a 37°C. En intervalos de 10 minutos se tom6 una alicuota de 100 uL y se
realizo la técnica de doble capa por triplicado. Para calcular la constante, se relacioné la concentracién inicial
y final de fagos mediante la siguiente formula:

(23, P
“ Bt 8P

Ecuacion 1 Formula de la constante de adsorcion

Donde:

k: Constante de adsorciéon

B: Ntmero de células huésped inicial

t: Intervalo de tiempo entre Po y P

Po: Concentracion inicial de bacteriéfagos

P: Concentracion final de bacteriéfagos
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- Estabilidad del fago

Para evaluar la estabilidad del fago a distintas temperaturas se anadié 150 uL del filtrado purificado en un
tubo Eppendorf y se conservé a una temperatura determinada (-16°C, 4°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C y 80°C)
durante una hora. Se calcul el titulo fagico mediante la técnica de doble capa por triplicado. Por otro lado,
para evaluar la estabilidad en diferentes rangos de pH, se afiadi6 100 pL del fago en 900 uL de agua destilada
ajustada a diferentes niveles de pH (pH 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12). Estas mezclas se incubaron durante 4

horas a 37 °C y se aplicé la técnica de doble capa por triplicado (Rai & Khairnar, 2021).
Caracterizacion genomica
- Concentracion de fagos

Se extrajo las placas de lisis formadas en el agar luego de la purificacion. Se colocd las placas en buffer SM en
tubos Falcon de 15 mL. Se centrifugé los tubos a 4500 RPM por 20 min y se filtrd a través de un filtro tipo
jeringa de 0,22 um para eliminar los restos bacterianos y obteniendo una solucion concentrada de fagos lista

para la extraccion de ADN (Jakocitiné & Moodley, 2018).
- Extraccién de ADN.

La extraccion del material genético del fago se realiz en base al protocolo de Jakocitiné & Moodley (2018). En
un tubo de 1.5 mL se afiadi6 50 pL del lisado con buffer DNasa I 10x, DNasa I (1 U/uL) y RNasa A (10 mg/mL)
y se incubd durante 1,5 horas a 37°C. Luego, se colocé EDTA 0,5 M y Proteinasa K (20 mg/mL), se incubd
durante 1,5 horas a 56°C.

En el proceso de purificacion de ADN, se afiadid el buffer AL a la mezcla anterior, se agit6 con vortex (1500

RPM) y se incubd por 10 minutos a 70°C. Posteriormente, se anadi6 etanol al 99.9% y se mezclo.

La mezcla se transfirié a una columna de centrifugado DNeasy Mini y se centrifugé durante 1 minuto a 8000

RPM, se desechd el efluente.

Luego, se anadid el buffer AW1 y se centrifugé durante 1 minuto a 8000 RPM, se descarto el efluente. Después,
se afiadio buffer AW2 y se centrifugé durante 3 minutos a 11000 RPM. Se desech¢ el efluente y se centrifugo

durante un minuto adicional a 11000 RPM.

Finalmente, se coloco la columna de centrifugado en un tubo de microcentrifuga estéril y se anadio buffer AE,
se incubd a temperatura ambiente durante un minuto y se centrifugé a 8000 RPM por el mismo tiempo, para

eluir el ADN.
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La cuantificaciéon de la muestra se llevé a cabo utilizando el fluorometro Qubit 2.0, conforme al protocolo
recomendado por el fabricante. El ADN purificado se almacené a -20 °C para su posterior andlisis de

secuenciacion. La secuenciacion de genoma completo se realizé mediante tecnologia NGS de Illumina.
- Analisis filogenético y anotacién del genoma

Los resultados de la secuenciacion generaron archivos paired-end: uno de lectura forward y otro de lectura
reverse. Los analisis bioinformaticos iniciales se realizaron en la plataforma Galaxy Phage (Abueg et al., 2024).
En primer lugar, la calidad de las secuencias crudas se evalu6 con FastQC (Abueg et al., 2024). Posteriormente,
las secuencias fueron ensambladas utilizando la herramienta SPAdes (Abueg et al., 2024), configurada con
valores personalizados de kmers (21, 33, 55, 77, 99, 127) y una cobertura minima de 100x, lo que permitié
generar contigs a partir de los datos procesados. La calidad de estos contigs se evalu6é con QUAST (Abueg et

al.,, 2024).

Tras el ensamblaje, se procedio al binning para separar y agrupar los fragmentos gendmicos, utilizando la
plataforma del Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center (BV-BRC). La calidad de los bins obtenidos
fue verificada con CheckV (Nayfach et al, 2021) Una vez confirmada su calidad, se elaboré un arbol
filogenético. Para ello, se realiz6é un alineamiento con MAFFT (Abueg et al., 2024) utilizando secuencias de
genomas completos descargadas de las bases de datos de NCBI. Luego, se construyd el arbol filogenético con
IQ-TREE (Nguyen et al., 2015), empleando el algoritmo de maxima verosimilitud para analizar las relaciones
evolutivas. Finalmente, se llevo a cabo la anotacion funcional y estructural del genoma mediante Viral Genome

ORF Reader (Wang et al., 2010) en BV-BRC.
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Lecturas crudas

Analisis de Contigs
calidad virales

Mapa gendmico

Analisis de Genomas |
calidad virales

Figura 1 Esquema del flujo de trabajo del andlisis bioinformitico, que se divide en cinco etapas. La primera etapa es el andlisis de
calidad, seguido por el ensamblaje del genoma, binning, y finalmente, el andlisis filogenético y la anotacion. Los rombos indican las

herramientas utilizadas, mientras que los recuadros verdes muestran los resultados de cada etapa.

3.  Resultados

Los resultados obtenidos incluyeron el analisis del perfil de resistencia de la cepa bacteriana hospedadora y la
caracterizacion fenotipica y genoémica del bacteridfago aislado. Este enfoque permiti6 una evaluacién completa
de la interaccion entre el bacteriéfago y su huésped, asi como del potencial terapéutico del fago frente a

Staphylococcus aureus.
Perfil bioldgico del fago

En el spot test, se evidencid la inhibicién del crecimiento bacteriano en la zona donde se aplicé la gota de lisado,
confirmando la presencia del bacteriéfago en la muestra recolectada del rio Machangara. Este halo de
inhibicién demuestra la actividad litica del fago sobre la bacteria Staphylococcus aureus (Figura 3A, 3B). Durante
el proceso de titulacion, se observaron halos de lisis translticidos con didmetros que oscilaron entre 1 y 2 mm

(Figura 3C), y alcanzando un titulo maximo de 4 x 10'° UFP/mL.
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Figura 2 Evaluacion de la presencia del fago. Se realizo la prueba del spot test en agar Manitol Salado (A) y Mueller-Hinton (B)
utilizando SA como hospedador. Ademds, se aplicaron diluciones seriadas del lisado figico (C) desde 10° hasta 107'°. Se observaron

halos de lisis tanto en las diluciones, como en el spot test, confirmando la actividad del fago frente a la bacteria huésped.

- Cinética del fago y constante de adsorcién

Con el objetivo de caracterizar las diferentes fases del ciclo infeccioso del fago, se evaluo la cinética de
replicacién mediante una curva de crecimiento de un solo paso. Los resultados revelaron un periodo de
latencia de aproximadamente 15 minutos, lo que indica una interaccion rapida y eficiente entre el fago y su
bacteria hospedadora. Asimismo, durante la fase de liberacion se observo una produccién de 30 unidades

formadoras de placa (UFP) por célula infectada tras la lisis bacteriana.

Para comprender la eficacia del fago con respecto a S. aureus, se evaluo la velocidad de adsorcién del fago a
los receptores bacterianos durante la etapa inicial de su ciclo infeccioso. La tasa de adsorcién del bacteriéfago
fue determinada en 3,62x107* mL/min, observandose que en un intervalo de 10 minutos se adsorbid el 93% de

las particulas virales. Estos datos reflejan una interaccién eficiente entre el fago y los receptores bacterianos.
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Cinética del fago
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Figura 3 Curva de crecimiento de un solo paso del bacteridfago. El eje x muestra el tiempo (minutos) en el que se realizaron las

mediciones, mientras que el eje e indica la concentracion de unidades formadoras de placa (UFP/mL). Cada punto de la curva

representa el promedio de tres experimentos, y las barras de error corresponden a la media + la desviacion estdandar. Estos resultados

reflejan las dindmicas del ciclo de infeccion del fago, incluyendo el periodo de latencia y el tamario de explosion.

- Estabilidad del fago a diferentes temperaturas y nivel de pH

Se evaluaron diversas caracteristicas del bacteriéfago para comprender su comportamiento en diferentes

condiciones ambientales. El fago presenta actividad en todos los rangos evaluados, teniendo valores de UFP

mas altos en un rango de pH entre 3 y 10, con un rendimiento maximo a pH 7, donde alcanzé 1,3x108 UFP/mL.

En contraste, en condiciones alcalinas (pH 12), la eficiencia de formacién de halos de lisis disminuy¢ a 3,3x10¢

UFP/mL.
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Figura 4 Estabilidad y actividad del fago a diferentes niveles de pH (3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11 y 12). En el eje x se representan el nivel

de pH, y en el eje y, la actividad del fago expresada en unidades formadoras de placa (UFP/mL). Los datos corresponden al promedio

de tres experimentos independientes y las barras de error corresponden a la media + la desviacion estdndar.
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De igual manera que en el pH, se report6 actividad en todos los rangos de temperatura evaluados, teniendo
un mejor rendimiento en un rango de -16°C a 50°C, siendo la temperatura dptima de 4°C, donde se registrd
una produccién de 1,27x10° UFP/mL. En contraste, a 70°C se observo una significativa reduccién en la
formacién de placas, con solo 4x10° UFP/mL, lo que sugiere que temperaturas elevadas afectan su capacidad

replicativa.

Estabilidad a cambios de temperatura
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Figura 5 Estabilidad y actividad del fago a diferentes niveles de temperatura (-16°C, 4°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C y 80°C). En el eje
x se representan las temperaturas, y en el eje y, la actividad del fago expresada en unidades formadoras de placa (UFP/mL). Los datos

corresponden al promedio de tres experimentos independientes.

A continuacion, se presenta una tabla que sintetiza las caracteristicas fenotipicas del bacteriéfago aislado,
proporcionando informacion clave para comprender su comportamiento frente a diversas condiciones. Los
aspectos analizados incluyen elementos del ciclo viral, como la constante de adsorcidn, el periodo de latencia

y el tamano de explosion, ademas de su estabilidad frente a distintos niveles de pH y temperatura.

Tabla 1 Caracteristicas fenotipicas del bacteridfago aislado frente a Staphylococcus aureus

Caracteristica Resultado
Cepa huésped Staphylococcus aureus
Titulo maximo (UFP/mL) 4 x1010

Caracteristicas fenotipicas

Tamafio de explosion (UFP/cel) 30
Periodo de latencia (min) 15
Constante de adsorcion (mL/min) 3,62 x10-10

Adsorcién en el minuto 10 (%) 93
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pH 3a10

Temperatura (°C) -16 a 60

Perfil genémico
Obtencion del genoma
- Andlisis de calidad

Los resultados de la evaluacion de la calidad de la secuenciacion revelaron un puntaje PHRED minimo de 31

y un maximo de 37.

- Ensamblaje

El ensamblaje metagendmico genero6 un total de 31 contigs, de los cuales 18 presentaron una longitud igual o
superior a 1000 pares de bases (bp). Al menos el 50% del ensamblaje esta compuesto por contigs con una
longitud aproximada de 143406 bp (N50), mientras que el contig mas largo alcanzo6 56992 bp. El contenido de
GC fue del 29.82%, y no se detectaron malos emparejamientos en los contigs. La baja proporcién de errores

respalda la calidad del ensamblaje.

Tabla 2 Métricas del andlisis de calidad del ensamblaje

Parametro Resultado
Contig mas largo (pb) 56 992
Longitud total (>= 0 bp) 169 085
N50 (pb) 17 444
GC% 29.82

- Binning

El proceso de binning generd dos bins. El primero (SV1) consta de 15 contigs con una longitud total de 137,385
pares de bases, una completitud del 98.77%, un porcentaje de error del 1.45% y una cobertura promedio de
213.1x. El segundo bin (SV2) esta formado por un tinico contig de 17,081 pares de bases, con una completitud
del 95% y una cobertura promedio de 73.54x. El andlisis de calidad de los bins reveld un porcentaje minimo
de contaminacién (0.01%), considerado insignificante, lo que indica que los genomas obtenidos corresponden

al fago y no a la bacteria huésped.

Filogenia
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Se realiz¢ el alineamiento de genomas completos de ADN, comparando los genomas de SV1 y SV2 con fagos
especificos para Staphylococcus aureus disponibles en la base de datos GenBank del NCBI. La cobertura de los
genomas obtenidos estuvo entre el 95 % y el 99 %. Para determinar las relaciones filogenéticas entre los fagos,

se construyo un arbol filogenético empleando el método de Maxima Verosimilitud.

En la Figura 7 se presentan las relaciones filogenéticas de los fagos aislados, en comparacion con 14 genomas
de fagos relacionados. Todas las ramas del arbol filogenético mostraron un nivel de confiabilidad del 100 %,
lo que respalda la calidad del analisis. El genoma correspondiente al SV1 mostrd una relacion filogenética
cercana con el fago Staphylococcus phage vB Sau-RP15, aunque se encuentra ubicado en un clado distinto. Los
genomas evaluados junto con SV1 comparten una notable similitud con fagos de Staphylococcus aureus del

género Silviavirus, lo que sugiere que SV1 pertenece a este género.

Por otro lado, el genoma del SV2 presentd una mayor similitud con el fago Staphylococcus phage SA03-CTH?2,
también ubicado en un clado diferente. Ambos fagos se agrupan en un clado independiente, lo que indica una
distancia evolutiva significativa entre los fagos analizados de S. aureus y aquellos referenciados en el analisis
BLAST. Este fago muestra relacidon con secuencias de fagos para S. aureus del género Rosenblumvirus, lo que

permite inferir que pertenece a este género.

Listeria phage A511
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Figura 6 Arbol filogenético basado en las secuencias completas de los genomas de los fagos, construido mediante el método de maxima
verosimilitud con IQ-TREE. El andlisis incluye las secuencias gendmicas completas de los fagos, donde SV1 y SV2. Como outgroup,

se utilizé el fago Listeria A511.

Para identificar correctamente los fagos, se calculd el porcentaje de identidad nucleotidica utilizando la
herramienta VIRIDIC, con los genomas completos obtenidos de BLASTn (Figura 8). En el SV1, el fago SA11

presentd la mayor identidad nucleotidica (90.3%), mientras que la menor correspondié al fago phiRNIID
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(81.6%). Para el SV2, el fago SA03-CTH2 alcanzé la mayor identidad (94.5%), y el fago LSA2366 obtuvo la mads
baja (83.1%).
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Figura 7 Mapa de calor que compara los genomas completos obtenidos en BLASTn con los genomas ensamblados. EI
mapa de la izquierda corresponde a SV1 1 y el de la derecha a SV2. La visualizacion fue generada con la herramienta

VIRIDIC, utilizando un umbral de diferenciacion de especies del 95%.

Anotacion

El genoma del SV1 (Figura 9) esta compuesto por ADN lineal de doble cadena, con una longitud de 137,385
pares de bases y un contenido de guanina-citocina del 29.86%. La anotacion estructural identificé 233 marcos
abiertos de lectura (ORF), de los cuales 214 son regiones codificantes (CDS), 18 son regiones repetitivas y 1
corresponde a un ARNt. De los ORFs, 195 se transcriben en la hebra positiva, mientras que 38 lo hacen en

sentido inverso.

En cuanto a las regiones codificantes, 122 corresponden a proteinas hipotéticas y 74 a proteinas con funciones

conocidas.

Las proteinas conocidas se clasificaron en varias categorias segun su funciéon (Figura 9): estructura y

ensamblaje (azul), lisis (verde), replicacion y metabolismo (naranja), y otras funciones (morado).

En la categoria de estructura y ensamblaje, se identificaron 38 genes, que incluyen 10 proteinas de cola, 6 de
capside, 2 de baseplate, 6 relacionadas con la membrana y 8 proteinas estructurales del virién. Destacan,
dentro de esta categoria, la proteina principal de la capside de los Caudovirales (ORF 157) y la proteina portal
(ORF 149). Esta es la categoria mas numerosa, lo que subraya la importancia de los genes estructurales en el

ciclo de vida del fago.
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Tabla 3 Clasificacion de los genes anotados del genoma de los fagos segiin su funcién bioldgica y estructural.

Tipo de gen SVv1 SVv2
Estructura y ensamblaje 38 5
Lisis 8 2
Replicacion 18 4
tRNA 1 -
Repeat region 18 -
Hipotético 159 8
Otras 9 1

En la categoria de replicacion y metabolismo, se encontraron proteinas necesarias para la replicacion del ADN
fagico, tales como polimerasas (ORF 34, 37) y helicasas (ORF 8, 10, 12). También se identificaron proteinas
reguladoras de la transcripcién, como metiltransferasas (ORF 15, 18) y proteinas de unién al ADN, asi como
enzimas de reparacion del ADN, como exonucleasas (ORF 19, 21, 49). Ademas, se detectaron genes implicados

en la transcripcion, incluyendo ARN polimerasas (ORF 129).

Por ultimo, en la categoria de genes de lisis, se identificaron proteinas clave para el ciclo de infeccién del fago.
Entre ellas destacan las adhesinas (ORF 193, 197), que facilitan la adsorcién del fago, y proteinas involucradas
en el secuestro de la maquinaria celular del huésped, como el factor de integracion a la célula huésped (ORF
33). Asimismo, se encontraron lisinas (ORF 99, 100, 115, 135), que contribuyen a la etapa de lisis celular durante
la liberacion de los nuevos viriones. No se identificaron proteinas asociadas con lisogenia, resistencia a

antibidticos ni transposones.
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Figura 8 Mapa anotado del genoma del fago SV1, con identificacion de genes funcionales y estructurales. Los dos anillos exteriores
muestran las direcciones de transcripcion de los genes, representadas por flechas, asi como la longitud de cada gen. El anillo interno

indica el porcentaje de contenido de guanina-citosina (GC) a lo largo del genoma.

El genoma del SV2 (Figura 10) tiene una longitud de 17,081 pares de bases y un contenido de guanina-citocina
del 28.86%. Se identificaron 20 ORFs, todos correspondientes a regiones codificantes. De estos ORFs, 11 se
transcriben en la hebra positiva, mientras que 9 lo hacen en sentido inverso. De las CDS, 12 corresponden a

proteinas con funcién conocida y 8 a proteinas hipotéticas. No se detect6 ARN de transferencia (ARN).

En términos de funcionalidad, se identificaron proteinas estructurales asociadas a la cola y la capside del fago,
asi como genes que codifican proteinas implicadas en la replicacion y la lisis, especificamente holinas (ORF 10)
y lisinas (ORF 7). No se identificaron proteinas asociadas con lisogenia, resistencia a antibioticos ni

transposones.
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Figura 9 Mapa anotado del genoma del fago SV2, con identificacion de genes funcionales y estructurales. Los dos anillos exteriores
muestran las direcciones de transcripcion de los genes, representadas por flechas, asi como la longitud de cada gen. El anillo interno

indica el porcentaje de contenido de guanina-citosina (GC) a lo largo del genoma.

4. Discusion

Staphylococcus aureus pertenece al grupo de patdégenos ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y Enterobacter spp.), conocidos por causar
infecciones tanto nosocomiales como comunitarias. Este grupo de patdgenos es especialmente preocupante
debido a su resistencia a multiples antibidticos (Santajit & Indrawattana, 2016), por lo que las infecciones son
dificiles de tratar. En este contexto, los fagos se presentan como una alternativa viable para tratar las infeccio-

nes en lugar de antibidticos.

En este trabajo, se aislaron y caracterizaron bacteriéfagos con actividad frente a Staphylococcus aureus, cuyas
caracteristicas lo destacan en comparacion con fagos previamente descritos, sugiriendo su potencial para el

establecimiento de futuros estudios que permitan evaluar su uso como un agente terapéutico.

El fago aislado mostr6 una alta afinidad por su bacteria huésped, evidenciada en su capacidad de adsorcion.
Durante los primeros 10 minutos, el 93% de las particulas virales se adsorbieron a las células bacterianas,
indicando una interaccién eficiente entre el fago y su hospedador. Este comportamiento es comparable con
estudios previos en fagos aislados para S. aureus, donde se reportd una adsorciéon del 92% en 15 minutos
(Elsayed et al., 2024), y en el caso del fago VB_SauS_SH-St 15644, un 80% de las particulas virales se
adsorbieron en solo 4 minutos (Ji et al., 2020). Estos datos sitiian al fago aislado dentro del rango esperado
para otros fagos dirigidos contra S. aureus. La rapida tasa de adsorcion resalta la alta eficacia de unién que
tiene el fago por la bacteria, este valor es importante ya que es el paso crucial para iniciar el proceso de infecciéon

(Lerdsittikul et al., 2024).
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El ciclo de vida del fago aislado comparte similitudes con otros fagos descritos para S. aureus. Aunque su
tamano de explosiéon es inferior al de fagos como ARW1 (200 UFP/célula) (Rai & Khairnar, 2021) o
vB_SauP_P992 (65.8 UFP/célula) (Agbo et al,, 2022), es consistente con reportes de fagos con tamanos de
explosion de 32, 25 y 13 UFP/célula (Elsayed et al., 2024; Ji et al., 2020; Zhao et al., 2024). El bajo tamano de
explosion puede presentarse como un problema en la fagoterapia. Sin embargo, se debe tener en cuenta otros
aspectos como la rapidez de adsorcién del fago y el periodo de latencia (Rai & Khairnar, 2021). En cuanto al
periodo de latencia establecido en 15 minutos, se observa que la corta duracion de este representa una ventaja
frente a fagos con periodos mas prolongados, como ASUmrsal23. Este fago requiere de un periodo de 55
minutos para comenzar su actividad viral (El-Tawab et al., 2024). El corto intervalo permite al fago actuar de
manera rapida y efectiva, lo cual es crucial para su uso terapéutico (Samir et al., 2022). En conjunto, las
caracteristicas de este fago, como su alta afinidad con el huésped y su breve periodo de latencia, lo posicionan

como un candidato prometedor para evaluar su potencial terapéutico.

La estabilidad del fago aislado frente a distintas temperaturas y niveles de pH es importante para evaluar su
potencial uso en el tratamiento de infecciones bacterianas (Lerdsittikul et al., 2024). El pH influye en la
coagulacion y precipitacion del fago, lo que produce una reduccién en su actividad (Joriczyk et al., 2011;
Ranveer et al., 2024). En este estudio, el fago mantuvo actividad en todos los rangos de pH evaluados (3 a 10),
lo que quiere decir que el fago es capaz de soportar ambientes extremos. Los fagos reportados muestran
actividad limitada en rangos extremadamente acidos y basicos de pH, por ejemplo: el fago StaP1 tiene
actividad en un rango de 4 a 8 (Lu et al., 2023), ya que, en valores superiores a ese rango, el fago se inactiva
completamente. El rango de actividad mas parecido al fago aislado es el de vB_SauM_VL10, el cual tiene

actividad en un rango de 4 a 11 (Lerdsittikul et al., 2024).

La temperatura es un factor para tomar en cuenta, ya que regula la fijacion y el ciclo de replicacién viral, las
temperaturas altas pueden alargar el periodo de latencia en algunos casos (Jonczyk et al., 2011). El fago aislado
demostro ser mas resistente que fagos reportados previamente, manteniendo su actividad hasta los 80 °C. En
comparacion, otros fagos pierden su viabilidad a temperaturas superiores a 60 °C (Elsayed et al., 2024; Lu et
al.,, 2023; Zhao et al., 2024). Esta caracteristica resalta el potencial del fago aislado para aplicaciones en

condiciones extremas o procesos que requieran estabilidad térmica.

Por otro lado, la caracterizacién gendmica del fago es importante para conocer con precision sus caracteristicas
y evaluar su potencial como terapia alternativa a los antibiéticos. En primer lugar, los fagos reportados pueden
ser categorizados como especies distintas a las reportadas hasta el momento. Esto, segin los criterios del
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), el cual menciona que un genoma puede considerarse
como una nueva especie si la homologia con otros virus es inferior al 95 %. Por un lado, SV1 se clasifica dentro
de la familia Herelleviridae, subfamilia Twortvirinae, y género Silviavirus. Este género se caracteriza por poseer

genomas de entre 130 y 140 kpb (ICTV, n.d.), lo que encaja con la descripciéon de SV1(137 385 bp). Por otro
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lado, SV2 pertenece a la familia Rountreeviridae, subfamilia Rakietenvirinae, y género Rosenblumuvirus.
Inicialmente, este género formaba parte de la familia Podoviridae, pero en 2019 el ICTV lo reclasificé dentro de

Rountreeviridae (Eobocka M et al., 2022).

El analisis bioinformatico permitié identificar los genes presentes en cada fago y su funcién, informacién clave
para evaluar su aplicabilidad como alternativa terapéutica. En este contexto, se analiz¢ la presencia o ausencia
de genes especificos para determinar si los fagos son liticos o lisogénicos. En primer lugar, ambos fagos poseen
genes que codifican lisinas. Estas enzimas son responsables de degradar el peptidoglicano de la pared celular,
provocando la lisis bacteriana (Lerdsittikul et al., 2024). Un criterio esencial para clasificar a un fago como litico
es la ausencia de genes lisogénicos, como los que codifican la enzima integrasa. Esta enzima se encarga de la
integracion del material genético viral en el genoma del huésped (Lerdsittikul et al., 2024; Mohaisen et al.,
2020). La insercion de genes virales presenta un desafio para la fagoterapia, ya que la bacteria puede adquirir
resistencia a fagos similares (Zhang et al., 2022), comprometiendo el éxito de esta. Ademas, la eficacia de la
terapia con un fago temperado es menor en comparacion con un fago estrictamente litico, ya que existe la
posibilidad de entrar en el ciclo lisogénico evadiendo la lisis celular (Agbo et al., 2022). Por estas razones es
imprescindible que el fago realice solamente el ciclo litico. En el caso de los dos fagos analizados, no se

identificaron genes que codifiquen enzimas integrasas, lo que confirma su cardcter litico.

En cuanto a las proteinas estructurales, destaca la recombinasa, una enzima involucrada en la reparacién del
ADN y en la correcta replicacion del fago (Pan et al., 2023). En SV1, esta enzima esta codificada en el ORF 41,
pertenece al tipo UvsX y se encuentra cominmente en fagos que infectan S. aureus (Lerdsittikul et al., 2024).
Otra proteina esencial en el ensamblaje de fagos de ADN de doble cadena es la proteina portal, imprescindible
para la formacién de la capside (Dedeo et al., 2019). En SV1, esta proteina esta codificada en el ORF 46. Por
otro lado, SV2 presenta un genoma mas simple en comparaciéon con SV1. No obstante, contiene todos los
componentes esenciales para el ensamblaje, replicacion viral y lisis bacteriana. En contraste con otros virus del
mismo género, como Staphylococcus phage GRCS, que posee 21 genes y carece de ARNt (Swift & Nelson, 2014),

SV2 mantiene una organizacion genémica completa para su ciclo infeccioso.
5. Conclusion

En este trabajo se logrd aislar bacteridéfagos a partir de muestras de agua del rio Machangara. El analisis
fenotipico mostré que el fago mantiene su actividad en un amplio rango de temperaturas y pH, a diferencia
de otros fagos reportados que pierden completamente su actividad en condiciones extremas. Ademas,
presentd un corto periodo de latencia y una alta afinidad por su bacteria huésped, caracteristicas clave para
su potencial terapéutico, ya que favorecen la eficacia del tratamiento. Por su parte, el analisis genémico
confirmo que los fagos tienen un ciclo de replicacion litico, pues no se detectaron genes asociados a la lisogenia.
Esto es crucial para evitar la integracion del genoma viral en la bacteria, asegurando su efecto litico sin riesgo

de transferencia genética. Las caracteristicas descritas sugieren que los fagos aislados podrian ser estudiados
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en el futuro para su uso contra cepas de S. aureus. Para lo cual, se requieren estudios in vivo para confirmar la
eficacia y eficiencia de la terapia. También es necesario realizar ensayos de evaluacion del espectro de accién

y su estabilidad a largo plazo.

6.- Recomendaciones

. Para la recoleccién de muestras, se recomienda evitar los dias lluviosos, ya que la lluvia puede diluir la
muestra.
. Es fundamental mantener condiciones de asepsia en el lugar de trabajo para prevenir la contaminaciéon

de las muestras o del filtrado.
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