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RESUMEN

A nivel mundial, el sobrepeso y la obesidad afectan a mas de 2600
millones de adultos, destacando a México como el quinto pais con mayor
prevalencia. La Organizacion Mundial de la Salud define al sobrepeso y a la
obesidad como una acumulacién anormal de grasa con efectos perjudiciales
para la salud. La etiologia del sobrepeso y la obesidad es multifactorial, e
incluye aspectos genéticos, socioeconomicos, estilo de vida, alimentacioén, asi
como disbiosis intestinal. La microbiota intestinal de personas con obesidad es
diferente a la de personas con normopeso, siendo menos diversa y con la
presencia de bacterias que inducen procesos inflamatorios como Enterobacter
cloacae. Las estrategias para modular la microbiota incluyen el tipo de dieta,
el uso de pro/prebidticos, el trasplante de microbiota fecal y la fagoterapia. En
esta ultima, se utilizan virus que solo infectan a células bacterianas con un
rango de hospederos reducido que no altera la microbiota natural. El presente
estudio tiene como objetivo evaluar el efecto litico de un coctel de
bacteriéfagos contra Enterobacter cloacae presente en la microbiota intestinal
estandarizada de personas con obesidad. Para ello, se llevd a cabo una
caracterizacion biolégica de 9 bacteriéfagos selectivos para Enterobacter
cloacae y se procedio con la formulacion de un coctel de 2 bacteriéfagos a los
cuales se les analizé su genoma. Para investigar su efecto litico, se evalud en
la microbiota de personas con obesidad mediante un modelo ex vivo. El
estudio incluy6 la caracterizacion microbiolégica y gendmica, antes y después
del tratamiento con el coctel de bacteriéfagos. El inéculo utilizado se derivo de
materia fecal de personas con obesidad. Se evaluaron 2 grupos: microbiota
intestinal nativa y microbiota intestinal enriquecida con Enterobacter cloacae
ATCC 13047. Se realizaron los analisis estadisticos en el software IBM SPSS,
GraphPad Prims y RStudio, considerando una p < 0.05 como estadisticamente
significativa. El titulo viral de los bacteriéfagos fue de 7.55 x 10" UFP/mL en
promedio, con un rango de hospederos reducido a bacterias de la misma

familia y una actividad litica mayor a 7 horas en todos los bacteriéfagos. Con



base en estos resultados se formulé el coctel, con los bacteriéfagos AS5 Y
AS6, evaluando su genoma encontramos que AS5 presenta una longitud de
49, 578 pb de longitud, un porcentaje de guanina-citocina del 47.9 %, no
presenta ARNt y presenta ciclo de vida litico. Mientras que el AS6, present6
una longitud de 171, 281 pb, un porcentaje de guanina-citocina del 39.8 %,
presentd 19 ARNt y ciclo de vida litico. El analisis bioinformatico mostré la
ausencia de genes relacionados a virulencia, resistencia a antibidticos y ciclo
de vida lisogénico. Con respecto a la fermentacion de la microbiota intestinal
en los biorreactores, tuvimos un tiempo de estabilizacion de 28 dias. Al inocular
el coctel observamos un aumento del conteo de bacteriéfagos en los
biorreactores, asi como la modulacién de la microbiota intestinal en ambos
grupos, sin embargo fue mas significativa la disminucion de enterobacterias
en el grupo en el cual se enriquecio la microbiota intestinal. Concluimos que el
coctel de bacteriéfagos presenté un genoma adecuado para la fagoterapia, y
los cambios en la composicion bacteriana tras las digestiones evidencian el
efecto litico en la microbiota intestinal. Este estudio destaca el potencial de la
fagoterapia como una estrategia prometedora para modular la microbiota
intestinal en el contexto de la obesidad y su potencial para tratar la disbiosis

inducida por Enterobacter cloacae.

Palabras clave: Obesidad, microbiota intestinal, bacteriéfagos, disbiosis

intestinal y fagoterapia.
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1. INTRODUCCION

La obesidad, es una de las principales causas de enfermedades
cronicas y trastornos metabdlicos (OMS, 2021). Se estima que para el ano
2030, a nivel mundial, el numero de adultos con obesidad podria aumentar a
573 millones (Duan et al.,, 2021). La obesidad presenta una etiologia
multifactorial, destacando la dieta, la disbiosis intestinal y su relaciéon con la
inflamacion sistémica, particularmente en el contexto del tejido adiposo
(Hildebrandt et al., 2023). Recientemente se ha demostrado un vinculo directo
entre la composicion de la microbiota intestinal y la patogenia de la obesidad
(Palmas et al., 2021a). Muchos factores afectan la biodiversidad de la
microbiota intestinal, como la dieta, los medicamentos, el ejercicio y la etapa
de la vida (Altves et al., 2020).

La microbiota intestinal de las personas con obesidad difiere de las
personas normopeso; es menos compleja, particularmente en los grupos
bacterianos que alli habitan Yan et al. (2022). Ademés, presenta una
disminucién de los bacteri6fagos nativos en la microbiota y se van
disminuyendo conforme va aumentando el grado de obesidad Palmas et al.
(2021a). Los estudios actuales han demostrado que las endotoxinas, también
conocidos como lipopolisacéaridos (LPS), producidos por las bacterias de la
microbiota intestinal, participan en la fisiopatologia de la obesidad, lo que esta
relacionado con el agravamiento de la inflamacion inducida (Jin et al., 2022).
Se ha informado que los LPS de enterobacterias exhiben una actividad de
endotoxina significativamente mayor que los LPS de bacterias intestinales mas
abundantes como las del filo Bacteroidetes. Una de estas especies de
enterobacterias que poseen LPS asociadas con la obesidad y el dafio hepatico
es Enterobacter cloacae (Keskitalo et al., 2018). Esta bacteria es un bacilo

corto, Gram negativo y perteneciente al filo Proteobacteria (Jin et al., 2022).



El impacto de la microbiota intestinal en la salud ha sido un gran foco
de interés, ya que tienen efectos positivos en muchas condiciones de salud
(Aoun et al., 2020). Se han desarrollado nuevas estrategias de manipulacion
de la microbiota intestinal, como una dieta adecuada, el uso de pre/probidticos,
el trasplante de microbiota fecal y terapia con bacteriéfagos (Paule et al.,
2018). Los bacteriéfagos son virus, conocidos como el agente bioldégico mas
abundante en la tierra, que infectan y se replican solo en células bacterianas
(Simmonds y Aiewsakun, 2018b). El espectro de infeccion suele ser estrecho,
limitado a unas pocas cepas de la misma especie; por lo tanto, no modifican
la microbiota intestinal natural en comparacion con los antibiéticos de amplio
espectro (Paule et al., 2018). El estudio de la microbiota intestinal debe incluir
el analisis del equilibrio fago-bacteria y la respuesta inmune frente a la
tolerancia o el desequilibrio con la inflamacién (Paule et al., 2018). La
simulacién del colon facilita las investigaciones eludiendo las restricciones
éticas y reduciendo los costos del estudio. Estos modelos brindan
posibilidades ilimitadas de deteccidon de nuevos productos, lo que facilita el

monitoreo continuo (Wiese et al., 2018).

Aunque se utilizan varios métodos para tratar el aumento de peso
excesivo, la obesidad sigue siendo un importante problema de salud publica,
gue requiere soluciones nutricionales y/o médicas novedosas (Aoun et al.,
2020). El estudio del papel terapéutico de los bacteriéfagos en el intestino
puede guiar a nuevos enfoques, como perturbar bacterias especificas de
manera deliberada, dilucidar la causalidad mediada por interacciones
interbacterianas, asi como entre bacterias y mamiferos, en ultima instancia,
disefiar enfoques precisos y predecibles para remodelar la microbiota intestinal
(Hsu et al., 2019). Por este motivo, el presente estudio se enfoca en un posible
complemento al tratamiento de la obesidad mediante el uso de los
bacteriéfagos, al evaluar el efecto de un coctel de bacteriéfagos en la

composicién de la microbiota intestinal en un ambiente simulado.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Definicion de obesidad

Segun la Organizacién mundial de la salud (OMS), el sobrepeso y la
obesidad se definen como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que
puede ser perjudicial a la salud (OMS, 2021). Estas condiciones son el
resultado de un balance energético positivo cronico (Westerterp-Plantenga,
2020) regulado por una interaccion compleja entre los tejidos endocrinos y el
sistema nervioso central (Bosy-Westphal y Miuller, 2021). Ademas, afectan
negativamente a casi todas las funciones fisioldgicas del cuerpo y constituyen
una importante amenaza para la salud publica (Chooi et al., 2019),
aumentando sustancialmente el riesgo de desarrollar multiples enfermedades
como diabetes mellitus, enfermedad del higado graso, hipertension arterial
sistémica, infarto agudo al miocardio, accidente cerebrovascular, demencia,
osteoartritis, apnea obstructiva del suefio y varios tipos de cancer (Bluher,
2019; Chrysant, 2019). Ademas, presentan un mayor riesgo de muerte y
complicaciones graves por COVID-19 en comparacion con los individuos
normopeso (Geng et al., 2022). En consecuencia, la obesidad es la principal
causa de morbilidad, mortalidad y gasto sanitario (Tiwari y Balasundaram,
2023).

2.2 Epidemiologia mundial

La obesidad se ha convertido en uno de los mayores desafios de salud
global que enfrenta actualmente nuestra sociedad, comprendiendo lo que
actualmente se considera una “epidemia” de patologia no transmisible (Green
et al., 2020). Segun la OMS. a nivel mundial en el 2016, mas de 1900 millones
de adultos mayores de 18 afios tenian sobrepeso u obesidad. Es decir, el
39 % de la poblacién presentaba sobrepeso y el 13 % obesidad (mas de 650
millones) (OMS, 2021). Para el 2020, la prevalencia fue de 2, 600 millones de
personas (WorldObesity, 2023). La prevalencia mundial de la obesidad

aproximadamente se ha triplicado desde 1975 (Cunningham et al., 2021). Las



tasas de obesidad han aumentado en todas las edades y en ambos sexos,
independientemente de la localizacion geografica, el origen étnico o el nivel
socioecondmico (Chooi et al., 2019), aunque la prevalencia de la obesidad es
generalmente mayor en mujeres y en adultos mayores de 40 afos (Luli et al.,
2023).

2.3 Epidemiologia nacional

Segun la Encuesta Nacional de Salud (ENSANUT) en el 2018 a nivel
nacional, el porcentaje de adultos mayores de 20 afos que presentaron
sobrepeso u obesidad fue de 75.2 % (39.1 % sobrepeso y 36.1 % obesidad)
(Shamah-Levy et al.,, 2020). Para el 2021 la ENSANUT COVID-2019
menciona que la mayor prevalencia de sobrepeso se encontré en las
siguientes regiones: Estado de México (38.7 %), CDMX (37.8 %) y Pacifico-
Sur (37.8 %); mientras que la mayor prevalencia de obesidad se observé en
Frontera (43.7 %) y Pacifico-Norte (39.2 %), region a la que pertenece el
estado de Sinaloa (Shamah-Levy et al., 2022).

2.4 Diagnoéstico

El diagndstico de la obesidad se define utilizando limites del indice de
masa corporal (IMC) (Mehta et al., 2022). Ademas, apoyarse de otras
herramientas de evaluacion como el porcentaje de grasa corporal o visceral y
la circunferencia de la cintura/cadera (Ross et al., 2020; Xu et al., 2021b),
podra reflejar un panorama mas amplio del riesgo para la salud (Dhurandhar,
2022; Khanna et al., 2022b).

2.4.1 indice de masa corporal

El IMC es una medida de grasa corporal basada en la altura y el peso
(Mestre et al., 2023) y se define como la masa corporal (en kilogramos) dividida
por el cuadrado de la altura corporal (en metros) y expresada en unidades de
kg/m? (NHLBI, 2022). Este indice es utilizado en adultos, para clasificarlos

dentro de un rango numérico (Mestre et al., 2023), en términos generales, en



las categorias de bajo peso, peso normal, sobrepeso y tres grados de
obesidad (Khanna et al., 2022b). El IMC de un individuo es importante para
determinar posibles problemas de salud futuros y se ha utilizado ampliamente
como factor en la determinacion de diversas politicas de salud publica (Zierle-
Ghosh y Jan, 2023).

2.5 Etiologia y fisiopatologia

La obesidad presenta una etiologia multifactorial que incluye influencias
genéticas, ambientales, socioecondmicas, conductuales o psicologicas y
disbiosis intestinal (Figura 1) (Aoun et al., 2020; Jukaku y Williams, 2021;
Perreault y Rosenbaum, 2020).

Dentro de la fisiopatologia de la obesidad (Figura 1), la dieta juega un
papel importante, debido a que un dieta alta en grasas produce una
acumulacion de lipidos en el tejido adiposo subcutaneo y visceral (Israel et al.,
2022). Debido a estos estimulos en el tejido adiposo, los adipocitos aumentan
de tamafio al hipertrofiarse (Kumar et al., 2021), cuando la célula se satura con
triglicéridos, ocurre la hiperplasia (Golden, 2020). Mas células significan mas
capacidad de almacenamiento de lipidos (Dufau et al., 2021). Cuanto mas se
presentan estos cambios en el adipocito, aumentan las respuestas
inflamatorias locales y sistémicas (Golden, 2020). Se produce un exceso de
citocinas proinflamatorias (Aghili et al., 2021), moléculas de adhesion
endotelial, mediadores proaterogénicos y quimiotacticos como: factor de
necrosis tumoral alfa, interleucina 6, interleucina 1 beta, inhibidor del activador
del plasmindgeno tipo 1, progranulina, quemerina, proteinas quimioatrayente
de monocitos-1 (MCP-1), entro otros (Lu et al., 2021; Pugliese et al., 2022).
Las MCP-1 secretada por los adipocitos, reclutan monocitos de la sangre
periférica al tejido adiposo, donde se diferencian en macréfagos (Li et al.,
2020) e interactuan con los adipocitos de forma paracrina (Dufau et al., 2021).
Esta interaccion establece una espiral viciosa en el tejido adiposo obeso y

recluta persistentemente mas y mas macréfagos de la circulacion (Yao et al.,



2022). En personas normopeso los macrofagos constituyendo entre el 5 al
10 % del numero de células del tejido adiposo. Mientras que en personas que
presentan obesidad se encuentra entre el 40 al 50 %, dependiendo del grado
de obesidad (Khanna et al., 2022a). Hay dos tipos de macréfagos fenotipicos

descritos que se han relacionado con la obesidad (Cai et al., 2022):

e M1 (activado clasicamente) tiene accion proinflamatoria (Liang et al.,
2022). Se encuentra principalmente en el tejido adiposo de personas
con obesidad. Este cambio se debe a que hay una transformacion del
fenotipo M2 al M1 (Lu et al., 2021).

e M2 (activado alternativamente) actua como antiinflamatorio. Se
encuentra en el tejido adiposo de personas normopeso (Wang et al.,
2021).
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2.6 Microbiota intestinal

Algunos factores relacionados con la microbiota intestinal, pueden
predisponer al desarrollo de la obesidad (Gruneck et al., 2020). La microbiota
se define dentro de un marco ecolégico como un conjunto colectivo de
microorganismos comensales, simbidticos y potencialmente patégenos que
existen en un espacio corporal especifico u otro entorno ambiental (Berg et al.,
2020; Diaz-Diaz et al., 2022). En el cuerpo humano, el tracto gastrointestinal
es donde se presenta una mayor abundancia de microorganismos (Hou et al.,
2022), especificamente en el intestino grueso o también conocido como colon
(Gurung et al., 2020), debido a que en este 6rgano se presentan las
condiciones idoneas para la proliferacion, como el pH, temperatura,
anaerobiosis, riqueza de nutrimentos y baja actividad enzimatica (Anders et
al., 2021; Dieterich et al., 2018).

La microbiota intestinal de cada persona es unica (Senchukova, 2023),
la diversidad de la microbiota aumenta en el tiempo entre la nifiez y la edad
adulta, disminuyendo en edades mas avanzadas (mas de 70 anos) (Hou et al.,
2022). Esta caracteristica también se puede ver influenciada por la edad de
gestacion, el tipo de parto, las técnicas de lactancia, la duracion del destete y
el estilo de vida (Arslan et al., 2022). De manera general, la microbiota esta
compuesta por bacterias, arqueas, hongos, protozoarios y virus, denominados
colectivamente como microbiota intestinal (AlAssal et al., 2018) (Cani y Van
Hul, 2020). La microbiota intestinal alberga mas de 100 millones de
microrganismos y 150 veces mas genes que el genoma humano (Asadi et al.,
2022; Gomes et al., 2018).

Las bacterias representan el 90 % de la microbiota intestinal (Arslan et
al., 2022), siendo la mayoria de metabolismo anaerobico (Noor et al., 2023).
Los filos mas abundantes en la microbiota intestinal son: Firmicutes,

Bacteroidetes, Actinomycetes, Fusobacteria, Verrucomicrobia y Proteobacteria



(Gill et al., 2022; Liu et al.,, 2021), entre los cuales dominan en un 90 %

Firmicutes y Bacteroidetes (Moran-Ramos et al., 2022).

2.6.1 Funciones de la microbiota intestinal

La microbiota intestinal puede responder dinamicamente a una gran
variedad de senales fisioldgicas internas y externas (Sarmiento-Andrade et al.,
2022). Ademas, juega un papel crucial en el mantenimiento del equilibrio del
organismo (Valdes et al., 2018), contribuyendo activamente a la regulacion de
la digestion, la absorcion de energia, la generacion de metabolitos, la sintesis
de vitaminas esenciales, la defensa contra microorganismos daninos y la
modulacién del sistema inmunoldgico (AlAssal et al., 2018; Liu et al., 2021).
Estos efectos se extienden mas alla del tracto gastrointestinal, mediando una
variedad de comunicaciones criticas entre el intestino, el sistema nervioso
entérico y el cerebro (Green et al., 2020), influyendo asi en el peso corporal
al modular el metabolismo, el apetito, el metabolismo de los acidos biliares,

actividad hormonal e inflamacion (Van Hul y Cani, 2023).

Una microbiota intestinal sana suele ser muy diversa (Manor et al.,
2020) por el contrario, la relativa falta de diversidad en la microbiota intestinal

conduce a enfermedades metabdlicas como la obesidad (Liu et al., 2021).

2.6.2 Microbiota intestinal de personas con obesidad

Los microorganismos que residen en el tracto gastrointestinal se han
relacionado con diversas condiciones de salud y la aparicién de enfermedades
(Gruneck et al., 2020). Los casos elevados de sobrepeso y obesidad son cada
vez mas prevalentes en la poblacion (Kanter Coronel, 2021) y
especificamente en edades mas jévenes (Lister et al., 2023), incluidos casos
de obesidad gestacional, que pueden estar influenciados por la microbiota

intestinal (Sarmiento-Andrade et al., 2022).

Aunque aun no se comprende completamente la composicion

taxonomica exacta que caracteriza una microbiota intestinal "saludable"



(Green et al., 2020), la abundancia y diversidad de los microorganismos son
fundamentales en su impacto sobre la obesidad (Cunningham et al., 2021; Kim
et al.,, 2019). Las investigaciones sugieren que estos elementos estan
disminuidos en personas con obesidad en comparacion con aquellas con
normopeso (Liu et al., 2021). Ademas, los individuos con obesidad a menudo
presentan una proporcion elevada del filo Firmicutes y una proporcién
disminuida de Bacteroidetes (Crovesy et al., 2020). Es importante destacar
que la composicion de la microbiota intestinal varia segun el grado de obesidad
(Geng et al., 2022).

Ciertos microorganismos, como Enterobacter cloacae, tienen la
capacidad de producir continuamente sustancias que estimulan una respuesta
inmunoldgica (Noor et al., 2023), debido a que se presenta un aumento de la
permeabilidad intestinal, permitiendo que estas sustancias entren en el
torrente sanguineo (Muscogiuri et al., 2019). Ademas, se produce una
disminucion en la produccion de acidos grasos de cadena corta (You et al.,
2022), lo que en conjunto influye a que se presente inflamacion crénica de bajo

grado y por lo tanto problemas metabdlicos (Guo et al., 2022).

2.7 Enterobacter cloacae

Enterobacter cloacae es un bacilo, Gram negativo y anaerobio
facultativo que pertenece a la familia de enterobacterias y al filo
Proteobacterias (Hu et al., 2022). Esta ampliamente dispersa en el medio
ambiente (agua y suelo) (Cao et al., 2020) y su reservorio endogeno mas

comun es el tracto gastrointestinal humano (Davin-Regli et al., 2019).

Entre las mas de veinte especies del género, Enterobacter cloacae
destaca como el agente causal mas frecuente de enfermedades humanas
(Laupland et al., 2023) y es conocido como un patdégeno oportunista (Merhi et
al., 2023).
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Esta bacteria posee potencial de resistencia a multiples farmacos,
atribuido a la B-lactamasa AmpC inducida cromosdmicamente (Bennett et al.,
2023) y a la adquisicion de multiples elementos genéticos modviles que
contienen determinantes de resistencia (Hu et al., 2022). Se ha identificado
que estos elementos moviles codifican a dos sistemas de secrecion
funcionales de tipo VI (T6SS), denominados T6SS-1 y T6SS-2 (Soria-Bustos
et al., 2020). Estos sistemas son una nanomaquinaria de perforacién molecular
(Flaugnatti et al., 2021), permitiendo a las bacterias Gram negativas inhibir el
crecimiento bacteriano, manipular las células huésped y absorber nutrientes
(Unni et al.,, 2022). Depende de sistemas secretores funcionales, que
translocan y secretan varias proteinas efectoras hacia el ambiente extracelular
(Soria-Bustos et al., 2020).

El T6SS del filo Proteobacteria estd compuesto por al menos 13
subunidades centrales, necesarias para su ensamblaje y funcion (Serapio-
Palacios et al., 2022), que probablemente confiere distintas ventajas a las
cepas de Enterobacter cloacae en interacciones competitivas con otras
bacterias, facilitando su supervivencia en diversos nichos ecoldgicos (Mustafa
et al., 2020). Ademas, presenta mecanismos patogénicos que estan
relacionados con diversos factores de virulencia, incluidas fimbrias,

sideroforos, formacion de biopelicula y liberacion de LPS (Yu et al., 2023).

2.7.1 Lipopolisacaridos

Las bacterias Gram negativas presentan una estructura de doble
membrana (Tang et al., 2021), donde tanto la lamina interna como la externa
de la membrana interna estan formadas por fosfolipidos (Breijyeh et al., 2020).
El espacio periplasmico, situado entre la membrana interna y externa, alberga
una capa delgada de peptidoglicano (Tang et al., 2021). La capa mas externa

esta compuesta por LPS (Figura 2) (Clairfeuille et al., 2020).
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Los LPS desempefian un papel fundamental en la proteccion contra
factores de estrés ambiental (Mazgaeen y Gurung, 2020), constituyen una
eficaz barrera de permeabilidad a los compuestos antimicrobianos y una
proteccion contra la lisis (Caroff y Novikov, 2020), ademas, participan en
procesos de patogénesis y regulan la simbiosis con el hospedero (Di Lorenzo
et al., 2022). Durante la division celular, estos compuestos se desprenden y se

liberan al medio circundante (Gorman y Golovanov, 2022).
2.7.1.1 Estructura

Los LPS poseen una estructura arquitectonica que esta conformada por

tres partes (Figura 2):

1.- El lipido A actua como un glicofosfolipido que ancla las moléculas de
LPS a la membrana externa (Mazgaeen y Gurung, 2020). Este anclaje se debe
a interacciones hidrofébicas con las cadenas acilo de los fosfolipidos que

constituyen la capa interna de la membrana (Caroff y Novikov, 2019).

2.- El nucleo se divide en componentes internos y externos. El primero
estd compuesto por acido 3-desoxi-d-mano-octulosoénico y el segundo por

residuos de I-glicero-d-mano (Gorman y Golovanov, 2022).

3.- El antigeno de cadena O es un polisacarido, que consta de un
numero variable de unidades de oligosacaridos repetidas (1 a 10 residuos)
(Jansson, 2020) . Se encuentra adherido al nucleo externo, por lo tanto, esta
expuesto a los factores ambientales. La clasificacion de un LPS como liso o
rugoso esta determinada por la presencia o ausencia de esta estructura (Caroff
y Novikov, 2019). El intercambio genético a través de la transferencia
horizontal de genes puede reemplazar un serotipo de antigeno O por otro,
involucrando parte o la totalidad del locus biosintético (Bertani y Ruiz, 2018).
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2.7.1.2 Mecanismo de accion

Estudios en humanos han mostrado la presencia de niveles elevados
de LPS en individuos con obesidad (Hegazy et al., 2020), por ello la
endotoxemia metabdlica se ha sugerido como un mecanismo potencial para
dilucidar la correlacién significativa entre la obesidad y la inflamacion (Jobe et
al., 2022).

Las personas con obesidad por lo general llevan una dieta rica en
grasas (Spinelli y Monteleone, 2021), lo que influye en un aumento de la
permeabilidad intestinal (Du et al.,, 2022). Ademas, los LPS alteran las
proteinas de unién estrecha del epitelio intestinal (Song et al., 2023), lo que
permite el transporte desde la luz del tracto gastrointestinal al torrente
sanguineo (Loeser et al., 2022). Ahi, los LPS se unen a la proteina de union al
lipopolisacarido, que posteriormente cataliza la transferencia de los LPS al
receptor CD14, presente en la membrana de células inmunitarias (Taghizad y
Kazerani, 2021). EI CD14 lo transfiere al MD2 (una proteina no anclada), que
interactua con el receptor tipo Toll-4 (Liu et al., 2021). De tal forma que, los
LPS se unen al complejo receptor CD14/TLR4/MD2 (Farhana y Khan, 2023),
presente en muchos tipos de células inmunitarias como: células dendriticas,
monocitos, macréfagos y linfocitos B, las cuales reconocen una variedad de
estimulos (Mansour et al.,, 2021; Mohammad y Thiemermann, 2021). Este
mecanismo se presenta en el tejido adiposo, el musculo esquelético y el
higado (Li et al., 2019).

La respuesta posterior depende del tipo de célula a la que estan unidos
los LPS (Farhana y Khan, 2023). De manera general se producen numerosas
citocinas proinflamatorias (Mohammad y Thiemermann, 2021) y por lo tanto
inflamacion cronica de bajo grado (Du et al., 2022). Estas citocinas pueden
actuar sobre los adipocitos y estimularlos para que secreten mas citocinas y
quimiocinas de forma autocrina y paracrina (Cheng et al.,, 2022b). La

endotoxemia metabdlica también aumenta la hiperplasia de los adipocitos en
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el tejido adiposo en una via dependiente de CD14 (Gomes et al., 2018). Estas
vias inflamatorias contribuyen al desarrollo de resistencia a la insulina
mediante la alteracion de la sefalizacion del receptor de insulina (Figura 3)
(Song et al., 2023).
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2.8 Terapia de la obesidad

Cada vez mas personas intentan perder peso y mas del 40 % a nivel
mundial se encuentra en busqueda de estrategias (AbdelMassih et al., 2023),
que van desde la moderacion de la dieta y el ejercicio hasta procedimientos
mas invasivos (Gossmann et al., 2021). El control y la pérdida de peso son
objetivos fundamentales en el tratamiento del sobrepeso y la obesidad
(Perdomo et al., 2023). Para lograrlo, son necesarios ajustes en los
componentes de la dieta y una reduccion en la ingesta calérica (Cornier,
2022). Sin embargo, también se requiere un tratamiento multidisciplinario que

varia segun la fase de la enfermedad (Bischoff y Schweinlin, 2020).

Enfocandonos en la microbiota intestinal, es crucial identificar
moduladores de la disbiosis intestinal que se presenta en la obesidad (Dixit et
al., 2021). Este conocimiento ofrece un nuevo enfoque para el tratamiento de
las alteraciones metabdlicas (Sarmiento-Andrade et al., 2022), debido a que
estas bioterapias crean un ambiente intestinal saludable al equilibrar las

poblaciones bacterianas y promueven una accion metabdlica favorable.

2.8.1 Dieta

La dieta es el principal factor que influye en la composicion de la
microbiota intestinal (Geng et al., 2022), es decir, de acuerdo con la variaciéon
en los componentes de la dieta se definen los tipos de microorganismos que

la componen (Gruneck et al., 2020).

2.8.2 Probiodticos

Los probidticos implican la entrega directa de células bacterianas vivas
al huésped, ya sea en forma de encapsulacion artificial o productos
alimenticios fermentados (Stavropoulou y Bezirtzoglou, 2020). Estos
microorganismos producen bacteriocinas, los cuales son péptidos
antimicrobianos que inhiben o eliminan a bacterias patdégenas en el intestino y

cambian la composicién de la microbiota intestinal (Anjana y Tiwari, 2022).
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2.8.3 Prebioticos

Los prebidticos dietéticos generalmente se han clasificado como fibra
que pasa sin digerir a través del tracto gastrointestinal y estimula el crecimiento
de microorganismos benéficos (Kim et al., 2019). Entre las ventajas de los
prebidticos se encuentran la promocion de la absorcion de iones vy
oligoelementos como el calcio, hierro y magnesio y la regulacion del sistema
inmunoldgico (Kim et al., 2019). Ademas, al modular el pH intestinal, crean un

entorno bactericida para supuestos enteropatégenos (Green et al., 2020).

2.8.4 Trasplante de microbiota fecal

Estos procedimientos implican la transferencia de materia fecal de
donantes sanos a pacientes obesos (Gruneck et al., 2020). Se emplean varios
meétodos de administracion, como: via oral con encapsulados y via rectal
mediante colonoscopia (Gill et al.,, 2022). Se ha demostrado que reduce
transitoriamente la resistencia a la insulina periférica (Wang et al., 2020), entre
otros parametros metabodlicos como: colesterol total, hemoglobina glucosilada

y glucosa plasmatica (Yu et al., 2020).

2.8.5 Bacterioéfagos

No todos los virus son patdgenos para las células humanas (Nikolich y
Filippov, 2020b). Existe una categoria de virus, conocidos como bacteriéfagos
que infectan y parasitan unicamente a las bacterias (huéspedes naturales)
(Brives y Pourraz, 2020), por lo que se les considera reguladores en las
poblaciones bacterianas (Reina y Reina, 2018). Estos virus tienen como
caracteristica el ser muy especificos con respecto a sus huéspedes y por lo
general, solo infectan una Unica especie bacteriana o incluso cepas
especificas dentro de una especie (Simmonds y Aiewsakun, 2018a) y de esta
forma preservan las bacterias comensales o mutualistas que componen la
microbiota, cuyo papel en la salud humana apenas estamos empezando a

comprender (Brives y Pourraz, 2020). Ademas, se les atribuye el prevenir la
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formacion de biopeliculas, las cuales son comunidades de microorganismos
infiltrados en una matriz de exopolisacaridos y adheridos a un sustrato inerte
o tejido vivo. Estas biopeliculas estan conformadas principalmente por
bacterias (Chegini et al., 2021; Moreno et al., 2022).

Los bacteriéfagos estan propagados en el medio ambiente y son
reconocidos como el agente biolégico mas abundante en la tierra. Son
diversos en tamano, morfologia y organizacion gendmica (Kasman LM, 2023),
se pueden clasificar de acuerdo a su tipo de material genético, estructura
(Figura 4), ciclo de vida (litico o lisogénico) y hospedero bacteriano (Nir-Paz
y Kuijper, 2023). Se han utilizado ampliamente en biotecnologia y su estudio
ha aportado conceptos fundamentales en biologia molecular Mehmood Khan
et al. (2023). Desde un punto de vista clinico, los bacteriéfagos parecen ser
inocuos para los humanos y se presenta una larga historia de su uso como
agentes terapéuticos en la presencia de enfermedades (Sulakvelidze et al.,
2001).
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2.9 Fagoterapia

Los bacteriéfagos fueron descubiertos en 1917, siendo una perspectiva
prometedora en la salud humana (Reina y Reina, 2018). Es decir, la terapia
con bacteriéfagos o fagoterapia se propuso hace mas de 100 afios, antes del
descubrimiento de los antibiéticos por Fleming en 1928 (Forti et al., 2018), tras
una expansion mundial y el éxito de los antibidticos, el uso de la fagoterapia
decayo (Forti et al., 2018). Sin embargo, a medida que la resistencia a los
antibidticos ha aumentado en los ultimos anos, el interés en los bacteriéfagos
ha vuelto, particularmente después de una serie de tratamientos que pudieron

disminuir a cepas severamente resistentes a los antibioticos (Mertz, 2022).

Actualmente la fagoterapia es una estrategia prometedora respaldada
por hallazgos de los tratamientos exitosos recientes en Europa y Estados
Unidos (Forti et al., 2018). La seleccion, preparacion y administracion de
bacteriéfagos, suele ser compleja para el desarrollo de una terapia (van der
Meer y Vandenbroucke-Grauls, 2018). Para sus aplicaciones, se prefieren que
los bacteriofagos sean de la clase Caudoviricetes, estos son los virus mas

abundantes en la naturaleza (Mehmood Khan et al., 2023).

La fagoterapia se puede dividir en dos categorias: terapia monofagica y
polifagica (Chegini et al., 2021). Se seleccionan bacteriéfagos individuales o
se combinan dos o mas para la formulacién de cocteles que suelen tener una
respuesta mas eficaz para interferir en infecciones bacterianas (Nikolich y
Filippov, 2020a). El uso de estas mezclas va dirigida a varios receptores,
disminuyendo la probabilidad de la aparicion de mutantes bacterianos
resistentes a fagos (Pinto et al., 2020). Las pautas por seguir en el desarrollo
terapéutico se describen en la Figura 5 (Nikolich y Filippov, 2020a).
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Figura 5. Pautas por seguir en el desarrollo terapéutico de la fagoterapia.
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Factores adversos como la temperatura, la salinidad, el pH, la luz
ultravioleta y las condiciones gastrointestinales afectan la viabilidad y el

almacenamiento de los bacteriofagos almacenados (Ramirez et al., 2018).

La superacion de las variaciones fenotipicas se puede resolver
combinando diferentes bacteriéfagos en un coctel (Yang et al., 2020). Este
enfoque permite una gama mas amplia de preparaciones especificas de cepas
y disminuye la aparicion de mutantes bacterianos resistentes. Ademas,
conduce a una reduccion mas rapida del numero de bacterias en comparacion

con la de las preparaciones de bacteriéfagos individuales (Pinto et al., 2020)

2.9.1 Ciclo de vida

Los bacteriéfagos abarcan dos estados principales: un estado litico
(virulento), caracterizado por la produccién de viriones que lisan al huésped
(Venturini et al., 2022) o un estado lisogénico (templado) en el que sélo se
replica el acido nucleico del bacteriéfago pero no se forman nuevos viriones
(Nir-Paz y Kuijper, 2023).

Como primer paso en el proceso de infeccidn, los bacteriéfagos como
los demas virus se uniran a un receptor de la célula hospedero. Se conocen

dos posibles ciclos bioldgicos de los fagos: A) litico y B) lisogénico (Figura 6).

A) En un ciclo de replicacion litica, un bacteriéfago entrega su material
genético al citoplasma del huésped y aprovecha los ribosomas para producir
sus propias proteinas. Los recursos de la célula huésped se reutilizan
rapidamente para fabricar genomas virales y proteinas de la capside, que
luego se combinan para formar numerosos duplicados del bacteriéfago inicial.
A medida que la célula huésped sucumbe, sufre una sintesis activa o pasiva,
liberando los bacteriéfagos recién formados para iniciar la infeccion en otra

célula huésped.

B) En el ciclo de replicacion lisogénica, el bacteriéfago entrega su
material genético al citoplasma de la célula huésped. Sin embargo, en este
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escenario, el genoma del bacteriéfago sufre uno de dos destinos: o se integra
en el cromosoma de la célula bacteriana o permanece como un elemento
episomal. En ambos casos, el genoma del bacteriéfago se duplica y se
transmite a la descendencia de la célula bacteriana sin provocar su
desaparicion. Estos genomas de bacteriéfagos integrados se denominan
profagos y las bacterias que los albergan se denominan liségenos (Kasman
LM, 2023; Reina y Reina, 2018).

En el contexto del uso terapéutico sélo son relevantes los bacteriéfagos

virulentos, es decir, los que solo realicen ciclos liticos (Brives y Pourraz, 2020).
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2.9.2 Aislamiento

Los bacteriéfagos terapéuticos candidatos deben ser del medio
ambiente (no manipulados genéticamente) y pueden aislarse de diversos
entornos, como agua de rio, aguas residuales, suelo o rizosferas, asi como de
muestras clinicas, incluidas muestras de pacientes (pus, orina, heces y fluidos
corporales) (Merabishvili et al., 2018). Como regla general para el aislamiento
y seleccion de nuevos bacteriofagos, se deben utilizar al menos 10 a 15 cepas
bacterianas, que se diferencian por diversas caracteristicas (Merabishvili et al.,
2018).

Una estrategia es aislar el agente causante de la infeccion bacteriana y
posteriormente identificar in vitro uno o mas bacteriéfagos que lisan a esa(s)
cepa(s) (Forti et al., 2018). Los bacteriofagos se aislan principalmente
mediante métodos basados en cultivos, que tienen algunas limitaciones vy
pueden favorecer con propiedades de infeccidn especificas, como un periodo
de latencia corto, una temperatura o pH Optimos particulares para la

replicacion (Unterer et al., 2023).

2.9.3 Actividad biolégica

La terapia con bacteri6fagos emerge como una atractiva estrategia
antibacteriana que emplea a estos virus para inhibir o eliminar bacterias
perjudiciales (Du et al., 2023). Estos bacteriéfagos muestran una notable
capacidad bacteriolitica al incrementar su autorreproduccién, manteniendo

cambios minimos en la microbiota natural (Ling et al., 2022).

2.9.3.1 Rango de hospederos

La actividad biolégica del bacteriéfago se puede evaluar con el rango
de hospederos, que por definicidon es un repertorio de especies y cepas
bacterianas que pueden favorecer la multiplicacién de un virus determinado
(Letarov y Kulikov, 2018). Idealmente, los bacteriéfagos terapéuticos

candidatos deberian tener la gama de huéspedes mas amplia posible contra

26



las especies o cepas de bacterias objetivo. Este umbral variable que depende
de la estructura y especie bacteriana (Merabishvili et al., 2018), permitira el
reconocimiento de los bacteriofagos a los receptores de la superficie de las
células bacterianas; como receptores primarios en Gram positivas
encontramos exopolisacarido, peptidoglicano o acidos teicoicos y en diana

Gram negativa LPS principalmente (Nir-Paz y Kuijper, 2023).

Los cocteles de bacteriofagos en particular presentan una opcion viable
para ampliar la gama de hospederos, limitando la aparicion de resistencia
bacteriana y manteniendo al mismo tiempo la actividad litica (Kering et al.,
2019). En particular, la prueba spot brinda informacion sobre la biologia de la
interaccidn bacteriofago-huésped, permitiendo observar los efectos de las

entidades biolégicas de interés (Letarov y Kulikov, 2018).

2.9.3.2 Multiplicidad de infeccion

La multiplicidad de infecciéon (MOI) representa la relacién entre el
numero de particulas virales y el numero de células hospederas en un medio
de infeccion determinado. Un valor de MOI de 1 implica que, en promedio, hay
una unica célula hospedera para una sola particula de bacteriéfago (Sinha et
al., 2018). En particular, se necesitan menos dosis de bacteridfagos porque la
cantidad de bacteriéfagos aumenta en el sitio de la infecciéon debido a su
proliferacion en el hospedero bacteriano (Mehmood Khan et al., 2023). El
emparejamiento altamente especifico virus-hospedero es fundamental para la
dinamica de la poblacion microbiana y esta profundamente conectado con las

condiciones ambientales y los nichos ecolégicos (Venturini et al., 2022).

La eficacia de la terapia con bacteriéfagos depende en gran medida de
la dosis utilizada, la relacién entre las concentraciones de bacteriéfagos y
bacterias o la multiplicidad de la infeccion, en el sitio objetivo (Yan et al., 2021).
En términos practicos, en lugar de esforzarnos por lograr una MOI especifica

27



en nuestra dosificacion, el enfoque deberia de estar en mantener las

densidades de bacteriéfagos (Dgbrowska y Abedon, 2019).

2.9.4 Genoma

Para impedir cualquier tipo de intercambio genético, los bacteriéfagos
terapéuticos deben ser estrictamente liticos no transductores. Sus genomas
no deberian codificar ningun gen que confiera lisogenia como integrasas,
transposasas o represores. La capacidad de transduccién generalizada en
bacteri6fagos liticos depende de la organizacién del empaquetado del Acido
desoxirribonucleico (ADN) (Chegini et al., 2021). Debido a que los
bacteriéfagos en estado lisogénico pueden transmitir genes de resistencia a

los antibioticos a su hospedero (Mehmood Khan et al., 2023).

2.9.5 Evaluacion de la eficacia terapéutica

La comprensién del efecto utilizando modelos ayuda enormemente a
desarrollar sistemas de administracién con caracteristicas 6ptimas (Berryhill et
al., 2021). Se utilizan varias técnicas y modelos para detectar y predecir su
efecto en diferentes etapas de desarrollo, incluidas metodologias in silico, in

vitro, ex vivo e in vivo (Xu et al., 2021a).

2.10 Sistema Intestinal Automatico y Robético

Este modelo ex vivo del tracto gastrointestinal consta de cinco
biorreactores, que actuan como sistemas modelo que permiten recrear y
controlar el microambiente celular general (Ahmed et al., 2019). Ademas,
contribuyen a establecer nuevos objetivos terapéuticos (Selden y Fuller, 2018)
y probar nuevos tratamientos potenciales en un entorno mas realista que el

cultivo convencional in vitro (Brives y Pourraz, 2020).

Estos biorreactores simulan secuencialmente el estomago, intestino
delgado y las 3 regiones del intestino grueso (Figura 7) (Garcia-Gamboa et

al., 2020), lugar donde se inocula la microbiota intestinal humana,
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reproduciendo las condiciones fisioldgicas de los sujetos objetivo. Se respetan
los parametros relevantes in vivo como la morfologia del tracto gastrointestinal,
tiempos de residencia, rangos de secreciéon y composicion de los jugos
digestivos y biliares, perfiles de pH y composicion de microbiota, entre otros.
Estos parametros pueden variar entre individuos adultos y jévenes, asi como

en personas con padecimientos metabalicos.
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Figura 7. Representacion esquematica del simulador del tracto gastrointestinal humano (ARIS). ARIS: Automatic Robotic Intestinal System;
Reactor 1: estdmago; Reactor 2: intestino delgado; Los reactores 3, 4 y 5 representan el colon ascendente (CA), colon transverso (CT) y
colon descendente (CD), respectivamente.
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Cada seccidon del tracto gastrointestinal contiene diferentes
composiciones y cantidades de bacterias por gramo de contenido (Geng et al.,
2022). La cantidad de bacterias aumenta desde la porcion proximal a la distal.
En particular, el intestino grueso contiene mas del 70 % de todos los
microorganismos del cuerpo (Gomes et al., 2018). Para conocer la modulacién
producida por el compuesto a evaluar en la microbiota intestinal de un modelo
ex vivo, es necesario utilizar técnicas de secuenciacion del ADN bacteriano
(AlAssal et al., 2018).

2.11 Gen ARNr 16s

Los cambios informados a nivel de filo no capturan completamente los
cambios de composicion en la microbiota intestinal asociados con la obesidad
(Gruneck et al., 2020). Por lo tanto, es necesario identificar las bacterias clave
en niveles taxonémicos inferiores como: familia, género y especie (Wang et
al., 2023). Actualmente, técnicas avanzadas de secuenciacién del ADN
bacteriano y herramientas bioinformaticas han contribuido a identificar
comunidades bacterianas en diversos érdenes (AlAssal et al., 2018). La
secuenciacion ha demostrado que el mayor porcentaje de la diversidad
microbiana en un ecosistema sigue siendo incultivable o aun no cultivable
(Kamble et al., 2020). Esto ha llevado a un numero increible de afirmaciones
de causalidad relacionadas con la microbiota en la aparicidén y el desarrollo de
enfermedades Cani y Van Hul (2020).

El gen acido ribonucleico ribosomal (ARNr) 16s de 1500 pb (pares de
bases) comprende nueve regiones variables, que van de la V1 a la V9,
intercaladas a lo largo de la secuencia altamente conservada (Johnson et al.,
2019). Para la identificacion bacteriana, el gen ARNr 16s se amplifica primero
mediante reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores que se
hibridan con regiones conservadas y luego se secuencia. Los datos de

secuenciacion se someten a analisis bioinformaticos en los que las regiones
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variables se utilizan para discriminar entre taxones bacterianos (Matsuo et al.,
2021).

Entender los diversos enfoques para describir la composicion y la
diversidad, asi como documentar sus efectos en la salud y el equilibrio de los
ecosistemas, es crucial en el ambito de la ecologia (Willis, 2019). La
abundancia relativa en la secuenciacion de bacterias ofrece una vision de la
estructura y composicién de la comunidad bacteriana en el area bajo estudio
(Kalnina et al., 2023). En cuanto a la diversidad alfa, esta refleja la cantidad
observada (numero de taxones) y la uniformidad (abundancia relativa de
dichos taxones) en una muestra promedio dentro de un tipo especifico de
habitat (Walters y Martiny, 2020). Para interpretarla, se aplican indices de
diversidad como Chao1, Shannon o Simpson. Por otro lado, la diversidad beta
mide la variabilidad en la composicion de la comunidad (identidad de los
taxones observados) entre diferentes muestras dentro del mismo habitat
(Marathe et al., 2021). En el analisis de diversidad beta, se emplean diversos
indices como Jaccard, Bray-Curtis, Morisita-Horn y Sorenson, lo que resulta
en la generacion de una matriz de distancias, a partir de la cual se realiza la

interpretacion de los datos (Chakraborty et al., 2022).
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3. HIPOTESIS

El coctel de bacteriéfagos disminuira la abundancia relativa de
Enterobacter cloacae, en la microbiota intestinal estandarizada de personas

con obesidad.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de un coctel de bacteriéfagos contra Enterobacter
cloacae en la microbiota intestinal estandarizada de personas con obesidad

utilizando un modelo ex vivo.

4.2 Objetivos especificos

1. Formular un coctel de bacteriéfagos con actividad litica contra
Enterobacter cloacae.
2. Evaluar la composicion bacteriana de la microbiota intestinal

estandarizada de donantes con obesidad.

3. Evaluar el efecto de un coctel de bacteriéfagos en la composicion

de la microbiota intestinal estandarizada, en un modelo ex vivo.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Tipo de estudio

Es un estudio experimental, prospectivo con enfoque longitudinal.

5.2 Diseio del estudio

En este estudio, se implementé un enfoque que involucra la utilizacion
de un coctel de bacteridofagos como tratamiento. La formulacion de este coctel
se baso en un andlisis exhaustivo de su genoma, con el objetivo primordial de
confirmar su caracter estrictamente litico y asegurarse de que no presentaran
genes vinculados a virulencia o resistencia a antibidticos. Ademas, se procedio
a la evaluacion de su actividad biolégica, comprendiendo su rango de
hospederos y la cinética de lisis en relacién con su bacteria hospedera, en este
caso Enterobacter cloacae. La evaluacion del potencial litico de este coctel se
llevd a cabo a través de pruebas especificas que confrontaron bacterias
asociadas con la obesidad, en un escenario que simula la microbiota intestinal
en un modelo ex vivo (Figura 8). Los bacteriéfagos utilizados para la
formulacién del coctel fueron aislados y caracterizados en el Laboratorio
Nacional para la Investigacion en Inocuidad Alimentaria (LANIIA), en el Centro
de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo (CIAD), unidad Culiacan,

Sinaloa.
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Los experimentos ex vivo se realizaron utilizando un indculo fecal, el
cual fue proporcionado por la Dra. Marisela Gonzalez Avila, encargada del
laboratorio ex vivo, del departamento de biotecnologia médica y farmacéutica
del Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de
Jalisco (CIATEJ), unidad Guadalajara. Este inoculo fecal se originé a partir de
muestras fecales obtenidas de 32 voluntarios, compuesto por 13 hombres y
19 mujeres con edades que oscilaron entre 22 y 64 afios. Con el objetivo de
preservar la integridad de la microbiota original, se garantizé que ninguno de
los participantes tuviera historial de tratamiento antibiético durante los 6 meses
previos al estudio ni en el momento de la obtencién de la muestra. Se instruy6
a los participantes abstenerse de consumir alimentos fermentados durante la

semana previa a la recoleccion de la muestra.

La clasificacion de los participantes se llevo a cabo siguiendo los puntos
de corte propuestos por la OMS, con base en el indice de masa corporal (IMC)
de cada individuo (Tabla 1). Los resultados indicaron un IMC promedio de 32.6
+ 2.9 kg/m? para la poblaciéon estudiada, lo cual proporciona un contexto
relevante para la evaluacion de la microbiota intestinal y la interaccion con el

coctel de bacteriéfagos.
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Tabla 1. Clasificacion del IMC segun la OMS

Categoria Punto de corte (kg/m?)
Bajo peso <18.5

Normopeso 18.5-24.9

Sobrepeso 25-29.9

Obesidad de clase | 30 -34.9

Obesidad de clase I 35-39.9

Obesidad de clase I >40.0

Fuente: OMS (2021).
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El estudio se estructuré en torno a la evaluacion de 2 grupos, cada uno
abordado a través de un conjunto de tres biorreactores. Estos biorreactores
representaron el colon ascendente (CA), colon transverso (CT) y colon
descendente (CD), respectivamente. La experimentacion se enfocé en la
interaccion de la microbiota intestinal en cada una de las regiones del intestino
grueso, bajo condiciones especificas de tratamiento. Los grupos de estudio

definidos se describen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Grupos de estudio

Grupo Descripcion Abreviatura

1 MI nativa de personas con obesidad mas el MIN

coctel de bacteri6fagos

2 MI de personas con obesidad enriquecida MIE
con EC ATCC 13047 mas el coctel de
bacteriéfagos

MI: Microbiota intestinal; EC: Enterobacter cloacae; ATCC: American Type Culture Collection.
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5.3 Formulacion del coctel de bacteriéfagos

Se formuld un coctel de bacteriéfagos, compuesto por dos bacteridfagos
especificos, mediante la evaluacion de sus caracteristicas bioldgicas in vitro
de los bacteriofagos AS1, AS2, AS3A, AS3B, AS4, AS5, AS6, AS7 y ASS8.
Utilizamos de la American Type Culture Collection (ATCC), como cepa
hospedero a Enterobacter cloacae ATCC 13047. Posteriormente a los dos

bacteriéfagos elegidos, se llevo a cabo el analisis de su genoma.
5.3.1 Calculo del titulo viral

La titulacion de los bacteriofagos AS1, AS2, AS3A, AS3B, AS4, AS5,
AS6, AS7 y AS8 se llevé a cabo utilizando el método de doble capa de agar
(Pallavali et al., 2017) y se realizaron diluciones seriadas del bacteriéfago en
buffer SM. Se procedié a preparar placas con agar soya tripticaseina (TSA, por
sus siglas en inglés). Se llevaron a ebullicién tubos con 3 mL de agar suave
(TSAs; TSB + 0.4 % agarosa) a bafio Maria en un vaso de precipitado hasta
que se disolvieron todos los microcristales. Una vez que el tubo estaba a
temperatura ambiente se agregdé 1 mL de Enterobacter cloacae ATCC 13047
cultivada en caldo soya tripticaseina (TSB, por sus siglas en inglés) y 100 uL
de dilucién del bacteriofago, se homogenizé golpeando suavemente el tubo
con los dedos y se vertio en una caja de TSA y se homogeniz6 agitando de
manera circular la caja para que quede uniforme la distribucion. Se dejo secar
durante al menos 15 minutos a temperatura ambiente. Para su posterior
incubacion durante 24 horas a 37 °C. Para obtener el titulo viral se multiplico
el promedio de placas de lisis generadas por el reciproco de la dilucién entre
el volumen inoculado de bacteri6fagos. Los resultados fueron expresados en
unidades formadoras de placa por mililitro (UFP/mL). El experimento se realiz6

por triplicado.
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5.3.2 Rango de hospederos

El analisis del rango de hospederos se llevd a cabo mediante la
evaluacion de los bacteriofagos AS1, AS2, AS3A, AS3B, AS4, AS5, AS6, AS7
y AS8 por la metodologia descrita por Kutter (2009). Para este propésito, se
procedié a preparar placas Petri con 12 mL de TSA. Se llevaron a ebullicién
tubos con 3 mL de TSAs a bafio Maria en un vaso de precipitado hasta que se
disolvieron todos los microcristales. Una vez que el tubo estaba a temperatura
ambiente se agregdé 1 mL de bacteria previamente cultivada en TSB, se
homogenizé golpeando suavemente el tubo con los dedos, se vertié en una
caja de TSA y se homogeniz6 agitando de manera circular la caja para que
quede uniforme la distribucién. Se dej6 secar durante al menos 15 minutos a
temperatura ambiente y luego se colocaron 10 yL de cada uno de los
bacteriéfagos purificados sobre la capa de agar suave mediante goteo en su
respectivo cuadrante. Se dejaron secando las cajas a temperatura ambiente
para su posterior incubacion durante 24 horas a 37 °C. EIl experimento se
realizd por triplicado para cada una de las bacterias utilizadas del cepario (24
bacterias) del Laboratorio Nacional de Investigacion de Inocuidad Alimentaria
(LANIIA) (Tabla 3).
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Tabla 3. Cepario utilizado para la evaluacion del rango de hospederos

Especie Identificador
Enterobacter cloacae ATCC 13047
Acinectobacter baumannii ATCC 19606
Citrobacter braaaki ATCC 51113
Citrobacter freundii ATCC 8090
Enterococcus casseliflavus ATCC 700327
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9721
Enterobacter hormaechei ATCC 700323
Escherichia coli ATCC 8739
Escherichia coli ATCC 25922
Escherichia coli ATCC 35150
Klebsiella aerogenes ATCC 13048
Listeria innocua ATCC 33090
Listeria monocytogenes ATCC 19115
Salmonella Enteritidis ATCC 13076
Salmonella Typhimurium ATCC 14028
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Continuacién Tabla 3. Cepario utilizado para la evaluacion del rango de

hospederos
Especie Identificador
Shigella sonnei ATCC 25931
Shigella flexneri ATCC 12022
Stenotrophomonas maltophila ATCC 17666
Enterobacter cloacae MIC29
Staphylococcus saprophyticus BAA-750
Enterobacter cloacae EcC1

ATCC: American Type Culture Collection.
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5.3.3 Cinética de lisis de Enterobacter cloacae

Se evalué la actividad bacteriolitica de los bacteriéfagos mediante la

metodologia descrita previamente por (Nasr-Eldin et al., 2023a).

Para llevar a cabo este proceso, se incub6 una colonia de Enterobacter
cloacae ATCC 13047 en TSB durante 24 horas a 37 °C, se midi6 la densidad
optica de la bacteria en un NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Wilmington,
EE. UU)y se ajustd la concentracion a 1 x 10° unidades formadoras de colonia
por mililitro (UFC/mL) diluyéndolo en TSB. Los bacteriéfagos se ajustaron a
diferentes MOI que incluyeron valores de 10 (1 x 108 UFP/mL), 1 (1 x 10°
UFP/mL), 0.1 (1 x 10* UFP/mL) y 0.01 (1 x 103 UFP/mL), diluyéndolo en TSB.
Durante el experimento, se utilizé una placa de 96 pocillos, para cada uno de
los bacteridéfagos se utiliz6 1 pozo y se inocularon 180 uL de la MOI
correspondiente + 20 uL de bacteria, se establecio el grupo control negativo
(200 pL de TSB) y control positivo (180 uL de TSB + 20 uL de bacteria).

La incubacién se llevo a cabo a una temperatura de 37 °C con agitacion
orbital durante 5 segundos antes de cada lectura, se midi6 la densidad optica
(600 nm) del cultivo cada 15 minutos durante un periodo de 17 horas en un

Lector de microplaca multidetectores Synergy™ HTX Biotek.

Luego de obtener los resultados de rango de hospederos, titulo viral y
cinética de lisis de Enterobacter cloacae ATCC 13047 con cada bacteriéfago,
se procedid a la seleccion de aquellos que formarian parte de tres cocteles,
cada uno compuesto por dos bacteridfagos. Esta seleccion se baso en criterios
especificos derivados de los datos obtenidos. Se realiz6 una evaluacion
adicional de la cinética de lisis utilizando los cocteles previamente
seleccionados. Esta vez, se llevé a cabo con cada uno de los cocteles y se
incluyeron dos condiciones de MOI, una de 100 y otra de 0.001, para una

comprensidon mas exhaustiva de su efectividad.
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5.3.4 Extraccion y secuenciacion del ADN genémico de los bacteriéfagos

El ADN de los bacteriéfagos seleccionados se extrajo utilizando el
método de fenol-cloroformo, siguiendo el procedimiento descrito por
(Sambrook y Russell, 2006). Se inicio transfiriendo 1 mL de la suspension de
bacteriéfagos a un microtubo de 1.5 mL. Posteriormente, se trat6é la muestra
con 2 yLde Dnasa |l y Rnasa A, y se incubd a 37 °C durante 30 minutos. Luego,
se procedi6 con el tratamiento utilizando 40 pyL de EDTA (0.5 M), 2.5 pL de
proteinasa Ky 50 yL de SDS al 10 %. La mezcla resultante se invirtié para su
homogeneizacion y se incubd a 56 °C durante 2 horas. Una vez concluida la
incubacion, se anadié una cantidad igual de fenol y se mezclé nuevamente. La
muestra se centrifugd a 3, 500 x g durante 10 minutos a 25 °C, y la fase acuosa
se separo en un tubo de 1.5 mL. A continuacion, se realizé una serie de lavados
utilizando fenol-cloroformo 1:1 (v/v) y centrifugaciones a 3, 500 x g durante 10
minutos a 25 °C en tres ocasiones. Después de la centrifugacion, la fase
acuosa se transfirid a un nuevo tubo y se mezclé con 200 pL de acetato de
sodio 3 M y alcohol etilico hasta llenar el tubo. La mezcla se incubé a -20 °C
durante la noche. Al finalizar la incubacion, se centrifugd a 15,000 x g durante
30 minutos. Luego, se decanté el sobrenadante y el sedimento de ADN se lavd
con alcohol etilico al 70 %, seguido de una centrifugacion a 15,000 x g durante
15 minutos. Posteriormente, se decantd el sobrenadante y se permitié que la
pastilla de ADN se secara a temperatura ambiente. Finalmente, la pastilla se
resuspendido en 100 uL de agua libre de nucleasas. La concentracion y la
pureza del ADN se determinaron mediante un espectrofotdmetro NanoDrop
2000c (Thermo Scientific, Wilmington, EE. UU.). Ademas, se evaluo la calidad

del ADN mediante electroforesis en un gel al 1 %.

Las bibliotecas de ADN se prepararon utilizando el kit de preparacion
de mesa de biblioteca Nextera XT (lllumina, San Diego, CA, EE. UU.),

siguiendo las instrucciones del fabricante. La secuenciacion del genoma se
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llevé a cabo en la plataforma lllumina MiniSeq, utilizando el protocolo de

extremos emparejados de 2 x 150 pb con un total de 300 ciclos.

5.3.5 Analisis bioinformaticos

La identificacion de marcos de lectura abiertos (ORF, por sus siglas en
inglés) se realizd6 con PHANOTATE v1.5.0 (McNair et al., 2019) y se curd
manualmente con Geneious v9.1.8. Las anotaciones funcionales de los ORF
se realizaron utilizando Geneious v9.1.8 y la herramienta de busqueda de
alineacion local basica de proteinas (blastp) disponible en el servidor National
Center for Biotechnology Information. La deteccién de acido ribonucleico de
transferencia (ARNt) se llevé a cabo utilizando tRNAscan-SE (Lowe y Chan,
2016) y ARAGORN (Laslett y Canback, 2004). Las firmas de virulencia se
examinaron mediante Victors (Sayers et al., 2019) y VFDB (Chen et al., 2005),
mientras que las firmas de resistencia a los antibidticos se examinaron
mediante CARD (McArthur et al., 2013). Para clasificar el estilo de vida de los
bacteriéfagos, la plataforma de software impulsada por IA PhageAl v1.0.2
desarrollada por (Tynecki et al., 2020). Las similitudes intergenémicas entre
los genomas virales se calcularon utilizando la herramienta VIRIDIC (Moraru
et al., 2020) con la configuracion predeterminada de blastn, y la comparacion
entre los bacterioéfagos y su genoma relacionado mas cercano se visualizd
usando clinker v0.0.28 (Gilchrist y Chooi, 2021).

5.4 Estabilizacion de la microbiota intestinal

Para recrear las condiciones espaciales, temporales y ambientales que
los microorganismos encuentran en la luz intestinal, se implementé un
protocolo que permite evaluar los efectos de diversas intervenciones de
modulacién en los perfiles de microbiota fecal y anticipar sus repercusiones en
la salud. Se emplearon tres biorreactores que fueron preparados mediante un
procedimiento basado en el trabajo de (Garcia-Gamboa et al., 2020), con el
proposito de estabilizar la microbiota intestinal.
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Inicialmente, cada biorreactor se cargd con 50 mL de un medio
estabilizador y se esteriliz6 a 120 °C durante 15 minutos a 14 psi. A
continuacion, se procedid a la inoculacion de microbiota intestinal de
donadores que presentaban obesidad, con un volumen equivalente al 10 %
del biorreactor. La intencion era simular una poblacién microbiana que refleje

caracteristicas relevantes para el estudio de la obesidad.

Los biorreactores inoculados fueron mantenidos a una temperatura de
37 °C, con una agitacion constante a 120 rpm. Ademas, se ajusté el pH en
funcién de las condiciones especificas definidas para cada segmento del colon
simulado. Para el CA, se estableci6 un rango de pH entre 5.5 y 6. En el caso
del colon transverso CT, el pH se mantuvo entre 6 y 6.5. Finalmente, para el
colon descendente CD, se ajusté el pH entre 6.5 y 7. Estos ajustes de pH se

realizaron mediante una solucion tampoén de NaOH 3 M o HCI 1 M.

Para que se llevara acaba la adaptacion de la microbiota intestinal
inoculada en los biorreactores, se inicio la suplementacion diaria, mediante la
adicion de 10 mL de medio multivitaminico (MMV) (0.5 g/L, viterra ® plus de
Pfizer). Los biorreactores se mantuvieron en las condiciones de pH y
temperatura (ya mencionada) durante una semana completa. Este proceso
permiti® que la microbiota se estabilizara en las condiciones definidas,
reproduciendo de manera mas precisa los entornos microbianos que se

encuentran en diferentes regiones del intestino.

5.5 Administracion del coctel de bacteriéfagos al simulador del tracto

digestivo

Después de completar la fase inicial de estabilizacion en los
biorreactores utilizando MMV, la investigacion avanzé hacia la etapa de
digestiéon del alimento para culminar la estabilizacion completa. En la
evaluacion del grupo 2, se llevd a cabo un enriquecimiento previo a la

intervencién con el coctel de bacteriéfagos en los biorreactores CA, CTy CD
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mediante la inoculacion de la cepa Enterobacter cloacae ATCC 13047. Tras un
periodo de adaptacion de 72 horas, se implementd el tratamiento con el coctel
de bacteridfagos (Figura 9). El disefio experimental adoptado se fundamenté
en el enfoque metodoldgico propuesto por Garcia-Gamboa et al. (2020),
adaptandolo de manera especifica a las necesidades y objetivos particulares

de la presente investigacion.

5.5.1 Simulacién del estdmago

Para iniciar, se emplearon 50 mL de una dieta caracteristica de la
obesidad, con una composiciéon de 2500 kcal, que contiene un 50 % de
carbohidratos, un 20 % de proteinas y un 30 % de lipidos. Se ajusto el pH a
un valor entre 2y 2.5, y se incorporaron 0.125 g de pepsina al sistema. Esta
mezcla se mantuvo a una temperatura de 37 °C, con una agitacion constante

a 120 rpm, durante un periodo de 2 horas.

5.5.2 Simulacién del intestino delgado

El producto de digestion obtenido en el estbmago (50 mL) se mezclo
con una solucion de enzimas pancreaticas, la cual contiene 25,000 ug/L de
lipasa, 100, 000 ug/L de amilasa y 60, 000 pg/L de proteasa. Se ajusto el pH
en el rango de 5 a 5.5. Esta mezcla se mantuvo a 37 °C con agitacion

constante a 120 rpm durante 4 horas.

5.5.3 Simulacién de colon ascendente

Para esta etapa, se introdujo en el biorreactor inoculado el producto de
digestion resultante del intestino delgado (50 mL), junto con el coctel de
bacteriéfagos. Se procedié a ajustar el pH a 5.5, y se mantuvo la agitacién a

120 rpm y la temperatura a 37 °C durante un periodo de 18 horas.

5.5.4 Simulacion de colon transverso

En esta fase, se afadieron 50 mL del producto digestivo del CA al

biorreactor CT. Se realizé un ajuste de pH para situarlo en el rango de 6.5, y
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se mantuvo la agitacién a 120 rpm y la temperatura a 37 °C durante un lapso
de 32 horas.

5.5.5 Simulacion del colon descendente

En la ultima etapa, se incorporaron 50 mL de la mezcla digestiva
proveniente del CT al biorreactor CD. Se realizaron ajustes de pH necesarios
y se mantuvo la agitacion y la temperatura en los valores previamente

establecidos (120 rom y 37 °C) durante 16 horas.

Este proceso de simulacion digestiva fue ciclico, siguiendo un esquema
continuo de tres ciclos consecutivos. Cada ciclo tuvo una duracion total de 72
horas totales. Las primeras muestras fueron recolectadas en el tiempo 0, que
corresponde al periodo de control y posteriormente se procedié a inocular el
coctel de bacteriéfagos en el CA, para su continua digestién al CT y CD.
Completando asi 3 intervenciones con el coctel de bacteriéfagos en las 3

regiones del intestino grueso.
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Figura 9. Bioensayo ex vivo de la microbiota intestinal de personas con obesidad. EC: Enterobacter cloacae; ATCC: American Type Culture

Collection; TO: tiempo 0; D1: digestion 1; D2: digestién 2; D3: digestion 3.
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5.6 Analisis microbiologicos

5.6.1 Conteo de bacterias en muestras de los biorreactores

Las muestras recopiladas durante la etapa de estabilizacion e
intervencién fueron sometidas a un analisis microbiolégico estandarizado
siguiendo el método descrito por Garcia-Gamboa et al., (2020). Se aplico el

mismo protocolo de tratamiento y evaluacion para todas las muestras.

Se procedié a realizar diluciones decimales de las muestras en agua
peptonada. Los grupos bacterianos presentes en las muestras fueron
cultivados utilizando medios especificos. Para bacterias con metabolismo
aerobio la siembra se hizo a partir de inoculacion en las placas por goteo de
10 pL de la dilucion. Se dejé secando durante al menos 15 minutos a
temperatura ambiente. Para su posterior incubacion durante 24 horas a 37 °C

en aerobiosis. El experimento se realizd por triplicado.

e [actobacillus spp: Se utilizé el medio Man, Rogosa y Sharpe (MRS, por
sus siglas en inglés).

e Salmonella spp: Se utilizé el medio Lisine Iron Agar (LIA, por sus siglas
en inglés)

¢ Enterobacterias: Se utilizé el medio agar MacConkey

Para bacterias con metabolismo anaerobio la siembra se hizo a partir
de la inoculacion en el centro de la placa por goteo de 10 pL de la dilucién
previamente se llevo a ebullicion el agar y una vez a temperatura ambiente, se
llevé a cabo el vaciado del agar, se dejoé secando durante al menos 15 minutos
a temperatura ambiente. Para su posterior incubacién durante 48 horas a
37 °C en anaerobiosis. El experimento se realizo por triplicado.

e Bifidobacterium spp: Se utilizé el medio Bifidus Selective Medium-agar
(BSM, por sus siglas en inglés).

e Clostridium spp: Se utilizé el medio Tryptose Sulfite Cycloserine (TSC,
por siglas en inglés).
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Los resultados obtenidos se expresaron en UFC/mL.

5.6.2 Titulacién de bacteriéfagos en muestras de los biorreactores

Se inicié tomando una muestra de 2 mL de cada biorreactor. Estas
muestras fueron sometidas a una centrifugacién a 10, 000 x g durante 10
minutos a una temperatura de 4 °C. Una vez culminada la centrifugacion, se
recolectd el sobrenadante y se dispuso en tubos de 1.5 mL. Posteriormente,
se repitio el proceso de centrifugacion a las mismas condiciones y se recupero
el sobrenadante mediante una jeringa de 5 mL. Para garantizar una filtracion
adecuada, el sobrenadante se someti® a una filtracion secuencial con
membranas de tamano de poro de 0.42 umy 0.22 ym en tubos de 1.5 mL. Se
procedid a realizar diluciones decimales utilizando solucion salina como base.
Posteriormente, se aplico la prueba spot empleando el método de doble capa
de agar descrito por Pallavali et al., (2017). Para obtener el titulo viral se
multiplicé el promedio de placas de lisis generadas por el reciproco de la
dilucién entre el volumen inoculado de bacteriéfagos. El experimento se realizé

por triplicado.

5.7 Extraccion y secuenciacion del material genético

Para la extraccion del ADN se realizd la extraccion por el método de
Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio (CTAB) con modificaciones (Doyle y
Doyle, 1987). Se anadié 1 mL de buffer CTAB en el tubo donde se encontraba
la muestra y se llevd a vortexear intensamente. Posteriormente se transfirio
700 pL a un tubo nuevo y se anadié 700 pL de cloroformo isoamilico (24:1) y
se llevé a vortexear, dejando reposar 5 minutos, pasado el tiempo se centrifugo
a 12, 300 x g por 10 minutos. Se formaron 2 fases, se tomé el sobrenadante y
se coloco en un tubo estéril agregando 500 pL de 2-propanol y se agité por
inversion, dejandolo reposar por 2 minutos. Pasado el tiempo se centrifugé a
12, 300 x g por 5 minutos y se decant6 el sobrenadante con cuidado de no
perder la pastilla, posteriormente se lavé agregando 500 uL de etanol al 70 %,
se llevo a vortexear hasta separar la pastilla, se centrifugé a 12, 300 x g por 5
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minutos y se decanto el sobrenadante con cuidado de no perder la pastilla. Se
dejo secando el tubo a temperatura ambiente por 30 minutos y posteriormente
en un termoblock a 40 °C por 30 minutos. Finalmente, se resuspendié en agua
estéril libre de nucleasas. La concentracion y la pureza del ADN se
determinaron mediante un espectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo
Scientific, Wilmington, EE. UU.). Ademas, se evalué la integridad del ADN

mediante electroforesis en un gel al 1 % de agarosa.

Después de la extraccion de ADN, la region variable V3 del gen ARNr
16s se amplificé por PCR con un par de cebadores V3-338f y V3-533r (Huse
et al., 2008). Los productos de PCR se secuenciaron por pares (300 ciclos, 2
x 150 pb) en un lllumina Miniseq, siguiendo el protocolo estandar de lllumina

en CIAD, unidad Mazatlan, Sinaloa.

5.8 Analisis bioinformaticos

Las secuencias de amplicones se analizaron mediante la distribucién
Ubuntu de Linux. Las lecturas crudas se filtraron para eliminar los adaptadores
de secuenciacidn y las secuencias de baja calidad utilizando pair-end_cleaner
v0.9 y Cutadapt (Martin, 2011). Las lecturas emparejadas (R1 y R2) de cada
muestra se ensamblaron (software PEAR The Exelixis Lab, Heidelberg,
Alemania). Luego, se eliminaron las quimeras de las secuencias ensambladas
con Chimeradetector v0.1.1. La anotacion taxonémica se realizé utilizando el
programa VSEARCH v2.15.2 (Rognes et al., 2016) contra la base de datos
SILVA132 (Quast et al., 2012). Los indices de alfa diversidad se evaluaron con
los siguientes indicadores: OTUs observadas, Chao1, Shannon y Simpson y
beta diversidad se analizé mediante un analisis multidimensional no métrico
(NMDS); Se obtuvieron con phyloseq v1.40.0 en RStudio. La abundancia
relativa y la rarefaccién de las OTUs en las muestras se obtuvieron con
ampvis2 en RStudio. Finalmente, para evaluar la abundancia de secuencias

pertenecientes a Enterobacter cloacae en cada una de las muestras se realiz6
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un blasteo de las secuencias pareadas de cada una contra el gen ARNr 16s
de la cepa ATCC 13047 en el software Geneious v2023.1.

5.9 Analisis estadistico

Se utilizé una planilla Microsoft Excel version 21 para el vaciado
preliminar de los datos, los analisis estadisticos se realizaron con el software
IBM SPSS version 24, GraphPad Prims version 8.0.1 y RStudio version 4.2.1.
Mediante la prueba Shapiro Wilk se evalu6 la normalidad en la distribucion de
los datos. Cuando las variables cuantitativas se distribuyeron normalmente, se
utilizé la prueba paramétrica ANOVA de medidas repetidas, t-student para
muestras relacionadas y t-student para muestras independientes; las variables
que no se distribuyeron normalmente se analizaron con las pruebas no
parameétricas U de Mann Whitney y Wilcoxon. Las variables cuantitativas se
expresaron como medias * desviacion estandar. Se trabajé con un intervalo
de confianza del 95 % y para todos los casos se considerd una significancia

estadistica con un valor de p < 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 Formulacién del coctel de bacteriéfagos

Se llevé a cabo una evaluacién de la actividad biolégica de nueve
bacteriéfagos con el proposito de formular un coctel litico dirigido a
Enterobacter cloacae. Posteriormente, se procedié a la caracterizacion

detallada del genoma de los bacteri6fagos seleccionados.

6.1.1 Calculo del titulo viral

Los bacteriéfagos en cuestion fueron aislados de aguas residuales en
el estado de Sinaloa. En la prueba de agar de doble capa, las placas de lisis
observadas eran claras, con una forma circular y presentando un diametro

promedio de 2.5 mm, tal como se ilustra en la Figura 10.

En términos de su titulo viral, se obtuvo un promedio de 7.55 x 10%°
UFP/mL. Se destacé que el bacteriofago AS3A mostro el titulo mas alto,

mientras que el AS3B presentd el mas bajo (Tabla 4).
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Tabla 4. Titulo viral de los bacteriéfagos

Bacteriofagos UFP/mL

AS1 2.18 x 1010
AS2 2.20 x 1010
AS3A 3.78 x 10"
AS3B 1.89 x 107
AS4 6.30 x 10"°
AS5 1.16 x 108
AS6 5.10 x 10
AS7 5.40 x 10'°
AS8 7.80 x 101°

UFP/mL: unidades formadoras de placa por mililitro.
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Figura 10. Morfologia de las placas formadas en una caja de agar de doble capa de AS1 (A),
AS2 (B), AS3A (C), AS3B (D), AS4 (E), AS5 (F), AS6 (G), AS7 (H) y AS8 (l).
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6.1.2 Rango de hospederos

Los datos derivados de la prueba spot se organizaron clasificandolos
en funcién de la claridad de la lisis observada en las placas. Esta clasificacion
se dividid en cuatro categorias: placas de lisis claras (++), placas de lisis
opacas (+), placas de lisis muy opacas () y placas sin lisis (-) (Tabla 5y
Figura 11).

Estos resultados revelaron la presencia de cuatro patrones distintos de
lisis. El patrén 1 incluyé a AS1 y AS2, el patrén 2 abarc6 a AS3A y AS6, el
patrén 3 se relacion6 con AS3B y AS5, mientras que el patron 4 incluyé a AS6,
AS7 y AS8. Esta diversidad en los patrones de lisis demostré la capacidad de
todos los bacteri6fagos para influir en el crecimiento de las cepas

pertenecientes al grupo de las enterobacterias.

Destacando el potencial de estos bacteriéfagos, se mostré que AS1,
AS3B y AS5 fueron capaces de infectar tres cepas de Enterobacter cloacae
con origenes de aislamiento diversos, incluyendo cepas de la ATCC vy
aislamientos clinicos. Este hallazgo resalta la versatilidad y la capacidad de
estos bacteri6fagos para actuar en distintos entornos. Ademas, la actividad
litica demostrada por estos bacteriéfagos se manifestdé predominantemente en
especies pertenecientes a los géneros Enterobacter y Citrobacter, ambos
integrantes del grupo de los coliformes. Esto sugiere un potencial de aplicacién
amplio y especifico en el control o la modulacién de la poblacion bacteriana,
especialmente en entornos donde estas especies prevalecen.
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Tabla 5. Rango de hospederos

ID Ec Cf Eh Ss Cb Ec Ec
13047 8090 700323 25931 51113 EcC1 MIC29

AS1 ++ + + - + ++ +

AS2 ++ + + - + - ++
AS3A ++ + + * + - ++
AS3B ++ - - - - + ++
AS4 ++ + + + + - ++
AS5 ++ - - - - + ++
AS6 ++ + + + + - ++
AS7 ++ + + + + - ++
AS8 ++ + + + + - ++

Ec: Enterobacter cloacae; Cf: Citrobacter freundii; Eh: Enterobacter hormaechei; Ss: Shigella
sonnei; Cb: Citrobacter braakki. Placas de lisis claras (++), placas de lisis opacas (+), placas

de lisis muy opacas (%) y placas sin lisis (-)
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Figura 11. Actividad litica exhibida en el rango de hospederos. Los bacteriéfagos mostraron
actividad contra Enterobacter cloacae ATCC 13047 (A), Enterobacter hormaechei ATCC
700323 (B), Enterobacter cloacae MIC29 (C), Enterobacter cloacae EcC1(D), Shigella sonnei
ATCC 25931 (E), Citrobacter freundii ATCC 8090 (F) y Citrobacter braakki ATCC 51113 (G).
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6.1.3 Cinética de lisis de Enterobacter cloacae

Los resultados de las pruebas de cinética de lisis demostraron la eficaz
capacidad de los bacteriéfagos para inhibir el crecimiento de la cepa
Enterobacter cloacae ATCC 13047. Entre los bacteriéfagos evaluados, se
observo que AS1, AS2, AS3B, AS4 y AS5 exhibieron un efecto bactericida en
un rango de tiempo de 7 a 10 horas, mientras que AS3A, AS6, AS7 y AS8
demostraron una accién que supero las 10 horas, tal como se ilustra en la

Figura 12.

Un hallazgo relevante fue la relacion observada entre la tasa de MOl y
el efecto de inhibicion del crecimiento bacteriano: a mayor MOI, mayor fue la
efectividad en la inhibicion del crecimiento de la bacteria.
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Figura 12. Actividad bacteriolitica de los bacteriéfagos aislados contra Enterobacter cloacae ATCC 13047, segun diferente multiplicidad de

infeccion (10, 1y 0.1). Los valores representan la media de tres pruebas.
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A partir del andlisis del efecto bactericida y los patrones de lisis
observados en el rango de hospederos, se disefiaron tres cocteles de dos
bacteri6fagos cada uno. Estos cocteles fueron sometidos a evaluacion para
determinar su capacidad bacteriolitica a diferentes multiplicidades de

infeccion, como se muestra en la Figura 13.

Se destac6 que el coctel de bacteriofagos compuesto por AS5 y AS6
demostro el mayor efecto de control sobre Enterobacter cloacae. Este coctel
especifico exhibi6 un efecto bactericida en un rango de tiempo que oscil6 entre
9y 10 horas, lo que lo posicion6 como el mas efectivo entre los evaluados. En

consecuencia, fue seleccionado para ser aplicado en el modelo ex vivo.
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Figura 13. Ensayo de exposicién bacteriana de los cocteles. Coctel 1: AS5 y AS6 (A), coctel 2: AS2 y AS8 (B) y coctel: 3 AS3Ay AS7 (C),

segun diferente multiplicidad de infeccion (100, 10, 1, 0.1 y 0.01). Los valores representan la media de tres pruebas.
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6.1.4 Secuenciacion del ADN genémico de los bacteriéfagos

Con base en los resultados obtenidos del rango de hospederos y la
evaluacion de la actividad bacteriolitica, se seleccionaron los bacteridfagos
AS5 y AS6 para su posterior caracterizacion genémica. Se logré obtener los
genomas de ambos bacteriéfagos luego de procesar y ensamblar las lecturas

de secuenciacion.

6.1.4.1 Bacteriéfago AS5

El bacteriéfago AS5 posee un ADN bicatenario con una longitud de
49, 578 pb y una composicién de guanina/citosina (GC) del 47.9 %. En su
genoma, no se identificaron genes asociados a ARNt, al ciclo de vida
lisogénico o a la resistencia a antibidticos (Figura 14). Los analisis revelaron
que el bacteriofago Henu7 de Escherichia es el genoma de referencia con
mayor homologia al del bacteriofago ASS5, perteneciendo al género
Henuseptimavirus de la familia Drexlerviridae, con una similitud intergenémica
del 85.9 % (Figura 15).

6.1.4.2 Bacteriéfago AS6

El genoma del bacteriéfago AS6 es un ADN bicatenario con una longitud
de 171, 281 pb y un contenido de GC del 39.8 %. Se identificaron 19
secuencias de ARNt en su genoma, pero no se encontraron genes asociados
a resistencia a antibiodticos o a ciclos de vida lisogénicos (Figura 14). Se
determind que el genoma del bacteriofago PG7 de Enterobacter presenta una
identidad intergendmica del 91.7 % con el genoma del bacteriéfago AS6. Este
bacteriéfago se clasifica dentro del género Karamvirus de la familia
Straboviridae (Figura 16).

Adicionalmente, utilizando la plataforma PhageAl, se confirmé que

ambos bacteriofagos presentan un ciclo de vida virulento.
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Figura 14. Gendmica comparativa de los bacteriéfagos AS5 y AS6. Comparacion de los genomas AS5 y Henu7 (A). Comparacién de los

genomas AS6 y PG7 (B). Las escalas de colores representan la identidad de secuencia entre genes similares.
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Fraccion del genoma alineado Relacion de longitud del genoma Similitud intergendmica
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Figura 15. Analisis gendmico del bacteriéfago AS5. Mapa de calor de similitud intergendmica de bacteriéfagos Drexlerviridae.
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Figura 16. Analisis gendmico del bacteriéfago AS6. Mapa de calor de similitud intergenémica de bacteriéfagos Straboviridae.
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6.2 Estabilizacion de la microbiota intestinal

La microbiota intestinal mostré6 un crecimiento paulatino y con una
tendencia a la estabilizacion para el dia 21 del seguimiento, indicando un
equilibrio relativo en el crecimiento bacteriano en los biorreactores. Se observo
diferente distribucion de bacterias especificas en diferentes regiones del
intestino grueso simulado, especificamente en el CA y CD. En el CA, se
identific6 una mayor abundancia de Lactobacillus spp y Salmonella spp.
Contrariamente, en el CD se observd6 una mayor abundancia de
Bifidobacterium spp y Clostridium spp. Estos resultados indican una
preferencia diferencial de estas cepas por las condiciones especificas de la

region (Figura 17).

70



Colon Ascendente Colon Transverso Colon Descendente

10+ . . A
9 e 0f D d
4 . E . Cc C
Cec ‘ E] o= g S e " s
8] L3 7 B b Cc h -
® ® B b
7 ? b = 1 [}
6 : {A 2
A a A a . * MIN
L] [
5 T 1 T T T 1 1 T T T T 1 T T 1 MIE
1] 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
101 B e B
Dd pg
9 . . T E G G T c cc Cc¢
Cec o C = L]
8 . . B b . .
. BD b b B b
- . [ I .
7 ? b L]
6 ] JA a
A a A a ° * MIN
- o .
E 5 T 1 1 T T 1 1 T T T T 1 T T 1 MIE
6 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
L
o= }
o
ga‘_ 101 - _ C
- D d e
94 D g ] ¢ Cd _ D g E
Cc C¢c
8- - B b B b - B b
74 B b i i
A a
6 ] _
&8 Aa MIN
5 T 1 T T T T 1 T T T T 1 T T 1 MIE
0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
10 - - D
9 b Cc T E} d
Cc ] ce §¢ u
8 CDed ¢ m Dd i Bb gp BCH . Ep *"
L | o n o m e N e m
Aa Bbp "X
e e T Taa
6 1A a i o u
RN * MIN
5 T T T T T T T T T T T T T T T L] MIE
0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28

Tiempo (dias)
Figura 17. Resultados del recuento bacteriano de la estabilizacién de la microbiota intestinal
de personas con obesidad. Lactobacillus spp (A), Salmonella spp (B), Bifidobacterium spp (C)
y Clostridium spp (D). En el ensayo las letras mayusculas diferentes indican una diferencia
significativa (p < 0.05) entre el tiempo de intervencion del grupo MIN y diferentes letras
minusculas indican una diferencia significativa entre el tiempo de intervencién del grupo MIE.
MIN: microbiota intestinal nativa; MIE: microbiota intestinal enriquecida con Enterobacter
cloacae; UFC/mL: unidades formadoras de colonia por mililitro. Los valores son las medias de

tres pruebas + desviacion estandar.
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6.3 Administracion del coctel de bacteriofagos al simulador de tracto

digestivo
6.3.1 Analisis microbiolégicos

En la evaluacion del coctel de bacteriéfagos en los biorreactores que
simulaban las tres regiones del colon, se observé la supervivencia de los
bacteriéfagos a lo largo de las digestiones. Los resultados destacan que en el
grupo MIN no se presentaron diferencia en las digestiones de todas las
regiones del intestino grueso. Mientras que en el grupo MIE se exhibié la mayor
concentracion de UFP/mL para todas las regiones. En el CA, se encontraron
diferencias significativas en todas las digestiones, con notables discrepancias
entre el grupo MIN y MIE en la digestion 3. En el CT se mostraron diferencias
significativas entre la digestion 1 y las digestiones 2 y 3. En el CD, se

presentaron diferencias significativas en todas las digestiones (Figura 18).

Al analizar el conteo de enterobacterias, se observaron patrones
distintivos en los dos grupos estudiados, el grupo MIN mostrd consistencia en
la abundancia a lo largo de las digestiones, con diferencias notables en el CA
entre la digestion 2y 3, en el CT entre la digestion 1 y las digestiones 2y 3,y
en el CD entre el tiempo 0 y las digestiones 2 y 3. En contraste, el grupo MIE
presentd6 una mayor abundancia de enterobacterias en el tiempo O,
especialmente en el CT. A medida que avanzaron las digestiones, se observd
una disminucién en todas las regiones del intestino grueso. En el CA, se
encontraron diferencias significativas en el tiempo 0 con las digestiones 1, 2y
3. En el CT, las diferencias se presentaron entre la digestion 1y las digestiones
2 y 3. En el CD, se destacd una disminucién significativa a lo largo de las

digestiones, siendo mas pronunciada en esta region del colon (Figura 18).
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Figura 18. Analisis microbiolégicos de los biorreactores que simulan las porciones del colon.
Titulo de bacteriéfagos (A) y concentracion de enterobacterias (B). En el ensayo las letras
mayusculas diferentes indican una diferencia significativa (p < 0.05) entre el tiempo de
intervencién del grupo MIN vy diferentes letras mindsculas indican una diferencia significativa
entre el tiempo de intervencién del grupo MIE. El signo asterisco (*) indica diferencia
significativa (p < 0.05) entre MIN y MIE. MIN: microbiota intestinal nativa; MIE: microbiota
intestinal enriquecida con Enterobacter cloacae; UFP/mL: unidades formadoras de placa por
mililitro; UFC/mL: unidades formadoras de colonia por mililitro. TO: tiempo 0; D1: digestién 1;
D2: digestion 2; D3: digestion 3. Los valores son las medias de tres pruebas * desviacién

estandar.
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La evaluacion minuciosa de la presencia de microorganismos,
especificamente Lactobacillus spp, Salmonella spp, Bifidobacterium spp y
Clostridium spp, en los grupos MIN y MIE, arrojo hallazgos significativos
(Figura 19). En el grupo MIN, se observé un aumento notable de Lactobacillus
spp en el CA, presentando diferencias estadisticamente significativas entre el
tiempo 0 y la digestion 3. En contraste, en el CD, se evidencid una disminucion
en este grupo. En el grupo MIE, se registré una disminucion en la presencia
de Lactobacillus spp exclusivamente en el CD. Tanto en el grupo MIN como en
el grupo MIE, se identific6 un aumento estadisticamente significativo de
Salmonella spp en el CAy el CT. En el grupo MI, se observé un aumento
significativo de Bifidobacterium spp en el CA, mientras que en el CT y CD se
registré una disminucion. En el grupo MIE, se evidencié un aumento en el CA
y una disminucion en el CD. La evaluacion de Clostridium spp en el grupo MIN
revelé una disminucion significativa en el CA, CT y CD. En el grupo MIE, se
presentd una disminucion en el CA'y CT, pero un aumento en el CD. Estos

hallazgos indican patrones distintivos segun la region y la intervencion.

Ademas, en Clostridium spp en el CA, tanto el grupo MIN como el MIE
mostraron diferencias significativas en la digestion 3. En el CT, estas
diferencias fueron notables en el tiempo 0 y la digestion 3. En el CD, las

diferencias se destacaron en la digestion 3.
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Figura 19. Resultados del recuento bacteriano de la intervencion con el coctel de

bacteri6fagos en ARIS. Lactobacillus spp (A), Salmonella spp (B), Bifidobacterium spp (C) y
Clostridium spp (D). En el ensayo las letras mayusculas diferentes indican una diferencia
significativa (p < 0.05) entre el tiempo de intervencién del grupo MIN y diferentes letras
minusculas indican una diferencia significativa entre el tiempo de intervencién del grupo MIE.
El signo asterisco (*) indica diferencia significativa (p < 0.05) entre MIN y MIE. MIN: microbiota
intestinal nativa; MIE: microbiota intestinal enriquecida con Enterobacter cloacae; UFC/mL:
unidades formadoras de colonia por mililitro. TO: tiempo 0; D3: digestion 3. Los valores son las

medias de tres pruebas + desviacion estandar.
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6.3.2 Secuenciacién del gen ARNr 16s

6.3.2.1 Curvas de rarefaccion

Se analizé la biodiversidad de las poblaciones bacterianas en las
muestras del intestino grueso utilizando curvas de rarefaccién. A continuacion,

se presentan los resultados para dos grupos de estudio: MIN y MIE.

En el grupo MIN (Figura 20), se identificaron los siguientes patrones de
riqueza de OTUs, en el CA se observé un aumento en el numero de OTUs con
el incremento de la profundidad de secuenciacion, el rango estuvo entre 15y
30, mostrando un patrén de incremento gradual con la mayor profundidad de
secuenciacion. En el CT el comportamiento fue similar al observado en el CA,
sugiriendo una riqueza comparable entre ambas regiones. El rango de OTUs
para el CT también estuvo entre 15 y 30. En el CD se mostré una mayor
rigueza de OTUs, con valores que excedieron los 30 a la misma profundidad
de secuenciacion. Este resultado indica que el CD podria tener una mayor

diversidad bacteriana en comparacion con el CAy el CT.

En el grupo MIE (Figura 20), se observaron diferentes patrones de
distribucion de OTUs entre los segmentos del intestino grueso. En el CA se
detecto una variabilidad en el numero de OTUs en funcién del tiempo. El rango
de OTUs en este segmento se situd entre 20 y mas de 40, indicando una
fluctuacion significativa entre las diferentes muestras. Esta variabilidad podria
reflejar la dinamica microbiana en esta parte del colon a lo largo del tiempo.
En el CT las curvas de rarefaccion mostraron un aumento en el nimero de
OTUs a medida que se incrementaba la profundidad de secuenciacion. El
rango de OTUs oscilé entre 20 y 40, sugiriendo una progresion constante en
la diversidad de microorganismos con un mayor numero de lecturas. En el CD
la distribucién de OTUs oscilé entre 30 y mas de 40, mostrando una mayor
diversidad en comparacion con el CAy el CT. Esto podria implicar diferencias

ecoldgicas y funcionales en la microbiota del CD.
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Para evaluar la suficiencia de la profundidad de secuenciacion, se
consider6 el punto donde las curvas de rarefaccidon alcanzaron la asintota. Se
encontré que aproximadamente 2000 lecturas son suficientes para realizar
analisis comparativos, ya que en este punto las curvas tienden a estabilizarse.
Este resultado sugiere que la profundidad de secuenciacién fue adecuada para

captar la diversidad esencial de OTUs en las muestras estudiadas.
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Figura 20. Curva de rarefacciéon por muestra de cada uno de los tiempos de intervencion en
las 3 regiones del intestino grueso. Grupo MIN (A) y grupo MIE (B). OTUs: unidad taxonémica

operacional.
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6.3.2.2 Alfa diversidad

En el grupo MIN, no se encontraron diferencias significativas entre los
tiempos de intervencién en las tres regiones del intestino grueso (Tabla 6, 7 y
8). Sin embargo, se observo una tendencia general a aumentar la riqueza en
todos los parametros después de la digestion tras la inoculacidon con el coctel
de bacteriéfagos, excepto en el CD con el parametro Shannon, donde el
aumento se presentd hasta la segunda digestion. En la tercera digestién de
todas las regiones podemos observar como vuelve a disminuir la riqueza, con

parametros similares a los del Tiempo 0.
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Tabla 6. Alfa diversidad del colon ascendente del grupo MIN

Tiempo OTUs observados Chao1 Shannon Simpson

TO 20.67 + 3.51 23.67+6.50 1.67+0.13 3.23 £ 0.41
D1 25.33+5.13 28.33+6.02 2.06+0.32 5.37 £ 1.60
D2 23.67 £6.02 26.33+£8.50 1.69+£0.19 3.31+£ 0.67
D3 17.67 £ 0.57 18.33+0.57 1.57 £0.07 2.89+ 0.31

TO: tiempo 0; D1: digestion 1; D2: digestion 2; D3: digestion 3; OTUs: unidad taxondémica

operacional. Los valores son las medias de tres pruebas + desviacion estandar.

Tabla 7. Alfa diversidad del colon transverso del grupo MIN

Tiempo OTUs observados Chao1 Shannon Simpson

TO 23 £ 5.56 2450+5.76 1.59+0.14 2.86 £ 0.39
D1 31.33 £ 2.51 3491+250 1.72+0.06 3.11+£0.22
D2 28+6 29.91+8.55 1.72+0.07 3.10+0.29
D3 23.33+4.16 23.67+4.72 1.66+0.14 2.98 £ 0.41

TO: tiempo 0; D1: digestion 1; D2: digestién 2; D3: digestion 3; OTUs: unidad taxondmica

operacional. Los valores son las medias de tres pruebas * desviacién estandar.

Tabla 8. Alfa diversidad del colon descendente del grupo MIN

Tiempo OTUs observados Chao1 Shannon Simpson

TO 37 +12.16 4152+1551 2.12+0.13 5.24 +0.10
D1 39+2.64 42.36+2.39 2.07+£0.03 4.46 +£0.20
D2 37.33+1.52 4258 +6.02 2.17+0.06 4.96 £ 0.41
D3 32.67 £ 3.05 3391+339 213+0.06 4.59 + 0.57

TO: tiempo 0; D1: digestién 1; D2: digestion 2; D3: digestion 3; OTUs: unidad taxondémica

operacional. Los valores son las medias de tres pruebas + desviacion estandar.
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El andlisis de la alfa diversidad en el grupo MIE mostré una mayor
riqueza y uniformidad en comparacion con el grupo MIN, tanto en el CA, CTy
CD. En el CA (Tabla 9), se observé una disminucion significativa en los indices
de alfa diversidad entre el tiempo O y la digestién 3. Las diferencias
significativas se registraron en Chao1 (p = 0.036), Shannon (p = 0.040), y
Simpson (p = 0.006). A pesar de esta disminucién hacia la digestion 3, en la
digestion 2 se presentd una mayor riqueza y uniformidad en comparacion con
el tiempo 0, lo que sugiere un pico temporal en la diversidad. En el CT (Tabla
10), se encontré un patréon diferente. Se observé una disminucion en los
indices de OTUs observados y Chao1 entre el tiempo 0 y la digestion 3,
indicando una reduccién en la riqueza. Sin embargo, los indices de Shannon
y Simpson mostraron un aumento, sugiriendo una mayor uniformidad a medida
que avanzaba el tiempo de intervencion. EI comportamiento del CD (Tabla 11)
fue una disminucion entre el tiempo 0 y la digestion 1, pero posteriormente, en
la digestion 2, se registro un aumento en riqueza y uniformidad. En la digestion
3, los valores de diversidad regresaron a niveles similares a los del tiempo 0,
sugiriendo una tendencia de recuperacion y estabilizaciéon de la comunidad
bacteriana. Cabe resaltar que en ambos grupos (MIN y MIE) los valores mas

altos en los indices fueron en el CD en el tiempo 0 y la digestién 3.
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Tabla 9. Alfa diversidad del colon ascendente del grupo MIE

Tiempo OTUs observados Chao1 Shannon Simpson

TO 44.67 +4.93 53.23 £5.06* 2.05+0.07* 4.41+0.20*
D1 43.33 £ 11.24 47.61+13.84 2401033 6.72+2.72
D2 42.67 £8.73 55.88+14.95 230+0.37 6.32+2.90
D3 24 +2 29.50 £5.89* 1.60+0.03* 2.98+0.13*

El signo asterisco (*) en la misma columna indica diferencia significativa (p < 0.05). TO: tiempo

0; D1: digestion 1; D2: digestion 2; D3: digestion 3; OTUs: unidad taxonémica operacional. Los

valores son las medias de tres pruebas * desviacién estandar.

Tabla 10. Alfa diversidad del colon transverso del grupo MIE

Tiempo OTUs observados Chao1 Shannon Simpson

TO 39.33+4.72 4497 +7.20 1.62+0.03 2.68+0.05
D1 33.00 + 6.928 40.08 £ 10.67 1.54+0.04* 2.55+0.09
D2 311 46.50 +8.04 1.66+0.04 2.83+0.14
D3 32.67 £ 0.57 34.08+1.18 1.82+0.06* 3.31£0.25

El signo asterisco (*) en la misma columna indica diferencia significativa (p < 0.05). TO: tiempo
0; D1: digestion 1; D2: digestion 2; D3: digestion 3; OTUs: unidad taxondmica operacional. Los

valores son las medias de tres pruebas * desviacion estandar.

Tabla 11. Alfa diversidad del colon descendente del grupo MIE

Tiempo OTUs observados Chao1 Shannon Simpson

TO 47.33+3.78 52.20+8.25 2.27 +0.01 5.84 +0.10
D1 42 +2.64 43.60 +3.52 2.22+0.02 5.51 £ 0.31
D2 44.33 + 2.88 4847 £528 2.31£0.009 6.22+0.30
D3 44.67 £ 1.52 53.40+£5.71 2.27+0.02 5.87 £ 0.22

TO: tiempo 0; D1: digestién 1; D2: digestion 2; D3: digestion 3; OTUs: unidad taxondémica

operacional. Los valores son las medias de tres pruebas * desviacién estandar.
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6.3.2.2 Beta diversidad

ElI NMDS observamos las relaciones entre las 3 regiones del intestino
grueso en los dos grupos diferentes (MIN y MIE) (Figura 21). En el grupo MIN,
el analisis NMDS muestra una clara separacion entre las regiones CAy CD, lo
que indica que estas areas del intestino tienen diferencias significativas en
términos de su composicion o diversidad. Sin embargo, el CT parece compartir
similitudes tanto con el CA como con el CD, situandose entre ellos en el
espacio multidimensional. Este resultado puede indicar que el CT tiene

caracteristicas compartidas con ambos extremos del intestino grueso.

En el grupo MIE, el analisis NMDS muestra que en el CA se presenta
una distribucién mas amplia en los tiempos de intervencion, lo que sugiere una
mayor variabilidad en la dinamica de la microbiota en comparacion con las
otras regiones del intestino grueso. Se observa que el CA se ubica cerca de la
distribucion del CT, indicando que estos dos segmentos tienen similitudes en
su composicion o comportamiento. Por otro lado, el CD tiende a agruparse en

otro plano, sugiriendo una divergencia respecto al CAy el CT.
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6.3.2.3 Abundancia relativa

Para analizar la abundancia relativa de distintos filos y géneros
bacterianos, se utilizé un mapa de calor donde se representa la prevalencia
mediante una escala de colores: el anaranjado indica mayor abundancia,
mientras que el azul refleja menor abundancia. El analisis se centrd en las
muestras del intestino grueso del grupo MIN y MIE, evaluadas en diferentes
tiempos de intervencion. A continuacién, se describen las observaciones

principales obtenidas.

En el grupo MIN el género Lacticaseibacillus de la familia
Lactobacillaceae, perteneciente al filo Firmicutes, mostré una alta prevalencia
en todas las regiones del intestino grueso y en todos los tiempos de
intervencion (Figura 22). El comportamiento de la abundancia relativa varié
segun la muestra. En el CA La abundancia relativa de inicié en un 52.2 % al
comienzo del estudio, disminuyendo a 35.5 % después de la primera digestion.
Sin embargo, para la digestién 3, la abundancia aumenté a 56.4 %, superando
incluso el valor inicial. La abundancia relativa del CT se mantuvo mas estable
que las otras regiones, con un valor de aproximadamente 54-57 % a lo largo
del tiempo. En el CD, la abundancia comenzé en un 36.7 %, aumentando
gradualmente hasta un 42.8% en la digestidén 3. En cambio, no encontramos a
Enterobacter cloacae entre los 15 géneros mas abundantes representados en
el mapa de calor, sin embargo, se observo un posible aumento de Escherichia-
Shigella, bacterias de la misma familia que Enterobacter cloacae. En la
digestion 1, este género presenté un incremento tanto en el CA como en el
CD, pero para la digestion 2, disminuy6 en todas las regiones del intestino
grueso. Los filos mas abundantes son Firmicutes y Proteobacteria (Figura 23).
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El género Lacticaseibacillus fue el mas prevalente en el grupo MIE
(Figura 24) especialmente en el CT. No obstante, tras la inoculaciéon con el
coctel de bacteriéfagos y en el proceso de la tercera digestion, la abundancia
relativa de este género disminuyé en el CT, mientras que aumenté en CAy CD
en comparaciéon con el tiempo 0. EIl posible género Escherichia-Shigella
aparecido en el octavo lugar entre los mas prevalentes en el grupo. Se
observaron variaciones significativas en su abundancia relativa entre las
diferentes regiones del intestino grueso y a lo largo del tiempo. En el CAen el
tiempo 0, Escherichia-Shigella representaba el 11.5 % de la abundancia
relativa, pero fue disminuyendo progresivamente, alcanzando solo el 0.5 %
para la tercera digestion. En el CT, el género comenzd con un 2.2 % en el
tiempo 0, experimentando una reduccién hasta 0.8 % en la digestién 1. Luego,
se observé un ligero aumento, llegando a 2.1 % en la digestion 3. EI CD
presento una abundancia relativa de Escherichia-Shigella de 0.3 % en el
tiempo 0, aumento ligeramente a 0.4 % en la primera digestion, y luego se
estabilizé en 0.2 % en las dos ultimas digestiones. En cuanto a los filos,

Firmicutes y Proteobacteria fueron los mas abundantes (Figura 25).

Una diferencia notable entre los grupos MIN y MIE fue el género
Enterococcus. Este género ocupd el sexto lugar en el grupo MIN, pero no
estaba entre los 15 géneros mas prevalentes en el CA. En el grupo MIE,
Enterococcus fue el segundo género mas abundante en todas las regiones del

intestino grueso, con mayor prevalencia en el CD.
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6.3.2.4 Conteo de secuencias del gen ARNr 16s de Enterobacter cloacae

En el grupo MIN, se observaron menos de 2 secuencias del gen ARNr
16s de Enterobacter cloacae en los diferentes tiempos de las tres regiones del
intestino grueso. Sin embargo, en el grupo MIE (Tabla 12) se presentd una
mayor abundancia de las secuencias, siendo en el TO mas representativo.
Ademas, conforme aumentaron las digestiones, se presentd una disminucion
gradual de las secuencias. Siendo en el CT la region del intestino grueso en

donde mas proliferé Enterobacter cloacae.
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Tabla 12. Secuencias del gen ARNr 16s de Enterobacter cloacae del grupo

MIE.
Tiempo Colon Colon Colon
ascendente transverso descendente
Tiempo 0 75 79.67 £ 10 18 + 8.88
Digestion 1 31 31+£10 16.33+6
Digestién 2 1.67 12 26.33 £+ 18.33 85
Digestion 3 0.33+0.5 21.67 £7.63 2.33+1.52

Los valores son las medias de tres pruebas * desviacion estandar.
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7. DISCUSION

La presencia de bacterias en la microbiota intestinal asociada a la
inflamacion crénica de bajo grado en la obesidad plantea un escenario
intrigante y relevante para la investigacion terapéutica. La identificacion de
estos patrones unicos abre la puerta a posibles objetivos terapéuticos que
podrian abordar directamente las bases microbianas de la inflamacion. En este
sentido, la modulacion de la microbiota emerge como una estrategia
prometedora para el tratamiento y sus complicaciones asociadas (Shan et al.,
2022). Las aproximaciones terapéuticas tradicionales a menudo carecen de
selectividad. En este contexto, la terapia con bacteri6fagos se presenta como
una alternativa innovadora y promisoria. Para ello, es crucial la caracterizacion
genomica y biologica de los bacteriéfagos para la formulacion del coctel, asi
como evaluar su efecto en la microbiota intestinal (Divya Ganeshan vy
Hosseinidoust, 2019; Mutai et al., 2022).

El titulo viral se presenta como una herramienta fundamental para
cuantificar la concentracion de bacteriéfagos en una muestra, segun Kaletta et
al. (2020). En promedio, los 9 bacteriéfagos analizados exhibieron un titulo
viral de 7.55 x 10'° PFU/mL. Este parametro no solo permite identificar en una
primera instancia si los bacteriéfagos poseen un ciclo de vida litico, sino que
también contribuye significativamente a la determinacion de la dosificacion
adecuada en terapias segun la perspectiva de Glonti y Pirnay (2022). Este
enfoque busca lograr el efecto terapéutico deseado sin provocar efectos

secundarios no deseados.

El rango de hospederos de un bacteriéfago se define por la cantidad de
especies y cepas que puede infectar, mostrando una variabilidad aparente en
cuanto a los huéspedes involucrados (Holtzman et al.,, 2020). Algunos

bacteriéfagos infectan unicamente un subconjunto reducido de huéspedes
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bacterianos, mientras que otros presentan un amplio espectro de huéspedes,
como senala Holtappels et al. (2023). En el presente estudio, se evalud el
rango de hospederos de los bacteriofagos AS1, AS2, AS3A, AS3B, AS4, AS5,
AS6, AS7 y AS8 utilizando 24 cepas como hospedero. Los resultados
revelaron que estos bacteridfagos exhibieron tres patrones similares, siendo
capaces de infectar a cepas pertenecientes a enterobacterias, como
Enterobacter cloacae ATCC 13047, Enterobacter cloacae MIC29, Enterobacter
cloacae EcC1, Citrobacter freundii 8090, Enterobacter hormaechei 700323,
Shigella sonnei 25931 y Citrobacter braakki 51113. Este hallazgo respalda la
afirmacién de Paule et al. (2018), de que el espectro de infeccién tiende a ser
mas comun entre bacterias del mismo género e inclusive de la misma familia.
Adicionalmente, se observd que los bacteriofagos AS1, AS3B y ASS
demostraron la capacidad de infectar tres cepas distintas de Enterobacter
cloacae con origenes de aislamiento diversos. Este fendmeno resalta la
versatilidad y adaptabilidad de estos bacteriéfagos. En una investigacion
relacionada, el rango de hospederos del bacteriofago MJ2 se exploré en 34
cepas bacterianas, evidenciando su capacidad para infectar 3 aislados de EC.
Este mismo bacteriéfago exhibié actividad litica contra Achromobacter
xylosoxidans 'y Klebsiella pneumoniae, pertenecientes a géneros
completamente diferentes, segun lo reportado por Jamal et al. (2019). Es
importante sefalar que hasta el momento no existen estandares claros en
cuanto al numero minimo de cepas que deben someterse a prueba en el
analisis del rango de hospederos o al numero de huéspedes que un
bacteriéfago debe infectar para considerarse que tiene un rango de huéspedes
amplio (Fong et al,, 2021). No obstante, se destaca la existencia de
bacteriéfagos monovalentes que se vinculan a un receptor especifico, mientras
que los bacteriéfagos polivalentes pueden reconocer multiples receptores en
la superficie celular o incluso un componente conservado entre distintos
huéspedes (Vasquez et al, 2023), esta caracteristica amplia

significativamente el rango general de hospederos.
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Los resultados obtenidos de las pruebas de cinética de lisis reflejaron la
eficaz capacidad de los bacteriofagos para inhibir el crecimiento de la cepa
Enterobacter cloacae ATCC 13047. Al evaluar diversos bacteri6fagos, se
identificé que AS1, AS2, AS3B, AS4 y AS5 exhibieron un efecto bactericida en
un intervalo de tiempo comprendido entre 7 y 10 horas. Contrariamente, AS3A,
AS6, AS7 y AS8 demostraron una acciéon que superdo las 10 horas,
manteniendo un efecto litico constante con una densidad Optica inferior a la
del control positivo (bacteria). En el estudio realizado por Ali et al. (2024),
emplearon al bacteriofago ECFLM1 contra Enterobacter cloacae, se observo
que la absorbancia del cultivo infectado con bacteri6fagos aumenté
gradualmente de manera dependiente de la MOI durante las primeras 3 horas
y disminuyd gradualmente entre las horas 3 y 10. Se puede anticipar que la
actividad bacteriolitica en este tipo de estudio incrementa con el aumento de
las MOI, tal como se ha observado en estudios previos (Cieslik et al., 2022).
Mientras que Khawaja et al. (2016) encontraron que los bacteri6fagos
evaluados en su estudio redujeron el crecimiento de Enterobacter cloacae
durante las 8 a 18 horas posteriores a la infeccion. No obstante, después de
18 horas, se observo el desarrollo de bacterias resistentes, alcanzando una
densidad o6ptica similar al control no infectado, 24 horas después de la
infeccion. Se ha informado que en promedio, los procariotas codifican cinco
mecanismos de defensa antivirales en su genoma (Tesson et al., 2022). El
crecimiento observado en las curvas post-infeccién por los bacteri6fagos
podria asociarse con la posible resistencia bacteriana a través del mecanismo

del sistema CRISPR-Cas, segun lo sugerido por Finney et al. (2022).

Después de evaluar las caracteristicas biolégicas de los bacteriéfagos
de manera individual, se procedio a la formulacion de tres cocteles, cada uno
compuesto por dos bacteriéfagos. Estos cocteles fueron sometidos a una
evaluacion exhaustiva de su capacidad bacteriolitica en diferentes MOI. Entre

ellos, el coctel conformado por los bacteriéfagos AS5 y AS6 destaco por exhibir
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el mayor efecto litico sobre la cepa Enterobacter cloacae ATCC 13047. Este
coctel demostré un efecto bactericida en un intervalo de tiempo que oscila
entre 9y 10 horas, manteniendo una densidad Optica consistentemente inferior
a 0.09 en todas las MOI estudiadas. En contraste, (Nasr-Eldin et al., 2023a)
llevaron a cabo la evaluacion de un coctel de bacteriéfagos, observando una
significativa reduccion en el crecimiento de Enterobacter cloacae. Esta
disminucién se evidencié notablemente en la densidad éptica, alcanzando su
punto mas bajo a la hora 6 y manteniéndose durante aproximadamente 24
horas de incubacion con una MOI de 0.1. El desarrollo de técnicas terapéuticas
bacterianas alternativas, como la combinacién de diferentes bacteri6fagos
(coctel) o el uso de otros agentes biocidas, es fundamental para el control
bacteriano (Divya Ganeshan y Hosseinidoust, 2019).

En la evaluacion de los bacteriéfagos para su potencial aplicacion en
fagoterapia, un componente esencial radica en el exhaustivo analisis de su
genoma, segun destacan Babkin y Tikunova (2023). No obstante, en contraste
con los fagos que afectan a otras bacterias, se ha caracterizado un numero
limitado de fagos dirigidos a Enterobacter cloacae y las secuencias de genoma
disponibles son escasas (Cook et al., 2021), asi como para la comprension de
los mecanismos de interaccion fago-huésped. El analisis gendmico de estos
bacteriéfagos se llevé a cabo mediante una busqueda BLAST en la base de
datos GenBank, se utiliza un conjunto de algoritmos de uso comun para
identificar coincidencias entre secuencias biolégicas, abordando Ia
clasificacion taxonomica y la identificacion de sus parientes mas cercanos
(Cheng et al., 2022a). Ambos bacteriéfagos no presentaron genes asociados
a virulencia, lisogenia y resistencia a antibioticos. La ausencia de estos genes
es un punto clave para la seguridad del uso de estos bacteriéfagos en la
terapia (Tao et al., 2023).

Durante el analisis del genoma del bacteriéfago AS5, se identificé que

el genoma de referencia que presenta la mayor homologia es el del
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bacteriéfago Henu7 de Escherichia, exhibiendo una similitud intergenémica del
85.9 %. Este bacteriofago se clasifica dentro del género Henuseptimavirus de
la familia Drexlerviridae. En la bUsqueda de criterios para la creacién de
géneros cohesivos y distintos, se ha establecido un limite del 70 % de identidad
de nucledtidos en la longitud total del genoma para la definicion de géneros
(Turner et al., 2021b).

Los bacteri6fagos dentro de la familia Drexlerviridae se consideran
bacteriéfagos tipo T1, con una afinidad principal hacia el género Escherichia.
No obstante, se han documentado casos aislados de estos bacteri6fagos
infectando otros géneros como Enterobacter, Klebsiella y Shigella
(Adriaenssens et al., 2020). Caracterizados por una cabeza icosaédrica de
aproximadamente 60 nm y una cola delgada de alrededor de 150 nm, los
bacteriéfagos tipo T1 presentan una morfologia de Siphovirus (Koonjan et al.,
2020). Su naturaleza litica y altas tasas de adsorcion los posicionan como
candidatos destacados en el desarrollo de la terapia con bacteri6fagos
(Hosseinidoust, 2019). El médulo de lisis de estos bacteriéfagos incorpora el
sistema canonico holina-endolisina, que desempefia un papel crucial en la
liberaciébn de viriones durante las etapas finales del ciclo de vida litico,
culminando en la lisis celular y, por ende, la muerte del huésped (Wu et al.,
2021). Mientras las endolisinas se encargan de degradar el peptidoglicano en
la pared celular, las holinas permeabilizan la membrana celular (Cahill y
Young.,2019). De manera significativa, la principal distincion observada en la
comparacion gendémica radica en una fibra de la cola, lo que sugiere una
posible alteracion en el rango de huéspedes de los bacteriéfagos analizados.
Adicionalmente, el andlisis del indice de identidad de nucle6tidos promedio
reveld que el bacteri6fago AS5 constituye una especie nueva dentro del
género Henuseptimavirus, conforme a los criterios establecidos por el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), segun lo descrito por Turner et

al. (2021a). En un estudio reciente, Bseikri et al. (2023) detallaron dos
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bacteriéfagos de Klebsiella ubicados en este mismo género, los cuales
exhibieron actividad antibiopelicula destacada tanto en microplacas como en
catéteres. La eficacia demostrada sugiere su potencial como estrategia de
intervencion para las infecciones del tracto urinario asociadas a catéteres. En
este contexto, los bacteriéfagos pertenecientes al género Henuseptimavirus
muestran una actividad litica eficiente contra un grupo bacteriano especifico,
en consonancia con nuestro proposito previsto para la terapia con

bacteriofagos.

En una perspectiva diferente, se identifico que el genoma de referencia
que presentaba la mayor homologia con el bacteriéfago AS6 corresponde al
bacteri6fago PG7 de Enterobacter, mostrando una identidad intergenémica del
91.7 %. Este bacteriéfago se clasifica dentro del género Karamvirus, situado
ahora en la familia Straboviridae. Cabe destacar que esta familia ahora incluye
a los bacteriofagos previamente categorizados como "tipo T4", tras su
clasificacion previa en la ahora abolida familia Myoviridae, segun lo informado
por Turner et al. (2023). Los bacteriéfagos T4 estan compuestos por una
cabeza que protege su genoma y una cola envainada para insertar dicho
genoma en un huésped. La cola finaliza con una placa base multiproteica que
modifica su conformacion de una estructura en forma de cupula a una
estructura en forma de estrella durante el proceso de infeccion (Yap et al.,
2016).

En cuanto al médulo de lisis de estos bacteriéfagos, se destaca la
presencia, ademas de holina y espanina, de una lisozima, un tipo de endolisina
gue escinde el enlace glicano en el lado reductor del acido N-acetilmuramico
dentro del peptidoglicano de la pared celular bacteriana (Ramesh et al.,
2022).Esto adquiere relevancia dado que hasta el momento, no se ha
documentado resistencia alguna a las endolisinas (Maria et al., 2022). Cabe
resaltar que se identificaron 19 ARNt, considerados un paso clave en la

biosintesis de proteinas, mientras que los bacteriéfagos sin ARNt dependen
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del mecanismo de traduccion del huésped (Tan et al., 2023). En un estudio de
caracterizacion del bacteriéfago ECLFM1 llevado a cabo por Ali et al. (2024),
se encontr6 que su genoma estaba estrechamente relacionado con el
bacteriofago PG7 de Enterobacter, con una cobertura del 95 % y una similitud
del 97.4 %. Esta relacion resultd ser mas cercana que la observada entre el
bacteriéfago AS6 y el Henu7. Mientras que Andrezal et al. (2023) con el
bacteriofago Pet-CM3-4, tuvieron una similitud intergenémica del 89 %.
Finalmente, los resultados de la prueba ANI revelaron que el bacteriéfago AS6
representa una nueva especie dentro del género Karamvirus, segun los
criterios del ICTV. Informes previos sugieren que los bacteriéfagos dentro de
este género exhiben un efecto terapéutico prometedor, destacando su
potencial con una caracterizacion integral del receptor del huésped.

El proceso adecuado de aislamiento y caracterizacién de bacteriéfagos
de Enterobacter cloacae desempefia un papel esencial en el avance de
nuestra comprension de su funcién en el ecosistema, asi como en la
interaccién y coevolucion con su huésped (Suh et al., 2022). Tras la
caracterizacion gendémica y bioldgica de los bacteriéfagos, se implement6 un
modelo ex vivo para simular las tres regiones del intestino grueso, inoculandolo
con heces de individuos con obesidad. El analisis microbiologico revelé un
crecimiento constante de la microbiota intestinal en los biorreactores,
alcanzando la estabilizacion para el dia 21 de la simulacién. Los resultados
obtenidos presentan similitudes con el estudio de Laforét et al. (2023), quienes
emplearon biorreactores para simular una microbiota de poblacién abierta y
observaron una estabilizacibn comparable en el dia 23. Este paralelismo
fortalece la validez y reproducibilidad de nuestros hallazgos, respaldando la
complejidad de la metodologia utilizada y su aplicabilidad en diversos

contextos experimentales.

En la fase siguiente del estudio, se procedi6 con la inoculacién del coctel

de bacteriofagos en los biorreactores, tomando muestras antes y después de
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tres digestiones completas. Al examinar el titulo viral en el tiempo 0 en las tres
regiones del intestino grueso, no se detectaron bacteridfagos. Este fenomeno
podria atribuirse a la probable afectacién de las poblaciones nativas de
bacteriofagos, especialmente durante la presencia y progresion de la
obesidad, como ha sido sefialado por Palmas et al. (2021b). Sin embargo, tras
la inoculacién del coctel, se observé la supervivencia sostenida de los
bacteriofagos a lo largo del tiempo, destacando su capacidad de adaptacion al
ecosistema bacteriano del tracto gastrointestinal humano (Zuppi et al., 2021).
En contraste, se evidencio una disminucion en el conteo de enterobacterias en
las tres regiones del intestino grueso. Estas bacterias, que pertenecen a la
familia que alberga a Enterobacter cloacae, tienden a localizarse cerca de la
mucosa intestinal debido a su tolerancia relativamente mayor al oxigeno. A
pesar de ser anaerobios facultativos, agotan el oxigeno para crear un ambiente
reducido propicio para su colonizacién (Baldelli et al.,, 2021). Es relevante
destacar que la modulacion fue méas pronunciada en el CD, sugiriendo que las
condiciones de pH en cada regién pueden desempefiar un papel significativo.
Investigaciones anteriores han indicado que un aumento del pH en el intestino
grueso puede prevenir el crecimiento de bacterias patdogenas, especialmente
de la familia Enterobacteriaceae, que suelen ser sensibles a ambientes acidos
(Yamamura et al., 2023). En este contexto, se asocia una mayor proliferacion
de estas bacterias en el CT y el CD. Este hallazgo subraya la influencia
potencial de las condiciones de pH en la modulacién de la microbiota intestinal,

destacando la complejidad de las interacciones presentes.

En el analisis del conteo bacteriano con metabolismo similar a
Lactobacillus spp, Salmonella spp, Bifidobacterium spp y Clostridium spp, se
destac6 una modulacion mas significativa en el grupo MIN en comparacion con
el grupo MIE. En el estudio de Bianchi et al. (2018), quienes llevaron a cabo
fermentacién en biorreactores simulando el intestino grueso utilizando pectina

citrica en combinacion con Bifidobacterium longum BB-46 en microbiota de
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personas con obesidad. Los resultados generales indicaron un aumento en los
taxones pertenecientes al filo Firmicutes. Especificamente, se observé un
marcado aumento en las familias Ruminococcaceae y en miembros de
Succinivibrionaceae durante los tratamientos T2 (pectina con BB-46) y T3

(pectina), respectivamente.

Para obtener una vision completa de la comunidad bacteriana en los
grupos de estudio, se realizaron analisis de secuenciacion, centrados en el
gen ARNr 16s. Este tipo de analisis permite examinar la diversidad del
ecosistema intestinal, proporcionando informaciéon detallada sobre la
composicién y funcion de la microbiota (Liu et al., 2021; Schloss Patrick, 2024).
Los datos obtenidos sobre la alfa diversidad se usaron para explorar la riqueza
y uniformidad de la microbiota en las diferentes regiones del intestino grueso.
Estudios previos sugieren que la microbiota de personas con obesidad suele
ser menos diversa que la de personas con un peso normal, lo cual se atribuye
en parte a dietas altas en calorias pero bajas en diversidad de alimentos
(Rakhra et al., 2020). Ademas, se ha sugerido que la composicion del
microbioma podria estar mas relacionada con la eleccion de alimentos
especificos que con patrones nutricionales generales (Meslier et al., 2020). En
esta linea, el estudio de Tong et al. encontré que la alfa diversidad de las
personas con obesidad era significativamente menor que la de las personas
sanas, aunque no se observaron diferencias significativas en la beta
diversidad. Otro estudio en ratones inducidos a obesidad mostré6 una
disminucién en la riqueza y diversidad de la microbiota intestinal, junto con un
aumento en la inflamacién por macréfagos M1 y un deterioro en las uniones

estrechas entre las células epiteliales del colon (Zhang et al., 2019).

En nuestro estudio, en el grupo MIN, se observé que después de un
incremento inicial en los indices de alfa diversidad tras la primera digestion,
hubo una tendencia a una reduccion en la riqueza y uniformidad durante la

tercera digestién. Los valores de los parametros regresaron a niveles similares
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a los del tiempo 0. Este patron podria ser consecuencia de una disminucion
del efecto del coctel de bacteriéfagos o de un ajuste ecoldgico en la comunidad
bacteriana. Estudios adicionales sugieren que en intervenciones mas
prolongadas con prebioticos se observan cambios en biomarcadores
relacionados con la obesidad (Joung et al., 2021; Neyrinck et al., 2021). En el
grupo MIE, aunque se observaron picos en los valores de los indicadores
durante las dos primeras digestiones, seguidos de una disminucién en la

tercera digestion, estos valores se mantuvieron mas altos que en el grupo MIN.

En el analisis de beta diversidad, se observaron patrones de agrupacion
entre los tiempos y las diferentes regiones del intestino grueso. En ambos
grupos, el CAy el CT tendieron a agruparse en el mismo plano, lo que sugiere
que estas dos regiones tienen composiciones microbianas mas similares entre
si, posiblemente debido a un pH parecido. Los microorganismos intestinales
emplean diversas rutas de fermentacion para obtener energia y proliferacion,
la eleccién de estas rutas puede depender de factores como el pH y los
sustratos disponibles en el lumen intestinal, jugando un papel importante en la
composicion (llhan et al., 2017). El pH a lo largo del intestino grueso puede
variar de aproximadamente 5 a 7, el CD tiende a ser mas alcalino (Koziolek et
al., 2015). Esto podria explicar la similitud observada entre el CAy el CT, dado

que ambos estan en un rango de pH mas acido comparado con el CD.

Un estudio realizado por Peters et al. (2018) evalué la microbiota
intestinal de 599 adultos mayores con normopeso u obesidad y encontré que
varios subtaxones dentro del filo Firmicutes estaban asociados con la
obesidad. Especificamente, la clase Bacilli y las familias Streptococcaceae,
Gemellaceae y Lactobacillaceae se encontraron en niveles mas elevados en
los participantes con obesidad en comparacion con los de peso saludable. En
nuestra investigacion, al analizar la abundancia relativa en las muestras,
identificamos que el género Lacticaseibacillus fue el mas prevalente en ambos

grupos y en las tres regiones del intestino grueso. Sin embargo, tras la
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aplicacion del tratamiento con un coctel de bacteriéfagos, observamos un
aumento en la tercera digestién en el CA'y el CD, lo que podria indicar una
respuesta especifica a la intervencién. Una investigacion reciente con
animales estudio el efecto de una nueva cepa probidtica, Lacticaseibacillus
paracasei K56, aislada del intestino de un nifio sano. Los ratones alimentados
con una dieta alta en grasas durante 12 semanas recibieron varias dosis de
esta cepa a través de sonda forzada. Los resultados mostraron una reduccion
significativa en la masa grasa y mejoras en el metabolismo de los lipidos (Min
et al.,, 2021). En un estudio clinico que evalu6 el efecto de un coctel de
probidticos que incluia Lacticaseibacillus en mujeres con obesidad, no se
observo una variacidon global en la composicion filogenética de la microbiota
intestinal. No obstante, se notaron cambios especificos en ciertos taxones, lo
que sugiere la necesidad de estudios adicionales para determinar si estas
modificaciones podrian explicar los efectos beneficiosos previamente
descritos para estas cepas probidticas (Gomes et al., 2020). Aunque varias
cepas de Lactobacillus spp. pueden tener un impacto positivo en la reduccién
de la obesidad, es importante tener en cuenta que diferentes cepas
bacterianas del mismo género o0 especie pueden responder de manera
diferente a la misma intervencion. Por lo tanto, se vuelve crucial investigar el
efecto modulador de los probidticos sobre la microbiota intestinal a nivel de
cepa para comprender plenamente sus beneficios potenciales (Sun et al.,
2023). Al analizar la presencia del género Enterobacter, identificamos OTUs
que fueron asignadas a lecturas con similitudes genéticas cercanas a géneros
como Escherichia-Shigella. Todos estos géneros, pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae y comparten una estrecha relacion filogenética (Octavia y
Lan, 2014). Durante el periodo de intervencion, observamos una tendencia
decreciente en la abundancia de estos géneros en ambos grupos de estudio.
El analisis BLAST confirmé la ausencia de Enterobacter cloacae en el grupo
MIN y su presencia en el grupo MIE. Esto se debe a que la microbiota intestinal

en el grupo MIE estaba enriquecida con Enterobacter cloacae (bacteria
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hospedera del coctel de bacteriéfagos). Por lo tanto, en el grupo MIE se
observd una disminucioén gradual de las secuencias del gen ARNr 16s a lo
largo del tiempo, lo que podria ser consecuencia de los tratamientos aplicados.
En este mismo grupo, el género Enterococcus también fue detectado,
mostrando una disminucién en la digestion 3 tanto en el CA como en el CD.
Enterococcus faecalis (EF) es una bacteria que se encuentra naturalmente en
la microbiota intestinal de humanos. Sin embargo, cuando ocurre disbiosis
intestinal (caracteristica en la obesidad), EF puede comportarse como un
patobionte y tiene la capacidad de atravesar la barrera intestinal, lo que puede

tener implicaciones para la salud (Repoila et al., 2022).

Es importante destacar la alta prevalencia de bacterias del filo
Firmicutes, que es congruente con los hallazgos de Duan et al. (2021), quienes
sefalaron que la microbiota de personas con obesidad tiende a tener una
mayor proporcion de este filo. Aun asi, la relacion entre la microbiota intestinal
y la obesidad es mucho mas compleja que un simple desequilibrio de estos
grupos bacterianos (Tseng y Wu, 2019). El seguimiento longitudinal de las
distintas especies bacterianas revela que la depredacion por parte de los
bacteriéfagos puede provocar cambios significativos en la composicion de la
microbiota, incluso desencadenando efectos en cascada en otras especies a

través de interacciones interbacterianas (Hsu et al., 2019).

La modulacién de la microbiota intestinal por el coctel de bacteriéfagos
en ambos grupos esta presente en este estudio, pero para entender
completamente el impacto de estas intervenciones, se requiere una evaluacion
a nivel sistémico, para conocer si los cambios observados en la comunidad
microbiana influyen en parametros antropométricos, bioquimicos, clinicos y
dietéticos. Estas variables ofrecen un conjunto integral de biomarcadores para
estudiar la evolucion de la obesidad en los pacientes (Lustig et al., 2022;
Reche-Garcia et al., 2023). Al monitorear estos parametros, se puede obtener

una imagen mas completa de como la modulacion de la microbiota afecta la
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salud general y especificamente cdmo podria contribuir a la gestiéon y
prevencion de la obesidad. El analisis de la relacién entre el microbioma y la
obesidad es un campo que requiere investigaciones continuas para

desentranar los complejos mecanismos subyacentes.
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8. CONCLUSIONES

Este estudio ha proporcionado una vision detallada de los bacteriéfagos
dirigidos a Enterobacter cloacae. La investigacion ha abordado diversos
aspectos clave, desde la caracterizacion gendmica y biolégica de los
bacteriéfagos hasta la formulacién de cocteles terapéuticos y la evaluacién de
su efecto sobre la cepa Enterobacter cloacae ATCC 13047. Los bacteriéfagos
AS1, AS2, AS3A, AS3B, AS4, AS5, AS6, AS7 y AS8, presentan un rango de
hospederos estrecho, con la capacidad para infectar diversas cepas
pertenecientes a enterobacterias, lo que refleja su versatilidad y adaptabilidad.
Las pruebas de cinética de lisis han revelado la eficacia de estos bacteriéfagos
para inhibir el crecimiento de Enterobacter cloacae ATCC 13047, destacando
diferencias en el tiempo de accion entre los distintos bacteriéfagos. La
formulacion de cocteles, especialmente el compuesto por los bacteriéfagos
AS5 y AS6, ha demostrado un impacto bactericida significativo en un intervalo
de tiempo especifico, lo que sugiere su potencial aplicacion terapéutica. El
analisis gendmico ha proporcionado informacion valiosa sobre la relacion
filogenética de los bacteriofagos AS5 y AS6, identificando su clasificacion
dentro de los géneros Henuseptimavirus y Karamvirus, respectivamente. La
ausencia de genes asociados a virulencia, lisogenia y resistencia a
antibidticos, en ambos bacteriéfagos, subraya su seguridad potencial para la
terapia. Con respecto a la evaluacion del coctel de bacteriéfagos en el modelo
ex vivo, la microbiota intestinal en los biorreactores proliferé de acuerdo con lo
planteado y podemos observar que existen variaciones de la composicion de
la microbiota, de acuerdo con la region del intestino grueso. Una vez inoculado
el coctel de bacteriéfagos se observo la supervivencia de los bacteriéfagos a
lo largo de las digestiones, asi como cambios en los resultados de conteo
bacteriano, especificamente disminucién de enterobacterias. Con los analisis
genomicos, confirmamos la modulacién de la microbiota intestinal en las 3
regiones del intestino grueso en ambos grupos al observar la riqueza y

uniformidad de la composicién en los diferentes tiempos de intervencion.
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Siendo mas notoria en el grupo en donde se encontraba la bacteria hospedero

del coctel de bacteriéfagos (MIE).

Los hallazgos de este estudio respaldan la nocion de que los
bacteriéfagos son candidatos prometedores para la terapia contra
Enterobacter cloacae, ofreciendo una alternativa innovadora y selectiva en
comparacion con enfoques terapéuticos convencionales. Ademas, la
diversidad y adaptabilidad de estos bacteriéfagos sugieren un amplio potencial
para abordar la variabilidad genética de Enterobacter cloacae y su capacidad
de adaptacion. Sin embargo, es crucial continuar investigando el efecto
sistémico que puede ocasionar el uso de estos bacteridfagos en el contexto

de la obesidad.
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9. RECOMENDACIONES

Es importante investigar el impacto sistémico resultante de Ia
administracion de este coctel de bacteriéfagos en un modelo in vivo, con un
enfoque principal en la evaluacion de la microbiota intestinal a través de
técnicas de metagendmica. Simultdneamente se propone analizar la
produccion de LPS y la respuesta inmunolégica mediante expresion génica de
interleucinas y hormonas producidas en la obesidad. Ademas, se sugiere
realizar ensayos de dosificaciéon para obtener datos mas detallados sobre la

eficacia y seguridad del tratamiento.

Adicionalmente, se destaca la necesidad de trabajar en el disefio de un
encapsulado especifico, orientado a la liberacion controlada del coctel de
bacteriéfagos en el intestino grueso. La evaluacion de este encapsulado en
condiciones gastrointestinales se revela como un paso critico para comprender
la estabilidad del coctel en el entorno estomacal e intestino delgado. Estas
investigaciones proporcionaran informacién esencial para garantizar la
viabilidad y eficacia del coctel de bacteriéfagos en las condiciones fisiologicas
relevantes. Estos analisis y evaluaciones previstos tienen el propdsito de
corroborar la eficacia y seguridad del coctel de bacteriéfagos como un
modulador terapéutico para la microbiota intestinal en individuos con obesidad

para poder llegar a ensayos clinicos.
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)

lo, bajo el tema de:

Un céctel de bacteriéfagos como modulador de la microbiota intestinal de personas con obesidad

Presentado en el XV Coloquio Internacional de Investigacién para Estudiantes Universitarios
VIl Coloquio Internacional de Investigacién Universitaria.
Atentamente
“PIENSA Y TRABAJA"
42023, Afio del fomento a la formacién integral con una Red de Centros y Sis Multitemdticos”

Ciudad Guzman, municipio de Zapotlan el Grande, Jalisco a 16 de Noviembre de 2023

r >
Hermini Mi 7 Dr. Andrés Valdez Zepeda . Zyanya Reyes Castillo
Dra. Elia Valdés
Col Secretario Académico de Centro Directora dél Instituto en Ciencia del Comportamiento
SOCFG?GI"U: s ‘c: i da‘l y gt Universitario del Sur Orientacién en Alimentacién y Nutricién
con en
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Anexo 4. Participacion en el 4to Congreso Internacional Sobre Inocuidad y

Calidad Alimentaria.

CONGRESO INTERNACIONAL
SOBRE “Alimentos Seguros,

5 " INOCUIDAD Y CALIDAD « ~
& I A ALIMENTARIA o Una Sola Salud
eaas AN A AR AL 4 (!

La Asociacion Nacional para la Inocuidad
y Calidad Alimentaria en México,

en el marco del 4'° Congreso Internacional sobre Inocuidad y Calidad Alimentaria,

otorga el presente

RECONOCIMIENTO

Rodriguez ArellanoA:Sthefhany Nohemi

Por su valiosa participacion como ASISTENTE y PONENTE modalidad CARTEL con el
trabajo titulado:

Un coctel de bacteriéfagos contra Enterobacter cloacae, patégeno vinculado a la
obesidad

- N\
i
\h'\ i )
]
. Cristébal Chaidez Quiroz Francis€a Pifia Zazueta Maria Dolores Muy Rangel
Presidente de la ANICA Directora del Tecnoldgico Nacional Coordinadora del CIAD Culiacan

\ de México, campus Culiacan

TECHOLOGIO
NACIONAL DE NEXID.

Alimentacion y o CIENCIA PARA £ PROGH

@CON,AHCYT oo, G CONFIE EOURERR
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Anexo 5. Reconocimiento del segundo lugar en presentacién de cartel en el

4to Congreso Internacional Sobre Inocuidad y Calidad Alimentaria.

CONGRESO INTERNACIONAL L

o SOBRE “Alimentos
INOCUIDAD Y CALIDAD . ——
ALIMENTARIA g Una Sola Salud

La Asociacion Nacional para la Inocuidad
y Calidad Alimentaria en México,

en el marco del 4* Congreso Internacional sobre Inocuidad y Calidad Alimentaria,

otorga el presente

RECONOCIMIENTO

Sthefhany Nohemi Rodriguez Arellano

Por haber obtenido el 2do lugar en el concurso de carteles con su trabajo: “Un coctel de bacteriéfagos
contra Enterobacter cloacae, patégeno vinculado a la obesidad”. Coautores: Rodriguez-Arellano, S.N,
Chaidez-Quiroz, C, Vergara-Jiménez, M.J, Gonzalez-Gémez, J.P, Gonzalez-Avila, M.

P

[ = \

. Dr. Cristobal Chaidez Quiroz Dr. Jean Pierre Gonzalez Gomez MC. Rosabel Vélez de la Rocha
\ Presidente de la ANICA Miembro del Comité Editorial Miembro del Comité Editorial

. B

@ @CONAHCYT £ mmmwﬁr:::m“ g@CONPiﬁE E CULIACAN

on Alimentacién CIENCIA PARA EL PROGI
)
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Anexo 6. Participacion en el Primer Congreso de Investigadoras Sinaloenses.

P - Y 2 ¥
G CONFIE ¥ 1

CIENCIA PARA EL PROGRESO

EL GOBIERNO DEL ESTADO DE SINALOA, A TRAVES DE LA COORDINACION
GENERAL PARA EL FOMENTO A LA INVESTIGACION CIENTIFICA E INNOVACION
DEL ESTADO DE SINALOA Y LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SINALOA
MEDIANTE EL CENTRO DE POLITICAS DE GENERO PARA LA IGUALDAD ENTRE
MUJERES Y HOMBRES

OTORGAN LA PRESENTE

CONSTANCIA

A: STHEFHANY NOHEMI RODRICUEZ ARELLANO

POR SU PARTICIPACION COMO
EXPOSITORA DE CARTEL CIENTIFICO
EN EL

PRIMER CONGRESO DE

TNVEST|GADORAS
SINA[OENSES

CELEBRADO LOS DIAS 14 Y 15 DE MARZO EN EL CENTRO DE

APRENDIZAJE VIVENCIAL DE LA CIENCIA Y LA TECNOLOGIA
CULIACAN ROSALES, SINALOA, MARZO DE 2024

QUINONES DRA. BEA GENIA RODRIGUEZ PEREZ
Director Generyl de CONFIE Directora General del CPGIMYH de la UAS
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Anexo 7. Estancia académica en el Centro de Investigacion en Alimentacion

y Desarrollo.

\: GOBIERNODE | VT
# MEXICO CONAHCY

Centro du Investigacidn

en Allmantacidn y Desarrolio
ciAD

Subsede Culiacén
CIAD/DUC/CD/022/24
Culiacan, Sinaloa, México; 16 de febrero de 2024

ASUNTO: Constancia de
Estancia de Investigacion

A QUIEN CORRESPONDA:

Por medic de la presente hacemos constar que la C. Sthefhany Nohemi
Radriguez Arellano, con ndmero de matricula 15683168, del cuarto semestre de la
Maestria 2n Ciencias de la Mutricidn v Alimentos Medicinales de la Faodltad de
Ciencias de la Mutricidn y Gastronomia, de la Universidad Auténema de Sinaloa, ha
concluido  satisfactoriaments su Estancia de Investigacion en el Centro de
Investigacidn en Alimentacién y Desarrollo, A C. Subsede Culiacan (CIAD Culiacan),
a cargo del Dr. Cristébal Chaidez Quiroz, realizando sus actividades en el Laborateorio
Macional para la Investigacion en Inocuidad alimentaria (LANIIA), durante el periodo
comprendido del 1 de septiembre 2022 al 31 de enero del 2024 vy participando en el
proyecto titulado "Cfecto litico de un coctel de bacteridfagos sobre Enterobscter
cloacas y sU0 impacto en el perfil de metabolitos producidos en la microbiata

intestinal ascciada a la ohesidad en un modelo ex wiva'

Sin otre particular, me despido de usted guedando a sus drdenes para
cualguier aclaracian.

| DCCENC'A
Dra. Josefina Led Eé alix

Responsable de Programa
CIAD, A, . Coordinacion O

ceo Archivo

Carretera a Eldoradn, km. 5.8, Col. Campa El Diez, C.R 80110, Culiacdn, Sinaloa, Méxica.
Tel: 667 480 6950 www.clad.ma

5 30 O S .
RN SNSRI

2C24

Felipe Carrillo
FUERTO

[ —

=SS 539, o
I.'JJ\ .\ R 1. |‘-""<"" \\\\\%‘
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Anexo 8. Estancia académica en el Centro de Investigacion y Asistencia en

Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco.

i,

GOBIERNO DE % CONACYT @.
o CIATED

.’ MEXICO

Guadalajara, Jal. A 23 de Marzo de 2023
Ref. CP/532/2023

A QUIEN CORRESPONDA

PRESENTE.

Por medio de la presente, me dirijo a usted para hacer de su conocimiento que la C.
Sthefhany Nohemi Rodriguez Arellano con Numero de Cadigo 15683168, de la Maestria en
Ciencias de la Nutricion y Alimentos Medicinales, de la Universidad Autdnoma de Sinaloa,
fue aceptada para realizar su estancia académica en la Unidad de Biotecnologia Meédica y
Farmacéutica dentro del proyecto “Efecto litico del bacteriofago vB_Ecl5_AS1 sobre
Enterobocter cloacae presente en la microbiota intestinal asociada a la obesidad en un
modelo ex vive, como parte del proyecto pan 10" bajo la supervision de la Dra. Marisela
Gonzalez Avila, en un periodo de 01 de Marzo al 31 de Mayo del 2023.

Se extiende la presente para los fines que la interesada considere convenientes

ATENTAMENFE

@
CINTEJ

Dra.

Coordinacién de Posgrados

Erika Nahomy Marino Marmolejo

Directorg Adjunta de Investigacion y Posgrado

Ay Hormallstas Mo, 800, Colin
200

Tal [33] 1345 5

a5 e La Mormal, CP. 24270, Guadalajara, Jal. Mésicoo. 2023
NPITGEECIatel MY WAL CEIRS], P MIEED

VIEA
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Anexo 9. Publicacion del articulo”Genomic and biological characterization of

bacteriophages against Enterobacter cloacae, a high-priority pathogen”.

Virnlogy 595 (2024) 110106

Contents lists available at ScienceDirect

Virology

ELSEVIER

Journal homepage: v elsevier comlocate’virology

=

Genomic and biological characterization of bacteriophages against
Enterobacter cloacae, a high-priority pathogen

= - . 2 a E e
Jean Pierre Gonzalez-Gomez °, Sthefhany Nohemi Rodriguez-Arellano ”, Bruno Gomez-Gil %,
Marcela de Jesiis Vergara-Jiménez ™, Cristobal Chaidez ™
* Loabaramrky Nacionad pare & Dreestigockin o nocuidad ANmesoria (LANITAL Cenre de Imnvestigociin e Admensackin y Desarmalin, ALC. (CIADY, Comreera o

Ehdorado km 5.5, Coopo ET Diex, 80110, Culiocon, kv, Mfexicn
Gaaranomiz, Dnbersifod Asdnomo de Sinaleo, S00T9, Culioran, Siatine, Merio

ARTICLE INFOQ ABSTRACT

Hasfling Editor. Di. Tasmine Todmar Enterobecter cloocee &5 a dinically significant pathogen due to its multi-resistance to antibiotics, presenting a

challenge in the treatment of mfections. As concerns over antibintic resistance escalate. novel therapeutic ap.

Fywords proaches have been explored. Bacteriophages, chasacterized by their remarkable specificity and ¥
;"‘h“-;"b“fm’“"‘xﬂ" replicate within farget bacteriz, are emergmg as a promising altermative therapy. In this study, we isolated
s

and partially charactesized nine lytic bacteriophages targeting E. cloarae, with two selected for comprehensive
genamic analysis based on their host range and bactericlytic activity. All identified phages exhibited a2 marrow
host range, demonstrated stability within 2 temperature range af 30-60 °C, dsplayed pH tolerance from 3 to 10,
and showed an excellent bacterinlytic capacity for up to 18 h. Notably, the fully characterized phage genomes
revealed an absence of lysogenic, virulence, or antibintic-resistance genes, positioning them as promising can
didates for therapeutic intervention against E doaose-related diseases. Nonetheless, translating this knowledge
into practical therapeutic applications mandates 2 deeper understanding of bacteriophage interactions within

Bacterkalytic sotiiy

complex biclogical enviromments.

1. Introduction

Enrobacter, a genus of Gram-negative rod-shaped bacteria within
the Entervhecterioeens amily, is ubiquitous in both terresirial and
aguatic environments. However, its presence in healtheare serrings
poses a signilicant threar, contributing 1o various infections such as
bacteremia, endocarditis, septic arthritis, osteomyelitis, skin/soll tisue
infections, and infections allecting the lower respiratory, urinary, and
intra-abdominal tracts (Davin-Regli and Pages, 2015 Smith et al,
22). Additionally, a3 an opportunistic pathogen i the intestine,
E. clpoee has been implicated in triggering inflammation, potentially
leading 1o metabolic diseases [Jin et al_, 2022; Yan e al, 2016). These
pathogens are categorized among the ESKAPE pathogens, a group that
alsn includes Enerococcus freciom, Smphylococews aurens, Klebsiefle
preumonite, Acinelobocter  bawnganii, and Preademonos  oersgpinosa.
ESKAPE pathogens are a major concern for health authorities like the

CRC and WHO due to their elevated resistance levels, virulenee, and

* Corresponding authar.
** Carresponding author.

limited treatment options, posing a significant risk o immunocomgpro
mised individuals in both healthcare and residential settings (Rice,
2008; Tacconelli er al | 2018). Among Enterohocier species, E clvarme
stands gul as a particularly roublesome pathogen frequently implicated
in nosoeomial preumonias and infections, rendering it one of the most

cimcerning microorganisms in the current antibiotic era (Mezzalesta
1.

Enterabacier clpacae presents inlrinsic resistance 1o various antibi

eral, 2

otics, imeluding ampicillin, amoxicillin, (rer-generation cephalosparing,
and cefoxitin, primarily attributed o the constitutive production of
AmpC flactamase. Furthermwore, resistance o last-resort carbapenenis
such a8 meropenem, imipenem, and emapenem has classified certain
isolates as multidrog-resistant (MDR) {Annavajlala et al, 2019).
Colistin emerges as one of the lew effective antibiotics for managing
MDR Emterobacter infections. However, the escalation and prevalence of
colistin resistance have exacerbated clinical challenges by limiring
available rreatment options, thereby complicating elinical management

E-mzl addresesc mjvergarafiuas.sdumx (M. Vergara-Jiménez), chaquiiciad mx (C. Chaidez).
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