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1 Introducci6

Els cos huma no és només un organisme, sin6 que és un ecosistema en el qual conviuen
tot tipus de microorganismes en diverses parts anatomiques, formant una comunitat
dinamica que es coneix com a microbiota humana. La microbiota esta composta per
bacteris de tot tipus, fongs, arqueobacteris i virus, que en un estat de salut conviuen amb
el cos huma establint diferents tipus de relacions. La microbiota humana es pot dividir
en compartiments anatomics, ja que cadascun presenta un equilibri d'especies diferents,
i dins de tots ells, el que presenta una major quantitat i diversitat de microbiota és el
tracte intestinal. La microbiota s'adquireix durant el part i hi ha diversos factors que al
Ilarg de la vida tindran un paper clau en determinar la composicid de la microbiota, per
exemple, el tipus de part, la dieta, I'estrés o les exposicions ambientals. (Santiago-
Rodriguez & Hollister, 2019)

Dins de I'estudi de la microbiota, la branca més estudiada i la que a priori sembla tenir
el major impacte en la salut humana és el bacterioma, que és el conjunt de poblacions
bacterianes que habiten el cos huma. En part coneixem tant dels bacteris, especialment
els extracel-lulars, degut a la facilitat de treballar amb ells, ja que tradicionalment s’han
aillat en cultius. A més, el bacterioma en concret s'ha estudiat extensivament en estats
patologics, com la diabetis o la malaltia inflamatoria intestinal, indicant que aquestes
patologies presenten un bacterioma caracteristic. (Barrera-Vazquez & Gomez-Verjan,
2020; Santiago-Rodriguez & Hollister, 2019)

Tot i que el component més estudiat del microbioma son els bacteris, no és el grup més
abundant del microbioma intestinal, ja que es calcula que hi ha 10° particules viriques
per gram de matéria fecal a l'intesti, superant als bacteris. (Barrera-Vazquez & Gomez-
Verjan, 2020; Santiago-Rodriguez & Hollister, 2019)

Els virus son parasits obligats formats com a minim per dos elements: una capsida
proteica que té la funcid de protegir el material genetic, que pot ser tant DNA com RNA
de doble cadena o cadena senzilla. Dins del viroma, aquest es pot separar en tres
components principals: els retrovirus endogens humans que formen part del genoma
huma, els virus eucariotes i els bacteriofags. En aquesta revisié bibliografica, es tindra
en compte només els virus eucariotes i bacteriofags. (Santiago-Rodriguez & Hollister,
2019)



El conjunt de bacteriofags, també anomenat fagogenoma, representa la major porcio del
viroma i son virus que infecten el bacterioma. Els bacteriofags poden tenir dos estils de
vida: estrictament litic o poden ser temperats i tenir la capacitat de realitzar cicles
lisogenics i integrar-se al genoma bacteria com a profags fins que canvis en les
condicions ambientals indueixin I'activacio del profag i es faci el cicle litic. No obstant
aixo0, quin estil de vida presentin, en tots dos casos el resultat de la infeccio és la lisi del
bacteri. Es per aquest motiu que els bacteriofags tenen un paper molt important en el
microbioma, ja que tenen la capacitat de modular les poblacions bacterianes que poden
créixer i, per tant, tindran un impacte directe en totes les malalties en les quals es

presenta un microbioma alterat. (Santiago-Rodriguez & Hollister, 2019)

En quant als virus d'eucariotes, es poden separar en virus que infecten humans i virus
que ingerim per la dieta. EI seu rol és poc conegut ja que la majoria dels virus humans
que estableixen relacions de comensalisme amb [l'intesti huma s'han descobert
recentment a partir d'estudis metagenomics. Pel que respecta als virus ingerits per la
dieta, sén virus passatgers que a priori no interactuen amb el cos huma. La majoria
d'aquests virus sén de plantes de RNA i son el principal component detectable del
viroma. Hi ha un tercer grup dins dels virus d'eucariotes que son els virus d'altres
components de la microbiota com ara amebes, fongs o helmints, tot i que aquests virus
gairebé no han sigut estudiats o caracteritzats degut a la falta de seqliencies consens.
(Santiago-Rodriguez & Hollister, 2019; Vemuri et al., 2020)

A I'hora d'estudiar les poblacions viriques que habiten el cos huma, presenten una serie
de dificultats afegides respecte als bacteris. La primera dificultat és que els virus, al ser
parasits obligats, és més dificil que siguin aillats i cultivats. Un altre gran inconvenient
respecte als bacteris és que els virus no posseeixen gens ben conservats com ho seria el
cas dels bacteris, on es pot utilitzar tant el 16S com 18S rRNA per realitzar estudis
metagenomics de seqlenciacié massiva i aixi determinar les especies bacterianes
presents. Amb els virus, també s'utilitza la seqiienciacidé massiva i metagenomica, no
obstant aixo, la identificacié de seqiiéncies viriques es fa per comparacio amb bases de
dades que contenen sequiencies consens dels pocs virus que coneixem, el que porta a
que la majoria de sequéncies amplificades no tinguin un match amb una seqliencia

consens. (Santiago-Rodriguez & Hollister, 2019)

En quant al terme viroma huma, és un concepte relativament nou, ja que va ser utilitzat
per primera vegada el 2003 per Anderson N, et al. i fins al 2008 no va sorgir el primer
6



estudi en descriure el viroma huma utilitzant técniques metagenomiques (Breitbart et
al., 2008) Aquest estudi va consistir en I'estudi del viroma en recent nascuts utilitzant la
seqlienciacid6 metagenomica. Arran d'aquest estudi, es va comengar a establir el
concepte de viroma, i actualment el viroma és un tema d'actualitat que es veu reflectit
en el creixement exponencial que han experimentat les cites bibliografiques
relacionades amb el viroma huma. Donat el gran volum de cites bibliografiques recents
sobre la tematica, juntament amb la descripcié de noves interaccions entre el viroma, la
microbiota i el cos huma, s'obre la porta al desenvolupament de noves aplicacions

biotecnologiques en molts ambits molt dispars.

2 Objectius

2.1 Objectius principals
Coneixer la relacié entre el viroma, la microbiota i el cos huma per poder aplicar aquest
coneixement per desenvolupar noves eines biotecnologiques basades en el viroma

huma.

2.2 Objectius secundaris
Comprendre com el viroma interactua amb el sistema immune i quins mecanismes son

capacos d'induir canvis en I'estat de salut.

Entendre com adquirim el viroma i quins son els principals components en el viroma

huma.



3 Metodes

Per a realitzar la cerca bibliografica s'ha utilitzat majoritariament PubMed, i en menor

mesura Google Scholar.

Primerament, es va realitzar una cerca general amb les paraules clau "Virome™, "Human
Virome" o "GI Tract Virome", i es va filtrar per a obtenir reviews publicades en els
ultims 5 anys, amb I'objectiu d'obtenir un coneixement general sobre el camp del viroma
huma intestinal. Un cop realitzada la cerca inicial, en la qual es va comencar a combinar
els termes els termes de cerca anteriors amb operadors AND, OR, NOT per obtenir
informacié per a apartats concrets. En diferents ocasions s'han realitzat cerques
addicionals per completar el text, i s'han utilitzat termes especifics per a cada apartat,
com per exemple "Bacteriophage”™ AND "Immune System", "PMMoV" AND "Waste
water”, o "Anellovirus” AND "Immunosuppression”. Els filtres aplicats a partir de la
segona cerca sempre han sigut els ultims 5 anys, tot i que, en alguna ocasid, per falta de
bibliografia nova, s'han utilitzat les referéncies més recents independentment del filtre

de 5 anys.

3.1 Criteris d’acceptacio

S'han seleccionat articles cientifics que compleixen els seglients criteris:

e El contingut s'ajusta al viroma intestinal.

e El contingut ajuda a entendre algun aspecte clau sobre el viroma intestinal.

e Articles més antics que ajudin a comprendre aspectes basics o descobriments
rellevants sobre el viroma intestinal.

e Idioma és l'anglés.

e Article de lectura gratuita.

3.2 Criteris d’exclusio
e Atrticles sobre el viroma que no s'ajustaven al viroma intestinal.
e Idioma de l'article no és lI'anglés.

e L'article no es pot accedir de manera gratuita.



4 Colonitzaci6 del tracte intestinal de la microbiota i viroma

4.1 Transmissio vertical de microbiota en el Gter

El concepte de la transmissié vertical de microbiota esta sota escrutini en la comunitat
cientifica en base a nous estudis que semblen indicar que realment si hi ha una
transmissio vertical de microbiota entre mare i fetus. (Aagaard et al., 2014; Bushman &
Liang, 2021)

La hipotesi que durant I'embaras hi havia transmissié vertical de microbiota va sorgir
del descobriment per seqiienciacié de poblacions bacterianes en la placenta, meconi i
liquid amniotic, anant en contra de la hipotesi de I'Gter estéril. No obstant aixo, a partir
d'aquest descobriment es van realitzar diversos estudis per comprovar la veracitat de la
troballa i es va determinar que les sequéncies bacterianes detectades provenien de
contaminacions dels reactius utilitzats. Una altra evidencia que suporta la hipotesi de
I'Gter estéril és el fet que podem aconseguir animals lliures de microbiota si durant el
part es realitza per cesaria estéril i traslladem I'animal a un ambient lliure de bacteris.
L'animal romandra esteril, indicant que durant la gestaci6 no hi ha hagut una

transmissio de microbiota. (Aagaard et al., 2014; Bushman & Liang, 2021)

Pel que fa a la transmissio vertical de virus patogens, si €s un mecanisme ben descrit
(Liang & Bushman, 2021). No obstant aix0, aquesta transmissio es dona quan hi ha
estats de malaltia associats a infeccions viriques i encara no hi ha cap estudi al respecte
de la transmissio vertical del viroma. (Barr, 2017)

Alhora de realitzar aquest treball es tindra en compte la hipotesis del Gter estéril degut a
la falta d’evidéncies fermes en contra. Per tant els nous nats alhora del part no presenta

cap tipus de microbiota.

4.2 Nou nats

Respecte a com els nounats adquireixen la microbiota, és un procés ampliament estudiat
i del qual coneixem les seves fases. Aquest procés de colonitzacid és similar en tots els
nounats, independentment de les seves diferéncies individuals. EI procés de colonitzacid
es pot dividir en les segients etapes: després del naixement i part, tres mesos de vida,

sis mesos de vida i tres 0 més anys de vida. (Senn et al., 2020)

Durant el part, es pot observar una diferéncia entre els nadons que neixen de forma

natural o per cesaria, ja que, en el part natural, acostumen a tenir una major diversitat



bacteriana i viral als primers mesos. No obstant aixo0, aquests resultats no s'han pogut
reproduir en tots els grups estudiats. Per tant, s'ha de tenir en compte que el tipus de part
no influeix en l'adquisicié de microbiota. (Liang & Bushman, 2021; Tiamani et al.,
2022; Townsend et al., 2021)

En la primera etapa de colonitzacid bacteriana, després del naixement, els infants que
han nascut sans experimentaran una colonitzacio rapida del tracte intestinal, degut a la
ruptura de membranes durant el part(Liang & Bushman, 2021). Principalment, aquesta
colonitzaci6 és realitzada per bacteris aerobics, els quals, en consumir oxigen, creen
ninxols on els bacteris anaerobics facultatius, com ara els bacteris representats pels
filums Fimbricutes o Proteobacteria, poden prosperar i consumir encara més oxigen.
Aquest consum d'oxigen facilita I'aparici6 més endavant dels bacteris anaerobics

estrictes dels géneres Actinobacteria, Bacteroidetes i Fimbricutes. (Senn et al., 2020)

Durant aquest periode, el tipus de dieta que s'administri al nounat, ja sigui llet materna o
llet de formula, també té un efecte. Recentment, s'ha vist que la llet materna podria
portar bacteris de la mare al nad6, especificament bacteris del genere Bifidobacterium i
Lactobacillus, representant una altra via per la qual els nounats adquireixen microbiota
que conté profags que poden ser induits. (Bushman & Liang, 2021; Dahlman et al.,
2021; Townsend et al., 2021)

A partir de tot aquest bacterioma adquirit per diverses vies, sembla ser que també és la
via d'entrada dels bacteriofags al nadd. La hipotesi més acceptada sobre d'on provenen
els primers bacteriofags es basa en que la majoria dels bacteriofags que troben
inicialment a l'intesti huma provenen de profags en la microbiota colonitzadora inicial.
Aquesta hipotesi, anomenada "piggyback”, es pot suportar pel fet que en ratolins, els
bacteris que tenen profags tenen una avantatge competitiu sobre els bacteris sense
profag, ja que en expressar-se el profag, pot evitar la colonitzacio d'espécies semblants
que no en tenen al seu genoma. No s'ha demostrat aquest efecte en humans (Dahlman et
al., 2021; Tiamani et al., 2022). Si considerem aquesta hipotesi com a certa envers
humans, voldria dir que la majoria del viroma inicial prové de la induccio dels profags.
(Liang et al., 2020)

Al primer mes de vida, el viroma del nadd presenta majoritariament bacteriofags que

presenten un cicle lisogénic, ja que son els que provenen de profags. No obstant aixo, la
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senyal de induccié massiva de profags no es coneix, no s'ha determinat el seu origen en

humans, tot i que s'han postulat diverses hipotesis com a explicacio.

Primerament, s'ha postulat que la composicio de la llet materna és clau perqué es doni la
induccid. La llet materna conté multiples components immunes que protegeixen al nado6
de infeccions intestinals, com ara anticossos materns IgM, oligosacarids i lactoferrina.
El rol d'aguests components és principalment actuar com a defenses contra possibles
infeccions viriques o bacterianes intestinals, ja que els nadons amamantats amb llet
materna presenten una menor proporcio de virus eucariotes en femtes. A més, sembla
ser que la llet materna té un efecte secundari en la microbiota, ja que en preséncia de llet
materna s'ha observat que bacteris especifics incrementen la seva abundancia, el que es
reflecteix a nivell de viroma com un augment dels bacteriofags associats a aquests
bacteris. El primer efecte observable que té la dieta sobre el viroma es manifesta en
relaci6 amb el tipus de lactancia materna. S'ha observat que els nadons que son
alimentats amb llet materna presenten una menor acumulacié de virus humans (Liang &
Bushman, 2021). Aix0 podria ser degut al fet que la llet materna conté mdltiples
components immunes que protegeixen al nadd de les infeccions intestinals, com ara la
preséncia d'anticossos materns IgM, oligosacarids i lactoferrina. A part d'aquest efecte
de prevenir malalties, la llet materna també té un efecte sobre els bacteriofags, ja que
s'ha observat que bacteris especifics incrementen la seva abundancia quan hi ha llet
materna, i aix0 porta a un augment dels bacteriofags associats (Liang & Bushman,
2021; Tiamani et al., 2022). Altres possibles efectes directes en el fagogenoma de la llet
materna estarien lligats a la seva gran concentracié de greixos, ja que s'ha observat en
ratolins amb dietes riques en greixos que presentaven una composicio del viroma
caracteristica, amb un augment de bacteriofags de la familia Microviridae. Aquest
efecte, per ara, només s'ha descrit en ratolins, perd podria ser un altre exemple de la
importancia de la llet materna i de com influeix en el viroma. (Townsend et al., 2021)

Una altra possible explicacié per explicar per que es dobna aquesta induccié de
bacteriofags podria ser la preséncia dels metabolits bacterians les condicions de pH i
oxigen, els nutrients i la bilis podrien actuar com a senyals inductores per a la produccio
de profags, com s'ha observat en diferents models. (Liang & Bushman, 2021). No
obstant aixo, en el cas del cos huma, no es coneix si hi ha una senyal especifica ni quina

és.
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A partir d'aguest moment s'establira la relacio bacterioma-viroma de predacid, en la qual
els profags induits podran infectar els seus hostes per propagar-se per tot l'intesti.
Durant aquesta etapa, els bacteriofags presents dependran del tipus de bacteris presents,
ja que s'ha vist que hi ha una relacié entre I'abundancia de la microbiota a I'intesti i el
nombre de bacteriofags que infecten aquesta microbiota. (Liang & Bushman, 2021;
Townsend et al., 2021). Per tant, és normal que els primers bacteriofags que es detecten
en nounats pertanyin a les families Siphoviridae, Podoviridae i Myoviridae, ja que
tradicionalment els seus hostes son espécies dels primers bacteris que colonitzen el

tracte intestina. (Liang & Bushman, 2021).

Tots els factors esmentats anteriorment promouen un canvi en el bacterioma al voltant
dels tres mesos de vida, on el bacterioma presenta una dominancia d'Actinobacteris,
especialment Bifidobacterium provinent de la llet materna, Bacteroidetes i

Proteobacteria com Escherichia coli. (Senn et al., 2020).

Cal destacar la importancia del moment en qué el nadé comenci a ingerir menjar solid,
aproximadament a partir dels 6 mesos de vida, ja que marca el punt en que el seu
microbioma comencara a semblar-se al de l'adult. Aquest canvi sembla ser que no ve
propiciat per la introduccié del menjar solid, sin6 que el factor determinant és que el

nado deixa de ingerir llet materna. (Senn et al., 2020)

Tot i que el menjar solid no és el factor determinant, si que té un paper secundari
moderat, ja que gairebé tots els aliments que ingerim contenen bacteriofags, fins i tot els
menjars que han passat per processos de desinfecci6 com la fermentacié o la
pasteuritzacié. Aquesta podria ser una nova via per la qual els nadons adquireixen

diverses poblacions tant de bacteriofags com de bacteris. (Townsend et al., 2021)

Finalment, aproximadament després dels 3 anys de vida, i amb I'efecte combinat de tots
els factors esmentats, la microbiota intestinal s'estabilitza i es similar a la microbiota
adulta tant en diversitat com en l'abundancia d'especies dels filums Firmicutes i
Bacteroidetes. La dominancia d'aquests filums promoura que els bacteriofags especifics
per a aquests hostes augmentin en quantitat, i alhora que disminueixen els bacteriofags
que no tenen els seus hostes presents. Aix0 provoca una gran disminucio en la riquesa i

diversitat del viroma. (Lim et al., 2015)

Pel que fa a l'estil de vida dels bacteriofags que trobem en els nounats, sembla indicar

que la majoria presenta un estil de vida lisogenic. Aquest estil de vida estaria
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determinat, en part, per les condicions limitants d'hostes a qui infectar, ja que durant
aquestes etapes el bacterioma experimenta canvis significatius. La predominancia de
I'estil de vida lisogenic durant la primera etapa seria un mecanisme d'autopreservacio

dels bacteriofags. (Santiago-Rodriguez & Hollister, 2019)

Durant aquest procés d'adquisicid, també en algun moment apareixen els virus humans
comensals. Realment es coneix poc sobre aquests virus, i no esta ben establert en quin
moment comencen a formar part del viroma, pero es creu que tot i que poden apareixer
durant el procés de lactancia amb llet materna, la seva adquisicié majoritaria es dona
amb la introduccié de menjar solid, ja que les defenses que s'administren per la llet
materna desapareixen i a partir de I'exposicié ambiental, els virus humans comensals

s'estableixen al tracte intestinal. (Lim et al., 2015; Senn et al., 2020)

Resumint, podem dir que la colonitzacio del tracte intestinal en nounats per part del
viroma es produeix de manera escalonada. Primerament, hi ha una gran induccié dels
profags que acompanyen el bacterioma. Després, amb la introduccié de menjar solid, es
promou l'aparicié de virus humans. A més, hi han un canvis menors en el fagogenoma,

influenciat per un canvi en el bacterioma. (Bushman & Liang, 2021; Liang et al., 2020)

4.3 Adults

El viroma dels adults es considera estable amb el temps, i segons alguns autors, hi ha
una predominanga dels bacteriofags litics. A més de ser estable, s'ha observat que el
viroma és altament individualitzat. No obstant aixo, tot i ser considerat estable, estudis
recents indiquen que amb el temps hi ha una desviacié genética significativa en el
viroma, en part relacionada amb la desviacié del bacterioma associada a 1’edat.
(Dahlman et al., 2021)

Durant la fase adulta, a més del viroma persistent de bacteriofags i virus humans
comensals, també es poden detectar clisters virals transitoris que generalment presenten
una major abundancia que el viroma persistent. Aquests clusters solen estar formats per
bacteriofags lisogenics o virus eucariotes, com virus de plantes o altres virus que

ingerim a través de la dieta. (Dahlman et al., 2021)

Cal tenir en compte que a través de la dieta ingerim tot tipus de virus, tant bacteriofags
com virus de plantes i altres eucariotes, que poden tenir un efecte sobre el nostre
microbioma (Tiamani et al., 2022). No obstant aix0, aquest efecte sobre el microbioma

és moderat i reversible, i en alguns casos els canvis en el microbioma associats a la dieta
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en adults no sén superiors a la variabilitat interindividual. A més de contenir virus, es
creu que diversos aliments podrien actuar com a inductors de profags, tot i que en
aquest cas l'efecte seria molt petit i estaria per sota de la variabilitat interindividual.
(Townsend et al., 2021)

En quant al manteniment del viroma al llarg del temps, estudis recents indiquen que hi
ha una gran estabilitat temporal del viroma a nivell individual. S'ha observat que les
composicions de viromes en individus sans son iguals o molt semblants a les
composicions de fa 26 mesos. No obstant aix0, no disposem d'estudis a llarg termini

sobre com evoluciona el viroma. (Shkoporov et al., 2019).

Durant I'edat adulta, el principal factor que influencia el viroma huma és la localitzacio
geografica, per damunt dels factors genétics, tot i que encara hi ha discrepancies a la
literatura cientifica en aquest camp d'estudi.

D'una banda, diversos estudis en nadons bessons, tant univitel-lins com bivitel-lins,
indiquen que el component genétic té un efecte, ja que els bessons univitel-lins
presentaven un viroma més semblant entre ells que amb la resta de individus. D'altra
banda, tenim estudis a gran escala en els quals es va observar que el viroma presentava
similituds entre grups de persones que habitaven regions geografiques similars, a causa
de I'efecte dels factors ambientals. Aquest fet es va corroborar en un estudi realitzat amb
bessons adults, on es va observar que, tot i que en general els bessons univitel-lins
presentaven una major similitud entre ells que amb persones desconegudes, en alguns
casos el viroma havia canviat tant entre bessons que no hi havia cap similitud (Liang &
Bushman, 2021). Totes aquestes discrepancies es poden explicar si tenim en compte els
factors ambientals. En I'estudi realitzat amb nadons bessons, cal tenir en compte que
aquests habitaven el mateix entorn, per tant, a més de compartir els factors genetics,
també comparteixen els mateixos factors ambientals (Lim et al., 2015). Seguint la
mateixa logica, quan els bessons estan sotmesos a diferents factors ambientals, és

normal que s'observin diferencies en el viroma. (Lim et al., 2015)

Un altre factor a tenir en compte és I's d'antibidtics, ja que, d'una banda, maten de
manera indiscriminada la microbiota i promouen un estat de disbiosi que afecta els
bacteriofags, ja que el seu amfitrié pot no estar present en el tracte intestinal o estar-hi
en menor quantitat. Paradoxalment, en estudis sobre I'abundancia del viroma durant el

tractament amb antibiotics, s'ha observat que aquest no experimenta cap variacié en la
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seva abundancia. Finalment, també cal tenir en compte que durant tractaments curts
amb antibiotics, s'ha observat un augment en la inducci6 de profags a causa dels danys
al DNA causats pels antibiotics i I'inici de la resposta de SOS del bacteri, augmentant

aixi la quantitat de viroma. (Townsend et al., 2021)

Degut a la suposada dominancia litica dels bacteriofags en adults, han sorgit diferents
hipotesis per explicar la coexistencia estable entre bacteriofags litics i bacteris de la
microbiota. Les principals hipotesis son les segiients: dinamica de carrera armamentista
(tant bacteriofags com bacteris estan en constant evolucid per evitar I'extincid), canvis
d'amfitri6 facilitats per la microbiota (els bacteriofags poden canviar d'amfitrié un cop
han erradicat el seu amfitrié principal) o refugis espacials (llocs on els bacteris poden

proliferar sense ser objectius dels bacteriofags). (Dahlman et al., 2021)

En l'avaluacio d'aquestes hipotesis, encara estem en etapes primerenques, pero per la
hipotesi de la dinamica de carrera armamentista s'han descrit mecanismes que
encaixarien, com l'aparicio de resistencia a bacteriofags per part dels bacteris. Pel que fa
a la hipotesi dels canvis d'amfitri¢ facilitats per la microbiota, es coneix que en ambients
amb una elevada diversitat microbiana, s'estimula el canvi d'amfitrio i que hi hagi una
major disponibilitat d'amfitrions potencials, el que podria explicar com sobreviuen els
bacteriofags litics en l'intesti de nadons i nens, ja que presenten una major variabilitat,
tot i que aixo encara ha de ser demostrat. La hipotesi actualment més acceptada és la
dels refugis espacials, ja que en estudis recents s'ha observat una heterogeneitat espacial
en l'intesti que porta a la formacié de microhabitats, que serien el principal mecanisme

de coexisténcia. (Dahlman et al., 2021)

No obstant aix0, donat el nostre coneixement limitat de la biologia dels bacteriofags, és
molt probable que hi hagi altres mecanismes que afectin a la coexisténcia. Un exemple
seria la capacitat dels bacteriofags crAss-like de reproduir-se a nivells normals sense
afectar el creixement de I'amfitri6 bacteri en cultius, mitjancant mecanismes que encara

no coneixem. (Dahlman et al., 2021)

També és plausible pensar que la relacié de predacié entre els bacteriofags del viroma i
el bacterioma tingui un efecte a nivell de soques i subsoques de bacteris i bacteriofags,
mentre es manté intacta la composicidé taxonomica superior, com ara el genere o la

familia. Per tant, en realitzar estudis metagenomics i centrar-se en aquests nivells
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superiors, és possible que no s'observin els canvis induits pel fagogenoma. (Shkoporov
etal., 2019)

Finalment, en estudis més recents s'ha plantejat la hipotesi que els bacteriofags que
dominen durant I'etapa adulta també presenten majoritariament cicles lisogenics. Aixo
podria ser plausible ja que el nostre coneixement actual de la composicié del viroma és
limitat, i és possible que els bacteriofags lisogénics quedin enmascarats per la gran

abundancia de bacteriofags litics que si podem detectar. (Townsend et al., 2021).

El que si esta clar és que a l'intesti huma hi ha un delicat equilibri entre els estils de vida

litic i lisogénic que encara no coneixem a fons. (Jansen & Matthijnssens, 2023)

En aquest treball, davant de la discrepancia en la literatura, s'acceptara que I'estil de vida
de la majoria del fagogenoma és temperat en adults, afavorint el cicle lisogenic sobre el
litic

Com a conclusi6 podem dir que cal tenir en compte que la composicio del viroma varia
al llarg del tracte intestinal a causa de les condicions ambientals i, en el cas dels
bacteriofags dels hostes que habiten aquesta part del tracte intestinal (Townsend et al.,
2021). No obstant aix0, degut a la majoria dels estudis sobre el viroma es realitzen a

partir de femtes, no podem avaluar ni coneixer realment la distribucié al llarg de

l'intesti.

5 Taxonomia del viroma intestinal adult saludable

Aquest apartat es centrara en el viroma adult ja que comparat amb el viroma d’infants es

estable durant el temps i la majoria d’estudis s’han realitzat a partir de mostres d’adults.

5.1 Com s’estudia el viroma intestinal i les seves limitacions

Per estudiar el viroma intestinal, s'acostuma a partir d'una mostra de femta, degut a que
és més facil d'adquirir que una biopsia d'intesti. El protocol normal consta de dues parts:
primerament, aillar el material genetic que prove de les Virus-Like Particles (VLP) que
com el seu nom indica son particules amb caracteristiques semblants als virus que
poden o no ser infeccioses, i a continuacio, ampliar aquest material genomic i fer la

Ilibreria metagenomica. (Aggarwala et al., 2017)

Depenent del tipus de purificacié que es faci, s'aillara el material genetic de virus

d'RNA o DNA, o de virus amb embolcall o nucli. EI primer pas d'un protocol tipic per
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aillar VLP consisteix a suspendre una quantitat de femta en un buffer per a ser
centrifugat o filtrat i poder separar les VLP de les cel-lules bacterianes o humanes. Cal
tenir en compte, en filtrar, que la majoria de protocols utilitzen mides de porus entre 0,2
i 0,45 micrometres, i cal destacar que hi ha tant virus eucariotes com bacteriofags que
tenen una mida superior a 0,45 micrometres, i d'altra banda també coneixem que hi ha
bacteris més petits de 0,45 micrometres. Aixi doncs, cal tenir en compte que podem
estar discriminant una part del viroma o afegint contaminacié via bacteris petits.
(Aggarwala et al., 2017)

Seguit de la filtracid, s'acostuma a fer un segon pas de purificacid, que pot ser una altra
filtracié en centrifuga o centrifugacié en gradient de clorur de cesi (CsCl) per purificar i
concentrar les VLP. Tot i que el pas més utilitzat és la filtraci6 en centrifuga, s'’ha
observat que la centrifugacio en gradient de clorur de cesi és millor per eliminar el DNA
procedent de I'hoste. No obstant aix0, aquest pas és molt laborids i per aixo s'utilitza
més la filtraci6 en centrifuga. Addicionalment, es poden afegir altres passos de
purificacio, com afegir cloroform per trencar les membranes cel-lulars tant de bacteris
com de cel-lules de I'noste. No obstant aix0, aquest pas presenta l'inconvenient que
podem perdre els virus embolcallats i podria tenir altres efectes en altres poblacions de
virus, és per aix0 que aquest pas no s'acostuma a realitzar. L'GItim pas de la purificacid
consisteix en eliminar els acids nucleics Iliures afegint DNases i RNases. (Aggarwala et
al., 2017)

En la segona part del protocol s'inicia amb I'aillament del material genetic de les VLP
purificades, aixo es pot fer per diversos metodes comercials estandarditzats. Com la
quantitat de material genetic aillat de les VLP és considerablement poc, s'acostuma a fer
passos d'amplificacid del material genetic. Si volem amplificar DNA, un dels métodes
més utilitzats és "Multiple Displacement Amplification™ on s'utilitza la polimerasa del
bacteriofag @29 per amplificar el material genetic utilitzant oligonucleotids aleatoris
com a primer. En el cas que vulguem amplificar 'RNA, tindriem que afegir un pas per
aconseguir cDNA i podriem utilitzar el mateix metode que amb el DNA. (Aggarwala et
al., 2017)

Un cop ja tenim una quantitat considerable de material genétic, ja podriem construir la

Ilibreria genética per metodes estandard comercials. (Aggarwala et al., 2017)
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Degut a les limitacions que presenta I'estudi dels virus i al fet que la majoria dels estudis
sobre la composicio del viroma es basen en utilitzar una base de dades de sequéncies
consens per identificar les especies viriques, aproximadament el 90% de les sequiéncies
del viroma detectades no presenten homologia amb cap seqiiencia consens(Aggarwala
etal., 2017; Shkoporov et al., 2019) i aquest conjunt de seqliencies viriques no

identificades es coneix com a "viral dark matter". (Shkoporov et al., 2019).

No obstant aixo, en un dels estudis de metagenomica més detallats, els resultats
indiqguen que nomeés 23 bacteriofags es comparteixen per més de la meitat dels
individus, tot i que encara aixi aquesta coincidéncia és només una part del viroma que

detectem acuradament. (Koonin et al., 2021)

5.2 Bacteriofags
Dins dels virus bacteriofags, la gran majoria de deteccions en el viroma pertanyen a dos

dominis: Duplodnaviria i Monodnaviria.

Els bacteriofags que pertanyen al domini Duplodnaviria es caracteritzen per ser de
material genetic dsDNA, tenen capsida icosaedrica i utilitzen terminases, un tipus

d'ATPases, per empaquetar el material genetic. (Koonin et al., 2021)

Dins d'aquest domini, la classe amb major representacié en tot el viroma és
Caudovirales. Aquests bacteriofags de dsDNA presenten, a part de la capsida
icosaedrica, una cua . Pel que fa als seus hostes bacterians, poden infectar un gran rang
de microbiota humana intestinal; per exemple, tenen la capacitat d'infectar membres
dels seguents filums: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria i Proteobacteria.
(Jansen & Matthijnssens, 2023)

Arribant al nivell de familia, les principals families representades en el viroma intestinal
son Myoviridae que es una familia amb un estil de vida majoritariament litic,
Podoviridae i Siphovioridae que presenten majoritariament un estil de vida temperat i la
familia mes abundant CrAssphages.(Tiamani et al., 2022). Pel que fa al nostre
coneixement sobre la familia CrAssphages, encara és limitat, ja que va ser descobert el
2013 a partir d'estudis metagenomics (Koonin & Yutin, 2020). El seu hoste sembla ser
membres del filum Bacteroidetes en general, ja que I'inica espécie confirmada que té la
capacitat d'infectar és Bacteroides intestinalis, d'on va ser aillat per primer cop. (Koonin
& Yutin, 2020; Tiamani et al., 2022; Yutin et al., 2018). Pel que fa al seu estil de vida,
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sembla ser que afavoreix I'estil de vida temperat, realitzant cicles lisogénics i integrant

el material genetic a I'hoste, tot i que encara és tema de debat. (Yutin et al., 2018)

El segon domini amb major presentacio és Monodnaviria, que es caracteritza per ser
virus de material genétic sSSDNA i codifica per una endonucleasa homologa encarregada
d'iniciar la replicacid del material genetic per cercle rodant. (Koonin et al., 2021)

A nivell de classe dins del domini, la classe de Malgratnaviricetes és la més
representada. Dins d'aquesta classe, els virus presenten una capsida esferica sense cua i
encara no es coneix 1’hoste d'aquests bacteriofags. No obstant aixo, es creu que els
amfitrions d'aquests virus podrien ser parasits intracel-lulars com clamidies 0 membres
de I'Enterobacteria (Jansen & Matthijnssens, 2023). Pel que fa a I'estil de vida d'aquesta
classe, és obligatoriament de cicle litic, ja que no tenen els elements genétics per
realitzar el cicle lisogenic (Jansen & Matthijnssens, 2023). Finalment, dins d'aquesta
classe cal destacar la familia Microviridae, que és la segona familia més abundant en el

viroma intestinal. (Liang & Bushman, 2021)

5.3 Virus eucariotes
Dins dels virus que infecten organismes eucariotes, els podem separar entre virus que
infecten humans i virus que infecten altres organismes eucariotes, o virus dels quals no

sabem quin és el seu amfitrio.

5.3.1 Humans
Dins dels virus que infecten humans, es podem separar segons el seu domini, sent els
principals Riboviria i Monodnaviria, i els virus que no tenen un domini assignat, com

seria la familia Anelloviridae.

El domini Riboviria engloba els virus que tenen material genetic d'ARN, tot i que també
trobem virus de DNA que es repliquen per estratégies de transcripcié inversa (Koonin et
al.,, 2021). Els virus d'aquest domini es poden separar en dos regnes principals:

Orthornaviria i Pararnaviria.

Els virus del regne Orthornaviria son virus exclusius de RNA que contenen una RNA
polimerasa dependent de RNA. Un dels principals representants d'aquest regne en el
viroma huma és la familia Flaviviridae, i en especial I'espécie Pegivirus C, també
coneguda com virus de la hepatitis G. Aquest virus, tot i ser anomenat com virus de la

hepatitis, no esta associat a cap malaltia i podria presentar avantatges per a I'hoste huma.
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Quant a la presencia en el viroma huma, els virus de la familia Pegivirus no solen
detectar-se en adults sans, pero si ens fixem en el Pegivirus C, trobem una incidéncia en
humans del 5%. Aquesta infecci6 no estda associada a cap simptomatologia
caracteristica, per0 recentment s'ha observat que haver patit aquesta infeccié podria
representar un avantatge en com el sistema immune respon contra el VIH, ja que s'ha
associat haver passat una infeccio prévia per Pegivirus C amb una millora clinica en el
moment de ser infectat per VIH i el desenvolupament de la SIDA. Aix0 podria indicar
que la infeccio podria beneficiar I'noste, segurament protegint les cél-lules humanes de

futures infeccions viriques. (Koonin et al., 2021).

En quant al regne Pararnaviria, engloba els virus que utilitzen estrategies de
transcripcio reversa per replicar-se. Tot i que no s'ha vist que aquest tipus de virus
estiguin en simbiosi en l'intesti, els humans tenim més de 3000 retrovirus endogens en
el nostre material genetic, que representa un 8% (Koonin et al., 2021). Aquest material
genetic proveit de virus té diversos rols importants en la fisiologia humana, tot i que
encara €s un camp en expansio i no coneixem si té algun efecte sobre el viroma o si els

hauriem de considerar com a part del viroma.

Canviant de domini a Monodnaviria, que son virus de ssDNA majoritariament, les
principals families que podem detectar en el viroma intestinal sén Parvoviridae i

Polyomaviridae.

La familia Parvoviridae presenta virus amb patogenicitat i tropismes cel-lulars molt
variables, ja que dins de la familia trobem virus tant patogenics com asimptomatics.
Exemples de parvovirus que normalment trobem en el viroma de pacients aparentment
sans serien: Human bocaviruses (HBoV), Virus Adeno-Associats (AAV), Parvovirus
huma 4 (PARV4), Parvovirus B19. Un dels Parvovirus que trobem en el viroma
gastrointestinal, sanguini o respiratori és el HBoV, i és degut a que té tropisme per
diferents tipus cel-lulars. Aquest Parvovirus s'ha associat amb simptomatologia
respiratoria aguda, sobretot en nens, no obstant aixo, en adults es pot trobar com a part
del viroma aparentment saludable. Les dinamiques que permeten que un virus a priori
patogéenic pugui persistir en el viroma de manera estable sense causar patologia encara
no les coneixem. Un altre exemple d'aquesta dinamica seria el Parvovirus B19. Aquest
virus te la capacitat d'infectar els precursors de les cel-lules sanguinies i és un patogen

huma que causa exantemes i altres patologies. No obstant aix0, podem trobar en el
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viroma de la pell una prevalenca del 25% d'aquest virus en humans sans. (Koonin et al.,
2021)

L'altra familia amb representacio en el viroma és Polyomaviridae, que té material
genétic dsDNA circular tot i estar dins del domini Monodnaviria. Els polyomavirus en
humans es caracteritzen per tenir una taxa de replicacié baixa i evadir el sistema
immune. En pacients immunocompromesos tendeixen a donar-se infeccions
asimptomatiques per polyomavirus. EI polyomavirus més estés en la poblacié humana
és el John Cunningham virus (JC virus), present en el 90% de la poblacié humana. El
virus s'adquireix durant la infancia, establint una infeccié primaria a les amigdales o al
tracte intestinal, tot i que no se sap amb certesa cientifica(Koonin et al., 2021). Sembla
ser que el JC virus té la capacitat d'establir infeccions latents o ser excretat pel tracte
intestinal, segons indiquen dos estudis (Bofill-Mas et al., 2001; Boltin et al., 2000). No
obstant aix0, aquests estudis daten del 2000 i 2001, abans de la revolucidé de la
metagenomica, per tant, és un camp que cal tornar a avaluar el paper del JC virus en el

tracte intestinal.

Finalment arribem als virus humans sense assignacio, on els més importants son la
familia Anelloviridae, que son virus de ssDNA amb una capsida icosaédrica. Els virus
d'aquesta familia estan sense classificacid, ja que fora de la familia dels Anelloviridae
no s'ha detectat homologia de proteines amb altres virus . Es creu que tota la poblacid
humana global esta infectada per aquests virus, i tampoc hi ha cap evidéncia de que el
sistema immune elimini la infecci6. Es creu que la primera infecci6 es dona durant la
infancia, pero encara no s'ha pogut associar els anellovirus a cap malaltia relacionada
amb la infeccié primaria (Koonin et al., 2021). Tenint en compte que s'’han detectat
anellovirus en molts tipus de mostres biologiques, podem pensar que els anellovirus no
presenten un tropisme per a cap tipus cel-lular en especific. Cal destacar que avui en dia
encara no sabem si els anellovirus son capacos de persistir en el cos huma i tenir la
capacitat de reactivar-se sota condicions concretes, o si la seva estratégia és reinfectar-
nos continuament, ja que el sistema immune té la capacitat d'eliminar el virus. Les dues
hipotesis podrien ser certes, ja que si en un periode de temps no podem detectar
anellovirus, podria ser degut a que la carrega viral esta per sota del llindar de detecci6 o
que realment la persona no presenta la infeccié en aquell moment. (Kaczorowska & Van
Der Hoek, 2020) La infeccio cronica esta controlada pel sistema immune, i s'ha observat

que els nivells danellovirus oscil-len segons la immunocompeténcia de [I'hoste
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(Kaczorowska & Van Der Hoek, 2020; Koonin et al., 2021). Els anellovirus no son
exclusius de humans, ja que s'han trobat en altres mamifers, indicant una coevolucio

[larga amb els mamifers. (Koonin et al., 2021)

5.3.2 Virus d’altres essers vius 0 amb hoste desconegut
En aquest apartat es discutiran els principals virus sense un hoste definit o que el seu

hoste no son cel-lules humanes.

El primer grup de virus del qual es parlara son els Statovirus, un nou grup taxonomic
descrit el 2017 a partir d'estudis metagenomics del viroma intestinal de diferents
mamifers en diferents localitzacions geografiques. Es caracteritzen per ser virus de
sSRNA que contenen una RNA polimerasa dependent de RNA que esta relacionada
filogeneticament amb les families viriques Tombusviridae (virus de plantes) i
Flaviviridae (virus d'artropodes i humans). No obstant aixo, els Statovirus presenten una
organitzacié genomica Unica, amb diferencies significatives respecte a les families
viriques préviament esmentades, indicant que es podria considerar un taxonomic propi.
L'hoste d'aquest taxondmic encara roman un misteri, ja que a part de l'intesti huma, no
s'han identificat seqiiencies de Statovirus en conjunts de dades de bacteris, fongs,
plantes, organismes unicel-lulars eucariotes 0 mostres ambientals. Per tant, es postula
que el seu hoste és l'intesti de mamifers (Janowski et al., 2017). Recentment, a partir
d'un estudi de filogenia de la RNA polimerasa dependent de RNA, s'indica que els
Statovirus presenten una relacié amb un grup de virus no classificats anomenat tombus-
like. Aquests virus formen part de holobionts d'invertebrats. A partir d'aquest estudi,
també es podria plantejar la hipotesi que els Statovirus provenen de la dieta o que sén
simbionts o parasits d'alguns invertebrats (Janowski et al., 2017; Wolf et al., 2018).
Sobre els Statovirus encara queda molt per investigar, com per exemple quin és el seu
hoste i quin paper tenen en el viroma huma, ja que el Statovirus C1 es va detectar a
partir d'una mostra humana que presentava simptomes febrils no especifics. Tot i que en
la mostra es van trobar altres virus que podrien ser els causants de la simptomatologia,

no es pot descartar que el causant sigui el Statovirus C1. (Janowski et al., 2017)

La seglient familia amb un hoste desconegut que trobem en el viroma intestinal de
mamifers és la familia Picobirnaviridae. Sén una familia de virus dsSRNA que pertanyen
al regne Orthornavira. Pel que fa al seu hoste, no es coneix i mai han sigut cultivats in
vitro o en animals models (Kashnikov et al., 2020; Krishnamurthy & Wang, 2018). No
obstant aix0, la hipotesi més acceptada és que son bacteriofags de la microbiota
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(Krishnamurthy & Wang, 2018). Aquesta familia virica encara no ha sigut associada a
cap malaltia, tot i que es sospita que la infeccid per Picobirnaviridae podria estar
associada amb la diarrea. (Kashnikov et al., 2020; Koonin et al., 2021)

Les seguents families de virus son Marseilleviridae i Mimiviridae. Els virus d'aquestes
families son de dsSDNA amb una capsida icosaédrica. Els virus d'aquestes families solen
ser inclosos com a Megaviroma, degut a la seva gran mida d'aproximadament 500 nm, i
el seu hoste natural son les amebes (Koonin et al., 2021; Sahmi-Bounsiar et al., 2021).
Aquests virus gairebé no estan presents en el viroma huma, tot i que s'han aillat especies
d'aquestes families en l'intesti. (Colson et al., 2013; Koonin et al., 2021). S'han detectat
virus d'aquestes families tant en sang com en femta , tant en persones sanes com en
aquelles que presentaven patologies amb un agent causal desconegut. No obstant aixo,
encara es desconeix quin paper juguen aquests virus en la salut humana. (Sahmi-
Bounsiar et al., 2021)

Finalment, tenim els virus de plantes, que provenen de la dieta, i la majoria d'aquests
virus sén de RNA. ElI nombre de virus detectables pot ser molt alt, depenent de la dieta,
i no hi ha cap evidéncia que indiqui que aquests virus de plantes tinguin algun efecte en
I'ésser huma. EIl virus de plantes que es detecta més és el Pepper mild mottle virus
(PMMoV), en catala virus del motejat suau del pebrot. Aquest virus, com bé indica el
seu nom, infecta els pebrots i es pot adquirir a través de la dieta. Aquest virus presenta
una gran estabilitat, ja que tot i passar pel tracte intestinal huma, manté la seva capacitat
infectiva un cop és expulsat per la femta. (Koonin et al., 2021)

23



Taula 1: Taula resum sobre la taxonomia viral intestinal trobada en adults

Domini Regne / Classe Familia Hoste conegut Caracteristiques distintives
Duplodnaviria Classe Caudovirales | Myoviridae Enterobacteria Capsida icosaedrica amb cua contractil,
material genétic dsDNA i estil de vida litic.
Podoviridae Enterobacteria i Proteobacteria | Capsida icosaedrica amb cua no contractil,

material genetic dsDNA i estil de vida
temperat.

Siphovioridae

Enterobacteria i Arqueobacteris

Capsida icosaédrica amb cua no contractil
curta, material genétic dsDNA i estil de vida
temperat.

CrAssphages Bacteroidetes Capsida icosaédrica amb cua curta no
contractil, material genétic dsDNA i estil de
vida temperat/litic. EI component principal del
viroma.

Riboviria Regne Flaviviridae Humans Virus de ssSRNA amb transcriptasa reversa,

Orthornaviria

com l'espécie Pegivirus C, té una especial
importancia com a possibles virus comensals
de lintesti. No hi ha informacié disponible
sobre la seva morfologia ja que no han estat
aillats.

Picobirnaviridae

Desconegut, pero es sospita que
es bacteriofag de microbiota

Virus de dsSRNA amb Capsida isométrica.

Virgaviridae Plantes Virus de RNA que infecten plantes. Especial
importancia I'espécie Pepper mild mottle
virus, és el virus de plantes present en humans

Monodnaviria Classe Microviridae Enterobacteria 0 parasits | Capsida icosaedrica sense cua, estil de vida

Malgratnaviricetes

bacterians intracel-lulars

litic. EI segon component més abundant en el
viroma.
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Clase
Quintoviricetes

Parvoviridae

Humans

Virus de ssDNA que acostumen a
desencadenar malalties en nens, pero els
podem trobar en viromes adultes sense donar
estats de malaltia. Representants caracteristics:
Human bocaviruses (HBoV), Virus Adeno-
Associats  (AAV), Parvovirus huma 4
(PARV4), Parvovirus B19.

Clase
Papovarivicetes

Polyomaviridae

Humans

Virus de dsDNA circular que presenten taxa
de replicaci6 baixa per evadir el sistema
immune. Representat caracteristic:  John
Cunningham virus, present en el 90% de la
poblacié humana.

Varidnaviria

Clase Megaviricetes

Marseilleviridae
i Mimiviridae

Amebes

Virus de dsDNA de gran mida (fins a 500 nm)
detectats en humans.

Sense asignacio

Sense asignacid

Anelloviridae

Humans i altres mamifers

Virus de ssDNA presents en tota la poblacio
humana. No presenten homologia de proteines
amb altres virus.

Sense asignacié

Sense asignacid

Nou taxo
Statovirtus

Desconegut

Virus de ssSRNA que contenen transcriptasa
reversa i presenten una organitzacié genomica
Unica.

Informacio obtinguda de les referéncies citades en el text i base de dades taxonomica de International Commitee on Taxonomy of Viruses (ICTV).
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6 Relacions entre la microbiota i el viroma

Classicament, la relacié entre la microbiota, més especificament els bacteris, i els
bacteriofags es de predacid, ja que independentment de si els bacteriofags fan el cicle
litic o lisogénic, eventualment I'hoste sera lisat. Tot i aquesta relacio clara de predacio
dels virus al seu hoste, també s’han desenvolupat diverses relacions en les quals la
presencia de bacteriofags presenta un avantatge per al bacteri. Aixi, podriem parlar que,
a mes d'establir una clara relacio de predacid, també s'estableixen relacions de simbiosi

0 mutualisme, les quals s'abordaran en aquest apartat. (Townsend et al., 2021)

6.1 Transmissio horitzontal de gens

Els bacteriofags tenen la capacitat de ser portadors de gens que beneficien als bacteris,
actuant com a vectors de transferéncia horitzontal de gens (Cieslik et al., 2021; Shuwen
& Kefeng, 2022; Townsend et al., 2021). Els bacteriofags poden ser portadors de gens
que codifiquen toxines, polisacarids o vies metaboliques, aixi com gens de resisténcia a

antibiotics, tot i que és estrany.(Van Belleghem et al., 2018).

A més, s'estima que la conversid lisogenica dels bacteriofags contribueix en un 5% a la
funcié de la microbiota en l'intesti huma, indicant que els profags tenen una gran

influencia en la funcié que desenvolupa la microbiota. (Townsend et al., 2021)

Un exemple de transferéncia horitzontal de gens entre bacteriofags i bacteris, beneficios
per als bacteris, seria quan els bacteriofags tenen la capacitat de disseminar gens de
resisténcia als antibiotics després d'una exposicid a l'antibiotic en questio. Aixo
concorda amb el fet que els antibiotics poden induir els profags a entrar en cicle litic,
provocant una sobre-representacio de bacteriofags que porten gens de resistencia als
antibiotics i, d'aquesta manera, disseminant el gen a més bacteris. (Cieslik et al., 2021;
Shuwen & Kefeng, 2022)

Sorprendentment, s'ha observat que els bacteriofags també juguen un paper important
en la formacié de biofilm en alguns bacteris. Un exemple seria el cas de Bacillus
anthracis, que per si mateix no és capa¢ de formar biofilms. No obstant aixo, quan
aquest bacteri conté un profag de la familia Siphoviridae, pot utilitzar el factor sigma de
I'RNA polimerasa que esta codificat en el profag per activar l'expressid dels gens

necessaris per a la formacio de biofilm. (Cieslik et al., 2021)
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Un altre exemple serien els bacteris que porten factors de viruléncia. Un exemple és el
cas de Vibrio cholerae, on el gen estructural de la toxina colérica esta codificat en el
bacteriofag filamentdés CTXp, fent que Vibrio cholerae sigui innocu sense la conversid

lisogenica d'aquest bacteriofag. (Cieslik et al., 2021; Shuwen & Kefeng, 2022)

6.2 Cicle dels nutrients

El paper que juguen els bacteriofags en el cicle dels nutrients en ambients marins o en el
sol és ben conegut. Els bacteriofags alliberen carboni al medi quan lisen els seus hostes,
incrementant la quantitat de nutrients disponibles. En el cas de l'intesti huma, aquest
presenta una densitat de nutrients molt més elevada, la qual cosa promou una densitat
bacteriana major i, per tant, una major competéncia pels nutrients. S'ha proposat que el
viroma intestinal és I'encarregat d'alleujar la competéncia entre bacteris, ja que limita el
seu creixement, regula l'estabilitat de la comunitat i el cicle dels nutrients, tal com
ocorre en els ecosistemes marins o en el sol. No obstant aix0, degut a la gran variacio
del viroma entre individus, és molt dificil determinar quins nutrients altera, com els

altera o quins virus estarien implicats en aquest mecanisme. (Townsend et al., 2021)

6.3 Colonitzacio del tracte intestinal

Una altra relacié de mutualisme es déna durant la colonitzacié del tracte intestinal.
Suposant que abans del part el nounat no presenta microbiota, les seves mucoses no
presenten cap tipus de microbiota. Aquest procés de colonitzacié s'ha observat que
podria estar facilitat per bacteriofags ja que s'han descrit que els bacteriofags tenen la
capacitat d'unir-se a les mucoses per mecanismes d'adheréncia febles entre les
glicoproteines mucines i dominis “Ig-like” de la capsida virica. (Chin et al., 2022;
Popescu et al., 2021)

Els dominis “lg-like” dels bacteriofags son capacos d'unir-se a les mucines per
interaccions febles. EI domini es caracteritza per tenir almenys 7 lamines beta
disposades en dues fulles paral-leles. Els dominis “Ig-like” es troben a la capsida i
poden presentar un gran nombre de variacions diferents, es calcula que aproximadament
10'3 alternatives, sense afectar la seva integritat estructural. (Barr, 2017; Chin et al.,
2022)

Quant a la colonitzacid del tracte intestinal, es suposa que els dominis “lg-like” ajuden a
I'absorcid del bacteriofag al bacteri que infecta en determinades condicions ambientals,

tot i que encara no s'ha confirmat la hipotesi. A partir d'aquesta relacié es proposa el
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concepte de bacteriofags adherits a mucoses, que per una banda actua com un
mecanisme de seleccio positiva on s'evita la seva degradacio per part del sistema
immune i representa una possible barrera innata mediada per bacteriofags, sobre la qual
s'elaborara mes en el proxim apartat. D'aquest mecanisme s'ha observat un cas en el
qual un bacteriofag filamentds ajuda a la colonitzacié del bacteri Neisseria meningitidis,
tot i que nomeés s'ha observat a nivell epitelial. A partir d'aquest descobriment, es pot
proposar un mecanisme de mutualisme entre els bacteriofags que s'uneixen a mucoses i
els bacteris que infecten aquests bacteriofags, en el qual els bacteriofags, en comptes de
lisar els bacteris, actuen com a llocs d'uni6 a les mucoses, facilitant la colonitzacié del

bacteri especific. (Van Belleghem et al., 2018)

Un altre mecanisme que els bacteriofags podrien utilitzar per facilitar la colonitzacid
indirectament és per la capacitat dels profags de canviar la fisiologia de I'noste, inclis
quan no hi ha inducci6 dels profags. Un exemple d'aquest fenomen es déna en E. coli
que conté el profag del bacteriofag @24B. En aquest bacteri s'observa expressio de 26
gens del bacteriofag sense donar-se la induccio del profag. Estudis fisiologics en
aquesta E. coli indiquen que la presencia del profag fa que sigui més resistents al pH
acid que bacteris sense el profag, i a més a més, aquests bacteris amb el profag tenen la
seva taxa de respiracio i proliferacié cel-lular augmentades respecte a E. coli sense el
profag(Cieslik et al., 2021). Per tant, la preséncia de profags podria suposar un
avantatge a I'hora de colonitzar i permetre que el bacteri sigui capac¢ de prosperar en

I'intesti amb adaptacions d'aquest tipus.

6.4 Modulacié de receptors bacterians

Els bacteriofags infecten els bacteris per mitja d'unions amb proteines de superficie. Un
exemple de proteina de superficie que els bacteriofags sén capagos de reconeixer és el
LPS. (Van Belleghem et al., 2018)

A més, alguns bacteriofags tenen la capacitat de modular Iantigenicitat dels
microorganismes ja que produeixen enzims que son capacos de modificar I'antigen-O
del LPS en diferents bacteris Gram negatius. Aquest mecanisme, en modificar la
molecula que reconeixen els bacteriofags per infectar el bacteri, evita que altres

bacteriofags puguin infectar el mateix bacteri. (Van Belleghem et al., 2018).
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Un exemple d'aix0 és el cas de Shigella flexeni, ja que quan pateix una infeccio per
bacteriofags i aquests formen el profag, es codifica una acetilasa de I'antigen O del LPS,

provocant aquest canvi. (Yan Teh et al., 2020)

El paper d'aquests enzims capacgos de modificar el LPS no es coneix. Quin efecte tenen
en la immunogenicitat dels bacteris ja que podria induir canvis que donin un LPS que
no promogui l'activacié del TLR4. En conclusio, aquest camp roman inexplorat, pero

amb moltes implicacions respecte a la tolerancia de la microbiota.

7 Relacions entre el sistema immune huma i el viroma

El viroma, especialment en el cas dels bacteriofags, aquests no tenen només te la
capacitat d’interaccionar amb el seu hoste sind que s’han descrit recentment diversos
mecanismes en els que els bacteriofags podrien influenciar amb el cos huma,
especialment amb el sistema immune. Apart de les interaccions amb el sistema immune,
els bacteriofags poden establir mecanismes immunes independent que son beneficiosos

pel cos huma i el sistema immune huma.

7.1 Mecanismes innats

7.1.1 Estimulacio constant de receptors material genetic

Segons la hipotesi de Duerkop i Hooper, el viroma té la capacitat d'activar, per diferents
vies, una resposta immune innata basal en contra dels virus. (Barr, 2017; Duerkop &
Hooper, 2013)

El principal receptor encarregat de la deteccié de patrons moleculars associats a
patogens (PAMP) associats a material genétic sén els "toll-like receptors" (TLR). Els
principals TLR implicats son els encarregats de detectar material genétic, com el TLR3
que detecta dSRNA, TLR7 i 8 que detecten ssRNA, o el TLR9 que detecta DNA. (Van
Belleghem et al., 2018).

Aquests mecanismes son factibles de pensar que es podrien donar ja que com es
discutira en el proper apartat, els bacteriofags tenen la capacitat d'atravessar la barrera
epitelial intestinal, el que suposa que en alguns casos el material genétic del bacteriofag
sera exposat. Una altra possible via per la qual el material genetic dels bacteriofags
podria ser detectat es utilitzant el bacterioma com a portador. En certes condicions, els

bacteris del bacterioma poden entrar a cél-lules epitelials o ser fagocitats per fagocits.
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En aquestes condicions, el bacteri podria expressar bacteriofags que serien reconeguts

pels receptors immunes de material genetic de tipus TLR. (Duerkop & Hooper, 2013)

Si es produeix el reconeixement del material genetic, I'activacié dels sensors de material
genetic portaria a la secrecio d'IFN-1 i altres citocines proinflamatories com IL-6, IL-
lbeta, i quimiocines com IL-8 o CXCL-10. Aquesta secrecid basal de citocines
proinflamatories i quimioquines conferiria a I'epiteli intestinal una proteccidé contra

possibles infeccions patogéniques. (Duerkop & Hooper, 2013)

7.1.2 Fagocitosis de bacteriofags

El sistema immune innat huma té la capacitat de fagocitar bacteriofags. Un exemple
d'aixo sén els components del sistema mononuclear fagocitic que es troben a la melsa i
al fetge. La funci6 d'aquest sistema és filtrar particules estranyes al cos huma, com ara
els bacteriofags que acaben a la circulacio sistemica. (Van Belleghem et al., 2018)

Sabem que probablement el sistema mononuclear fagocitic és I'encarregat d'eliminar la
majoria dels bacteriofags que aconsegueixen travessar la barrera epitelial per fagocitosi,
ja que és una de les localitzacions anatomiques amb una major concentracié de

bacteriofags. (Van Belleghem et al., 2018)

7.2 Mecanismes adaptatius

7.2.1 Producci6 d’anticossos

Com s'ha comentat a I'apartat anterior, els bacteriofags poden ser fagocitats per cel-lules
immune, i per tant poden ser presentats tant per MHC-I com per MHC-I11. A partir de la
presentacié per MHC-I11 es podrien generar anticossos neutralitzants contra les proteines
de la capsida. Aquests anticossos, majoritariament 1gG o IgA, s'han trobat en condicions
normals en animals als quals no se'ls hi ha administrat bacteridfags exogens, confirmant
que es poden produir anticossos de forma natural. Aquests anticossos presentaven
activitat neutralitzadora, bloquejant I'activitat del bacteriofag. (Barr, 2017; Van
Belleghem et al., 2018)

No obstant aixo, en un altre estudi en el qual es va administrar un coctel de bacteriofags
per via oral o local, es va reportar que per la majoria dels pacients no va haver-hi
produccié d'anticossos contra el bacteriofag, i dels pocs pacients que si presentaven
anticossos 1gG o IgM contra els bacteriofags, no van tenir cap efecte negatiu en la
terapia amb bacteriofags. Una possible explicacio de per qué no va haver-hi gairebé

produccié d'anticossos és el poc temps que els pacients van estar sotmesos als
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bacteriofags, i podriem explicar que els pocs pacients que presentaven anticossos podria
ser degut a la memoria immunologica d'haver estat en contacte previament amb el

bacteriofag en questié. (Van Belleghem et al., 2018)

En estudis realitzats en ratolins, es va quantificar els nivells d'anticossos contra el
bacteriofag T4. El bacteriofag es va administrar durant 100 dies consecutius, seguit d'un
periode de 112 dies sense bacteriofag, i finalment es va tornar a administrar durant 240
dies. En quantificar la produccié d'anticossos, es va observar que els ratolins
presentaven tant IgA, anticossos associats a les mucoses com la intestinal, com IgG en
la sang. Els resultats d'aquest experiment corroboren el que coneixem dels bacteriofags,
ja que la preséncia d'lgG en sang a partir de bacteriofags administrats oralment indica
que tenen la capacitat de travessar la barrera epitelial, tal com es discutira en el proxim
apartat. (Van Belleghem et al., 2018)

7.3 Immunitat mediada per bacteriofags

7.3.1 Opsonitzaci6 de bacteris per bacteriofags

Els bacteriofags, com s'ha establert previament, tenen la capacitat d'unir-se a la
membrana dels bacteris per infectar-los. Ja que els bacteriofags poden ser detectats pels
macrofags a traves dels receptors de reconeixement de patrons (PRR), els bacteriofags
units als bacteris podrien actuar com a opsonines, millorant la capacitat fagocitica dels

macrofags. (Van Belleghem et al., 2018)

A més, alguns autors especulen que durant la fagocitosi els bacteriofags retenen la seva
capacitat de lisi, per tant, si els bacteriofags realitzen el cicle litic o si hi ha una inducci6
de profags ajudarien els macrofags a degradar els bacteris fagocitats. (Van Belleghem et
al., 2018)

7.3.2 Bacteriofags adherits a mucus

Com s'ha discutit a lI'apartat 6.3, els bacteriofags tenen la capacitat d'unir-se al mucos de
I'intesti utilitzant dominis "lg-like", que en part ajuda a la colonitzaci6 de l'intesti per
part del bacterioma. No obstant aixo, també es pot plantejar com una barrera immune no
derivada de [I'hoste. Aquest revestiment de bacteriofags al mucus s'anomena
"Bacteriophage Adherence to Mucus" (BAM). (Barr, 2017; Popescu et al., 2021)

El mucus esta principalment compost per aigua, que representa un 98% de la seva
composicio, i per glicoproteines mucines que son les principals proteines estructurals.

Les mucines sén proteines molt grans que tenen un esquelet d'aminoacids altament
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glicosilats, on els dominis "lg-like™ dels bacteriofags poden unir-se (Barr, 2017). Cal
recalcar que, donada la gran variabilitat que poden presentar els dominis "lg-like", és
possible pensar que l'intesti huma té la capacitat de seleccionar diferents bacteriofags
per unir-se de manera especifica al mucus, canviant la seva composicié o patré de
glicosilacié cap a un més afavorit pels dominis "Ig-like" del bacteriofag desitjat i que
aquesta uni6é es mantingui al llarg del temps a l'intesti, (Chin et al., 2022). No obstant
aix0, aquest suposat mecanisme esta en etapes primerenques i ens manca coneixement,
en part perque gairebé no coneixem com funciona el sistema de secrecié de mucus en
humans. (Bakshani et al., 2018)

Aquest mecanisme simbiotic entre els bacteriofags i els éssers humans sembla indicar
una coevolucio estreta en la qual els éssers humans i els bacteriofags, ja que els humans
guanyen un mecanisme de defensa extra i els bacteriofags tenen més interaccions amb
possibles hostes per infectar i és més dificil que siguin detectats pel sistema immune al
estar units al mucus (Almeida et al., 2019; Barr, 2017; Chin et al., 2022; Townsend et
al., 2021). Una altra evidéncia d'aquesta coevolucid entre bacteriofags, bacteris i éssers
humans és el fet que en contacte amb el mucus intestinal els bacteris que s'adhereixen
canvien el seu fenotip a un menys virulent, i a més, s'ha observat que sén mes
susceptibles a patir infeccions per bacteriofags. Per contra, també s'ha observat que la
capa epitelial dels mamifers i el mucus que produeix tenen un efecte d'augmentar la

viruléncia dels bacteriofags envers el seu hoste. (Almeida et al., 2019; Chin et al., 2022)

En conclusio, la unié al mucus dels bacteriofags és un exemple de la coevolucié estreta
entre mamifers, bacteris i bacteriofags a partir de la qual s'han desenvolupat relacions

tant mutualistes com de predacio entre els tres.

7.3.3 Capacitat de creuar la barrera epitelial intestinal

Gracies a diversos experiments realitzats amb bacteriofags en els quals es podien
detectar bacteriofags administrats oralment en la sang i posteriorment a diversos organs,
ens ha ajudat a conéixer que els bacteriofags tenen la capacitat de travessar la barrera
epitelial intestinal. (Barr, 2017; Nguyen et al., 2017; Townsend et al., 2021)

Aquest mecanisme difereix de la infeccio de cél-lules eucariotes, ja que els receptors
cel-lulars d'eucariotes i la maquinaria cel-lular son massa diferents respecte als bacteris.
No obstant aix0, els bacteriofags tenen la capacitat de travessar la barrera epitelial

intestinal. Les possibles hipotesis que es van plantejar per explicar aquest procés son les
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seguents: la més senzilla es basa en qué hi ha una lesio a I'epiteli que permet als
bacteriofags I'entrada al torrent sanguini; una altra hipotesi és la del cavall de Troia, on
un bacteri infectat per bacteriofags és endocitat per una cél-lula epitelial i aixi travessa
la barrera epitelial i, en expressar els bacteriofags, es disseminen per tot el cos; la teoria
de "phage display", que es basa en queé els bacteriofags presenten Iligands que permeten
I'endocitosi facilitada per receptor; i finalment, la teoria del "free uptake", en qué els
bacteriofags poden ser endocitats per cel-lules eucariotes per mecanismes encara no
coneguts. Actualment, hi ha evidencies que suporten que les tres hipotesis son valides,
indicant que la disseminacio sistemica dels bacteriofags es dona per diverses vies. (Barr,
2017; Nguyen et al., 2017)

Una de les primeres troballes respecte a la capacitat d'atravessar la barrera epitelial van
ser observacions que el bacteriofag M13 presentava una disseminacio a tot el cos huma,
tot i que en baixos nivells, quan s'administrava per via oral. Els investigadors van
intentar determinar per quins mecanismes el bacteriofag M13 era capa¢ de passar del
tracte intestinal a una disseminacié global, per aixo van afegir clorogquina, un conegut
inhibidor de I'endocitosi dependent de clatrina. En administrar en models in vitro el
bacteriofag M13 i cloroquina, no hi havia una transcitosis dels bacteriofags. A partir
d'aquest descobriment, es va postular que una de les possibles vies per atravessar la
barrera epitelial és I'endocitosi mediada per receptor i que és la consequéncia
d'interaccions especifiques entre el bacteriofag i I'epiteli, aixi confirmant que la hipotesi

de "phage display" podria ser valida. (Barr, 2017; Van Belleghem et al., 2018)

Actualment, hi ha evidéncies que semblen apuntar que la transcitosis, el transport dels
bacteriofags a través de les cel-lules epitelials, és possible. No obstant aixo, aquest no
seria un mecanisme universal per a tots els bacteriofags ja que influeixen molts factors
extrinsecs com seria la fisiologia de I'hoste i les caracteristiques dels bacteriofags en si.
Aguest suposat mecanisme sembla que es pot donar en els dos sentits, pero esta afavorit
en el sentit apical-basal i ha estat descrit en diferents teixits epitelials, per exemple, en
intesti, pulmo, fetge, ronyo i cél-lules nervioses. (Barr, 2017; Nguyen et al., 2017; Van
Belleghem et al., 2018)

Tot i no conéixer al cent per cent el funcionament dels mecanismes que han
desenvolupat els bacteriofags, sumat al fet que segurament es descriuran nous
mecanismes de transcitosis, sembla indicar que els bacteriofags no tenen un mecanisme
comu per a travessar la barrera epitelial, sind que depén del tipus de bacteriofag. Pel que
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fa als mecanismes d'exocitosi, encara no estan descrits. No obstant aixo, el coneixement
de I'existencia d'aquests mecanismes ajuda a explicar fenomens com la disseminacio
sistemica observada quan s'administra terapia de bacteriofags oralment o el fet que
trobem un nivell basal sistemic de bacteriofags en abséncia de malaltia, ja que la
principal font d'adquisicio de bacteriofags i el major reservori és l'intesti huma. (Van
Belleghem et al., 2018)

7.3.4 Modulacié immune depenent de profags

Tant els bacteriofags litics com els profags que trobem als bacteris juguen un paper clau
en la regulacidé del sistema immune enfront dels bacteris, ja que s'ha vist que els
bacteriofags tenen la capacitat d'actuar com a immunomoduladors, podent donar dos
escenaris: que es desenvolupi una resposta immune més feble contra bacteris,
promovent la colonitzaci6 bacteriana quan estiguin presents, o que actuin com inductors
perqué es produeixi una resposta immune més forta quan estiguin presents. (Cieslik et
al., 2021)

Un exemple de potenciacio de la resposta immune seria el cas de les toxines que estan
codificades en bacteriofags, ja que causen una sobre reaccid del sistema immune,
desencadenant la majoria de les vegades respostes inflamatories severes. Curiosament,
alguns d'aquests antigens o toxines associades a bacteriofags tenen la capacitat d'actuar
com a mitogens, substancies quimiques que fomenten la divisio cel-lular, dels leucaocits,
induint a una proliferacio leucocitaria major, la qual donara respostes immunes més
fortes contra el bacteri que adquireixi la toxina (Cieslik et al., 2021). Aquest exemple
posa en evidéncia com un factor de virulencia que ajuda al bacteri a tenir una capacitat
infectiva major al mateix temps que actua com a senyal per induir una resposta immune
més forta, que pot derivar cap a una millor resolucié de la infeccié o causar més danys

tissulars.

Un altre exemple de profags actuant com a moduladors de la resposta immune, en
aquest cas la regulacié dels limfocits T, son els profags presents en S. aureus que
influeixen en la resposta immune. En concret, parlem dels profags dels bacteriofags
oNMI1, pNM2, pNM3 i pNM4 que, quan estan en forma de profags, confereixen a S.
aureus gens que tenen la capacitat de modular la resposta immune, actuant com
inductors de la resposta immune. En un experiment, es va observar que les soques de S.
aureus sense els profags ¢ NM1-4 causaven una disminucid dels limfocits T enfront de
la infeccid. En un altre experiment amb S. aureus, es va observar que especificament els
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gens codificats en el profags ¢ NM3 estaven relacionats amb la resposta immune innata,
ja que quan s'expressaven aquests gens afectaven tant la presentacidé d'antigens com
I'activacio del complement de manera positiva, proporcionant una resposta immune més
forta contra S. aureus. Tot i que no es coneix el mecanisme exacte de com aquests gens
afecten la immunogenicitat dels bacteris, aixo podria ajudar a explicar les diferéncies en

la susceptibilitat humana a patir infeccions bacterianes. (Cieslik et al., 2021)

Addicionalment, els productes génics dels bacteriofags ¢NM3 i ¢NM4 podrien ser
candidats a I'hora de buscar nous adjuvants o altres molécules amb la finalitat d'activar

el sistema immune.

7.3.5 Immunovigilancia sistemica

Com s'ha vist en aquest apartat, els bacteriofags tenen la capacitat de travessar la barrera
epitelial de I'intesti i poden entrar a la circulaci6 sistémica i des d'alla disseminar per tot
el cos. Un cop a la circulacio sistemica, és factible pensar que els bacteriofags podrien
actuar com a un tipus de defensa primerenca contra la disseminacié d'infeccions
oportunistes provinents de la microbiota intestinal, ja que quan la microbiota intestinal,
que esta en simbiosi, pot creuar I'epiteli en preséncia de lesions a la barrera epitelial i té
la capacitat de causar infeccions oportunistes. Llavors, tenint en compte la relacio de
predacié que hi ha entre els bacteriofags i els bacteris, podrien actuar com un

mecanisme de defensa no mediada per I’hoste. (Barr, 2017)

No obstant, tenint en compte que actualment creiem que l'estil de vida preferit dels
bacteriofags és temperat, aquest mecanisme podria no ser efectiu en el cas que existis, o,
per contra, podria actuar com una opsonina. A més a més, la majoria dels cicles
lisogénics fan que els bacteris amb el profag siguin immunes a futures infeccions pel
mateix bacteriofag, el que podria fer encara menys efica¢ el suposat mecanisme de

defensa en cas que es confirmi la seva existencia. (Barr, 2017)

8 Possibles aplicacions biotecnologiques viroma intestinal

Tot i que classicament I'aplicacid biotecnologica més associada als virus en general és la
capacitat de lisar el seu hoste, ja sigui en terapia amb coctels de bacteriofags per tractar
infeccions bacterianes o I's de virus oncolitics per tractar cancer. No obstant aixo, a
partir del nou coneixement sobre el viroma intestinal i les seves peculiaritats, podem

establir noves aplicacions biotecnologiques basades en el viroma huma intestinal per a
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un ampli rang d'aplicacions variades. En aquest apartat es realitzara una breu revisio

sobre les perspectives de futur de diverses aplicacions en diferents ambits.

8.1 Viroma com a biomarcador

8.1.1 Malatia inflamatoria intestinal

Les malalties inflamatories intestinals (IBD) son un tipus de malalties que engloben la
malaltia de Crohn i la colitis ulcerosa. Es caracteritzen perqué hi ha una resposta
immune exacerbada quan hi ha una disrupcio de la barrera epitelial i els bacteris poden
travessar-la. Quan els bacteris travessen la barrera, es desencadenen una série de
mecanismes immunitaris tant innats com adaptatius que no son els adequats i

desencadenen una inflamaci6 cronica. (Ungaro et al., 2019)

En aquest proceés, la microbiota juga un paper clau. S'ha observat en pacients amb IBD
que hi ha un canvi en la composicié de la microbiota. A nivell bacteria, hi ha una
reduccié de Bacteroidetes i Firmicutes, i un augment de Proteobacteria. Tot i que
observem un canvi en la composicio de la microbiota. (Bai et al., 2022; Norman et al.,
2015; Ungaro et al., 2019)

Pel que fa als bacteriofags en pacients amb IBD, recentment s'ha vist que la composicid
del fagogenoma augmenta la presencia de Caudovirales en comparacié amb persones
sans, i també hi ha un augment de diverses especies de bacteriofags que tenen com a
hoste espécies de Bacteroidetes i Firmicutes, possiblement ajudant a reduir els seus
nivells. (Clooney et al., 2019; Jansen & Matthijnssens, 2023; Norman et al., 2015;
Ungaro et al., 2019)

Quant a quines espécies de Caudovirales presentaven increments i disminucions, encara
no es coneix degut a les limitacions d'estudi del viroma, ja que, per exemple, diversos
estudis indiquen que hi ha una disminuci6 en els nivells de CrAssphages, mentre que

altres indiquen el contrari. (Jansen & Matthijnssens, 2023)

També s'ha proposat que els bacteriofags podrien tenir un impacte directe en el
desenvolupament de I'IBD, ja que, en veure's augmentats, podrien ser detectats pels
receptors TLR intracel-lulars de material genetic, induint una major inflamacié per la
secrecio d'INF-gamma. No obstant aix0, no esta comprovat i homés és una hipotesi.
(Ungaro et al., 2019)
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Un altre possible mecanisme en que els bacteriofags podrien estar implicats és si, per
alguna ra6 externa, hi hagués una gran induccid de profags, la lisi massiva de bacteris
crearia un estat de disbiosi en l'intesti, i a través de la lisi, es veurien exposades al medi
grans quantitats de patrons moleculars associats a patogens que podrien desencadenar
una resposta immune inflamatoria. (Clooney et al., 2019; Jansen & Matthijnssens, 2023;
Norman et al., 2015)

Pel que fa als virus humans i el paper que juguen en I'IBD, no és un camp molt estudiat.
No obstant aix0, s'ha observat que la majoria dels pacients amb IBD presentaven
infeccions per virus de la familia Herpesviridae, especialment Citomegalovirus, tot i
que el seu paper en la malaltia no esta estudiat més enlla del coneixement de la seva
presencia. (Bai et al., 2022; Foca et al., 2015; Jansen & Matthijnssens, 2023; Ungaro et
al., 2019)

Finalment, cal destacar que tot i que no es coneix si els canvis de microbiota o viroma
son la causa de la malaltia o un efecte de la malaltia, les evidéncies semblen indicar que

els canvis en el viroma i bacterioma es donen en conjuncid. (Clooney et al., 2019)

Actualment, el diagnostic de IBD no té cap test especific, i es pot diagnosticar a partir
de diferents proves, tot i que es recomana que com a prova diagnostica confirmatoria es
realitzi una inspecci6 endoscopica (Seyedian et al., 2019). Es podria utilitzar els canvis
que pateix el microbioma intestinal com a prova diagnostica inicial, ja que tant el
bacterioma com el viroma pateixen una variacio significativa, i a priori, aquest canvi del
microbioma és especific per a la malaltia en qlesti6. Amb aguesta aproximacid
aconseguiriem tenir una prova de cribratge fiable i estandarditzada, ja que si el resultat
d'aquesta prova fos positiu, encara es tindria que fer una exploraci6 endoscopica

confirmatoria.

8.1.2 Diabetis tipus Il
La diabetis tipus Il es caracteritza per una hiperglicemia deguda a la poca secrecio
d'insulina o a la resisténcia a la insulina que és causada per una gran varietat de factors

tant ambientals com genetics. (Bai et al., 2022)

Recentment ha estat relacionada amb canvis en la microbiota intestinal, per exemple, les
observacions de canvis en la microbiota, especialment el bacterioma, podrien ser un
factor clau a tenir en compte per avaluar el risc de patir diabetis tipus Il (Chen et al.,

2021). No obstant, en la majoria d'estudis en els quals s'ha pogut relacionar canvis en la
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microbiota amb diabetis, el paper dels bacteriofags no ha estat tingut en compte. (Ma et
al., 2018)

Estudis recents han descobert que els pacients amb diabetis tipus Il presenten un viroma
caracteristic que podria permetre el diagnostic o la confirmacid d'aquesta a partir d'una
mostra de femta. (Bai et al., 2022; Chen et al., 2021; Ma et al., 2018)

El primer estudi que es va realitzar es va centrar en identificar totes les possibles
seqliencies d'origen bacteriofag que es trobaven en una mostra de femta, aixo inclou tant
bacteriofags Iliures com seqliencies de profags (Ma et al., 2018). Per contra, en el segon
estudi només es van tenir en compte els bacteriofags que es trobaven en I'ambient
extracel-lular (Chen et al., 2021), pel que els resultats no son comparables directament
entre els dos estudis. No obstant aixo, els dos estudis posen en evidéncia que en els
pacients amb diabetis tipus Il es presenta un fagogenoma caracteristic.

Quan ens fixem en totes les possibles seqlieéncies viriques, s'observa un augment
significatiu de bacteriofags Caudovirales de les families Myoviridae, Podoviridae,
Siphoviridae i una familia sense classificar. Curiosament, els hostes predits d'aquestes

families i I'increment de bacteriofags no presentaven correlacié. (Ma et al., 2018)

En el segon estudi també es va observar que la majoria dels bacteriofags aillats
formaven part dels Caudovirales, i en quant a families, la més representada era
Siphoviridae, seguida de Myoviridae. Tot i que s'observa un augment en diverses
families de Caudovirales, aquests resultats no son significatius. No obstant aixo, els
investigadors van estudiar les diferéncies en bacteriofags segons els seus hostes
especifics i van veure que per Enterobacteriaceae hi ha una diferéncia significativa
entre el grup de control i diabetis. Aquests resultats concorden amb el fet que en aquest
estudi els pacients de diabetis també presentaven nivells de Enterobacteriaceae

significativament augmentats respecte al control. (Chen et al., 2021)

Aguest augment en bacteris gramnegatius i bacteriofags que els infecten podria suposar
un nou factor de risc per a la diabetis tipus Il i explicar per que els pacients amb diabetis
tipus 11 de I'estudi presentaven nivells de LPS en sérum, IL-6 (citocina proinflamatoria)
I TNF-alfa (citocina proinflamatoria) augmentats. Una possible explicacié seria que la
lisi en massa de bacteris de la familia Enterobacteriaceae com a resultat d'infeccions
per bacteriofags alliberaria una gran quantitat de PAMPs i LPS que potenciarien una

resposta immune proinflamatoria. (Chen et al., 2021)
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No obstant aixo, els dos estudis es centren en els bacteriofags de dsDNA obviant tant

I'efecte possible dels bacteriofags de RNA com dels ssDNA.

Tot i que podria semblar innecessari utilitzar la deteccié de bacteriofags en femta per al
diagnostic de diabetis tipus Il, ja que la prova de tolerancia a la glucosa oral esta
estandarditzada com a prova diagnostica, la detecci6 del viroma en femta si que podria
presentar una avantatge com a eina per a la deteccio preco¢ o el prediagnostic. Amb
aquest diagnostic en estadis tan inicials de la malaltia, es podrien prendre accions
preventives per evitar el desenvolupament de la malaltia o mitigar els seus efectes.
(Chen et al., 2021)

8.1.3 Immunosupressid

Com s'ha vist anteriorment, els Anellovirus formen part del viroma huma saludable,
perd s'ha observat que aquests tendeixen a augmentar quan hi ha canvis en I'estat
d'immunocompeténcia (Kaczorowska & Van Der Hoek, 2020; Koonin et al., 2021; Lim
et al., 2015). Un exemple seria I'augment en la diversitat d'Anellovirus gque s'‘observa
entre els 6 i 12 mesos de vida. Una possible hipotesi per explicar aquest augment seria
que l'augment d'Anellovirus coincideix amb quan el nad6 deixa de ingerir llet materna, i
per tant deixa de incorporar els components humorals immunes que adquiria per la llet.
(Lim et al., 2015).

Un altre exemple seria en els casos de transplantament d'organs. Quan es realitzen
transplantaments d'organs, el receptor €s sotmeés a tractaments immunosupressors per
minimitzar les reaccions de rebuig. Durant els tractaments immunosupressors, la carrega
viral dels pacients incrementa, tant de virus patogénics com seria el Citomegalovirus
com virus de la microbiota com els Anellovirus. A partir d'un estudi en pacients
immunosupressos als quals se'ls anava a realitzar un transplantament, es va poder
determinar que la quantitat d'Anellovirus presents en serum incrementava amb el grau
d'immunosupressid. En aquest estudi, també es va veure que pacients que presentaven
nivells baixos d'Anellovirus eren mes susceptibles a patir reaccions de rebuig, indicant
gue segurament sigui un bon indicador de la immunosupressio. (De Vlaminck et al.,
2013; Kaczorowska & Van Der Hoek, 2020)

A més a mes, anteriorment s'havia descrit una possible correlacio entre els nivells

d'Anellovirus i la progressié del VIH, indicant que Anellovirus aprofita quan el sistema
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immune esta deprimit per expandir-se. (De Vlaminck et al., 2013; Kaczorowska & Van
Der Hoek, 2020)

Tot i que els estudis realitzats fins avui en dia es centren en la deteccié d'Anellovirus en
serum, no és descabellat pensar que la relacio entre la seva abundancia i
immunosupressié també es pugui aplicar al viroma intestinal com a eina rapida per

avaluar el nivell d'immunocompeténcia.

8.1.4 Viroma huma intestinal com a biomarcador de contaminacio fecal en aigua

Com s'ha mencionat anteriorment, en el viroma huma també podem detectar virus de
plantes o altres microorganismes. Un dels virus més detectats és el Pepper mild mottle
virus (PMMoV), o virus del motejat suau del pebrot en catala. Aquest virus infecta
diverses especies de pebrots, i la seva preséncia en el viroma huma prové de la ingestio
de pebrots o aliments que contenen derivats de pebrot. Aquest virus el podrem trobar
distribuit per tot el mén, ja que s'ha trobat en femtes de persones d'arreu del mon i els
pebrots formen part les dietes arreu del mon (Symonds et al., 2019). Una caracteristica
curiosa d'aquest virus és que, un cop surt per la femta, encara reté la seva capacitat

infecciosa. (Koonin et al., 2021).

Actualment, un dels métodes més utilitzats per mesurar si hi ha contaminaci6 fecal en
aigles és utilitzant “fecal indicator bacteria”, bacteris que estan presents en la femta
humana com, per exemple, E. coli o Enterococci. El problema en utilitzar aquests
bacteris és que també estan presents en el medi ambient i no tenen una bona correlacid
amb els patogens humans que poden causar malalties ni amb virus entérics (Symonds et
al., 2019)

Una altra possible aproximacié per detectar si hi ha contaminacid fecal en aigiies és
detectar directament patdgens humans o virus enterics. No obstant aquesta aproximacio
requereix técniques molt cares per a detectar aquests virus, sumat al fet que I'eficiéncia
de deteccio acostuma a ser inferior al 10% i que virus patogenics entérics els podem
trobar fins a concentracions de 10° en aiglies residuals sense causar ni brots virics.
(Symonds et al., 2019)

Donats tots aquests problemes, el PMMoV es postula com un gran candidat com
indicador de contaminacio fecal en aigues domestiques. Els principals punts forts de
PMMoV so6n: la concentracié aproximada del virus en aiguies residuals domestiques

acostuma a ser d'aproximadament 10° copies del genoma per litre, el que permet una
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monitoritzacié més facil de les fluctuacions. Com el seu origen és la dieta, els seus
nivells no depenen de si hi ha un brot actiu per ser detectat. PMMoV no s'ha detectat en
aigues lliures de contaminacio fecal ni s'ha observat la seva presencia en femta d‘altres
animals a part dels humans, i finalment, PMMoV s'ha associat amb la presencia de virus
patogenics humans procedents de la femta i s'ha observat que PMMoV té la mateixa

vida mitjana que els virus patogenics humans en rius i oceans. (Symonds et al., 2019)

Tots aquests punts fan que PMMoV sigui un bon candidat com a indicador de
contaminacio fecal. Actualment, la quantificaci6 de PMMoV es realitza per PCR, no
obstant aix0, hi ha nous metodes de quantificaci6 més rapids i economics basats en
immunoassaigs. (Symonds et al., 2019)

No obstant aix0, degut a que la quantitat de PMMoV en aigies residuals prove de la
dieta, fa que els nivells variin entre regions geografiques properes, fet que fa més dificil
I'estandarditzacié de la tecnica. Tot i aix0, fa que la utilitzaci6 de PMMoV com a

biomarcador esta en etapes primerengues. (Holm et al., 2022; Symonds et al., 2019)

8.2 Anti-inflamatoris basats en bacteriofags

Com sha vist anteriorment, els profags juguen un paper important en la
immunomodulacié. De manera similar, estudis recents indiquen que els bacteriofags
litics podrien tenir propietats immunomoduladores similars, a més de la capacitat litica
antibacteriocida. (Van Belleghem et al., 2017, 2018; Zhang et al., 2018)

En un estudi (Van Belleghem et al., 2017) van utilitzar mondcits humans i els van
exposar a diferents bacteriofags litics de S. aureus i P. aeruginosa. Es va mesurar
I'expressio génica dels segiients 12 gens relacionats amb la immunitat: CD14, que és
una proteina de membrana que actua com a receptor de components bacterians com el
LPS, els lligands de quimioquines CXCL1 i CXCLS5, les citocines proinflamatories
IL1A, IL1B, IL6, TNFA, TGFBI, la citocina antiinflamatoria IL19, el gen del receptor
antagonista de la interleucina 1 IL1RN, el gen que codifica per I'enzim lisozima LYZ i

el gen supressor de la senyalitzacio de citocines 3 SOCS3.

L'estimulacié amb els bacteriofags va donar resultats similars entre tots, donant en
general una reduccié de I’expressié del TLR4, un sensor especialitzat en detectar LPS i
secretar citocines proinflamatories quan hi ha reconeixement. A més, amb tots els
bacteriofags es va observar una up-regulacio de IL1IRN i SOCS3 propiciant un efecte

antiinflamatori, i en el cas del bacteriofag de S. aureus també va haver-hi una reduccio
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en I'expressio de CXCL1 i CXCLS5, que participen en el reclutament de meés cel-lules
immunes al focus de la infecci6. No obstant, I'administracié d'aquests bacteriofags
també estimula les citocines proinflamatories, perd mantenint un balang antiinflamatori.
(Van Belleghem et al., 2017)

En el segon estudi (Zhang et al., 2018) es va veure que bacteriofags de S. aureus
reduien els nivells de IL1, TNFa, IL6 1 IL10, a més de ser capagos d'evitar 'activacié de
NF-kB induida pel LPS. Aquesta capacitat d'evitar la fosforilacio sembla ser de caracter
transitori, de manera que el bacteriofag no podria causar una infeccio persistent. Els
mecanismes que actuen per prevenir l'activacio de NF-kB no es coneixen en aquest

moment i es requereix més investigacié per dilucidar-los.

Una altra possible aplicaci6 seria utilitzar els propis bacteriofags del viroma i utilitzar
els dominis d'uni6 a bacteris, especialment els dominis d'unié a I'endotoxina LPS com la
proteina gpl2 de la cua del bacteriofag T4, per neutralitzar el LPS en septicémia o altres
infeccions (Van Belleghem et al., 2018). Aquest mecanisme antiinflamatori proposat és
possible que es produeixi de manera natural quan els bacteriofags travessen la barrera

epitelial, o podria ser administrat per via oral.

Basant-nos en totes les evidencies presentades, no és descabellat proposar que els
bacteriofags i les proteines que codifiquen poden ser una font per a nous medicaments
antiinflamatoris, sent una alternativa als medicaments antiinflamatoris lliures

d'esteroides amb menys efectes secundaris. (Van Belleghem et al., 2018)

9 Discussio

Durant tota aquesta revisid bibliografica s'han mencionat diversos mecanismes pels
quals el viroma huma té un impacte en la microbiota i en I'ésser huma. No obstant aixo,
a causa de la falta de coneixement sobre els virus, especialment els bacteriofags i els
virus humans comensals, hi ha diversos aspectes que no s'han tingut en compte a causa

de la manca d'investigacid actual, pero que podrien tenir un impacte significatiu.

Un dels principals problemes que encara hem de solucionar son les bases de dades
utilitzades per detectar la composicid viral. Com s'ha mencionat, fins a un 90% de les
lectures a partir de femtes son anotades correctament (Shkoporov et al., 2019). Una altra
gran limitacio és que la majoria dels estudis sobre la composicio del viroma es centren

exclusivament en virus de DNA, i dins d'aquests, en els virus dsSDNA. En canvi, gairebé
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cap estudi fins ara se centra en els virus d'RNA, ja que se'ls considera virus de plantes
que no afecten ni la microbiota ni els éssers humans. D'aquesta manera, no detectem els
bacteriofags d'RNA, que tot i ser minoritaris, podrien tenir un paper clau en el viroma

huma, ni els virus eucariotes d'RNA.(Santiago-Rodriguez & Hollister, 2019)

Recentment s'han realitzat estudis per veure si realment es desencadena una resposta
immune enfront dels bacteriofags, virus passatgers (Janowski et al., 2017) o virus que
tenen altres éssers vius del microbioma com a hoste. No obstant aixo, cal avaluar
cautelosament els resultats de I'experiment realitzat, ja que van utilitzar un lisat que
contenia tant bacteriofags com restes de bacteris, entre els quals podrien haver-hi
antigens bacterians que podrien desencadenar una resposta immune (Van Belleghem et
al., 2018). A més a més, el fet que els virus passatgers i els virus d'altres hostes solen ser
d'RNA limita el nostre coneixement sobre aquest grup de virus. Per tant, encara queda
per investigar la relacio dels virus d'altres microorganismes comensals, com podrien ser
les arquees o els fongs, amb el sistema immune huma i la salut humana. (Tiamani et al.,
2022)

Un dels altres punts sobre els quals tampoc hi ha bibliografia recent és si el material
genetic dels bacteriofags pot ser traduit per cél-lules humanes, ja que a priori no hauria
de passar, ja que el material genetic dels bacteriofags esta optimitzat per ser traduit en
bacteris. No obstant aix0, s'han descrit casos en els quals els bacteriofags presentaven la
tendencia d'acumular-se en el nucli de les cél-lules eucariotes quan travessen barreres
epitelials, indicant que podria passar. A més, s'han observat casos en els quals el
material genétic si que es traduia en el procés de travessar barreres epitelials de
mamifers (Merril et al., 1971; Wenger et al., 1981). No obstant aixo, els estudis que
indiquen que aquest procés es dona daten dels anys 1971 i 1981, i des de llavors no
s'han publicat més estudis sobre la tematica. També cal tenir en compte que el viroma
intestinal, sobretot els bacteriofags, és una llibreria de gens accessoris, ja que porten
gens associats a tot tipus de funcions (Barr, 2017), i tenint en compte que no coneixem
la naturalesa del 90% del viroma (Aggarwala et al., 2017; Shkoporov et al., 2019) no
seria descabellat pensar que en aquest 90% de material genetic, del qual coneixem la
seva funcio, podria contenir gens que permetessin al genoma dels bacteriofags ser
traduit en cel-lules eucariotes, influenciant a tots els nivells i canviant el paradigma.
L'Gltim aspecte a tenir en compte és que actualment utilitzem bacteriofags com a vectors

en terapia genica, confirmant que realment poden arribar al nucli d'una cel-lula
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eucariota, per tant, ens queda per dilucidar si, mitjancant algun mecanisme desconegut,

el material genetic dels bacteriofags podria ser traduit a proteines. (Barr, 2017)

En quant als bacteriofags, tampoc s'ha tingut en compte ni hi ha hagut estudis sobre si
aquests tenen o0 no capacitat infectiva sobre mitocondris, ja que aquests organuls
provenen d'un origen procariota i encara mantenen maquinaria propia dels procariotes.
(Van Belleghem et al., 2018)

Un altre gran punt de millora en I'estudi del viroma és el fet que encara no hem
aconseguit determinar quin seria el viroma huma saludable estandard, com si hem
aconseguit amb el bacterioma(Aggarwala et al., 2017). En part, seria molt complicat
arribar a un viroma estandard saludable, degut al fet que el factor geografic i I'ambient

on s'habita semblen ser els components principals que determinen el viroma.

En quant al paper que juga el fagogenoma com a eina per remodelar el bacterioma
especificament i com aixo influeix en els estats patologics, és un camp en expansié. No
obstant, encara no coneixem si aquests canvis en el microbioma sén part de la causa de
la patologia o un efecte de la malaltia. Aquesta nocié es complica encara més si afegim
que els bacteriofags tenen la capacitat de modular les poblacions bacterianes, ja que
I'adquisicid de certs bacteriofags per factors ambientals com la dieta podria ser lI'agent
causant de la patologia, 0 bé, si adquirim bacteriofags que lisin els bacteris causants de
la malaltia, podrien prevenir el desenvolupament de la malaltia. Tots aquests aspectes

encara queden per ser explicats en detall i establir les relacions de causalitat.

Finalment, cal tenir en compte que la majoria de les espécies viriques que detectem
actualment s'han descobert gracies a la revoluci6 de les ciéncies omiques i la
bioinformatica. Un dels millors exemples per il-lustrar aquest punt és el fet que fins al
2013 no teniem constancia dels bacteriofags CrAssphages, i fins avui en dia encara
coneixem molt poc sobre la seva biologia, mecanismes moleculars, mecanismes

d'expressio i replicacio, i interaccions amb I'hoste. (Koonin & Yutin, 2020)

En conclusio, el camp del viroma, aixi com les altres subpoblacions del microbioma, es
troba en etapes primerenques ja que fins fa poc no s'havien disposat de les eines
adequades per al seu estudi. No obstant aixo, el camp de I'estudi dels bacteriofags ha
estat estancat des dels anys 70, quan va tenir lloc un gran auge en la investigacié dels

bacteriofags. No obstant aquestes limitacions, actualment aquesta tematica esta
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recobrant interés en la literatura cientifica, ja que ara disposem de les eines necessaries

per aprofundir en el seu estudi.

10 Autoavaluacio

El treball realitzat ha sigut una experiéncia tant enriquidora com dificil i frustrant.

Abans de comencar el treball, ja sabia que el viroma i, en especial, els bacteriofags, eren
una tematica complexa. No obstant aix0, ha sigut una gran oportunitat per coneixer més

sobre una tematica que m'ha interessat des que la vaig coneixer.

La principal limitacid en realitzar la revisio bibliografica ha sigut la falta de bibliografia
en alguns temes concrets i la manca de consens entre diferents autors en determinats
conceptes clau. Donat que el concepte de viroma és relativament nou, era d'esperar,
per0 he trobat massa discrepancies entre autors durant la realitzacié d'aquest treball

bibliografic.

En conclusio, a nivell personal el treball realitzat m'ha servit per aprendre sobre una
tematica que actualment encara és desconeguda per a la majoria de la poblacié. No
obstant aix0, crec que el viroma és un camp en expansio que guanyara popularitat amb
el temps, degut a totes les relacions que presenta amb el cos huma, la microbiota i els

estats patologics.
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