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Resumen

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son de las mas frecuentes a nivel mundial, y la
creciente resistencia a antibioticos ha dificultado su tratamiento. En este contexto, la
fagoterapia, que utiliza bacteriéfagos (o fagos), ha resurgido como alternativa terapéutica. Los
fagos son virus que infectan de forma selectiva a las bacterias, y son utiles para combatir
infecciones. Este trabajo se enfoco en el aislamiento y caracterizacion de fagos virulentos con
potencial uso clinico. Se generd una coleccion de 17 fagos aislados en Uruguay a partir de
aguas residuales, activos frente a cepas de Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, agentes
etiologicos de las ITU. Los fagos fueron capaces de lisar la mitad de las cepas clinicas
ensayadas, incluidas uropatogenas. Cuatro fagos candidatos (KP4, KP9, KP13 y EP1) fueron
seleccionados para estudios mas detallados. Todos mostraron estabilidad térmica en entre 4°C
y 42°C, y en un rango de pH de 5 a 9. Ademas, lograron controlar el crecimiento bacteriano
en cultivos liquidos, con distintas eficiencias. Mediante microscopia electronica se constatd
que todos presentan morfologia myovirus (simetria binaria cabeza-cola contractil) y mediante
analisis gendmicos, se confirmoé que todos pertenecen a la clase Caudoviricetes. Ninguno de
los fagos cuenta con genes de resistencia, virulencia o lisogenia, lo cual respalda su uso
terapéutico. Ademas, se evaluo su actividad frente a biofilms, donde EP1 y otros fagos con
morfologia de placa de lisis con halo lograron reducir significativamente la biomasa de
biofilms preformados, sugiriendo la presencia de enzimas depolimerasas. Estos resultados
destacan el potencial de la coleccion no solo para terapia fagica, sino también para otras
aplicaciones como biocontrol en superficies. Este trabajo constituye el primer estudio
académico publico en Uruguay en aislar y caracterizar fagos locales con fines terapéuticos, y
establece bases metodologicas, y cientificas para el desarrollo futuro del area, promoviendo la

investigacion abierta en un campo con alto valor biotecnolédgico.
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Abstract

Urinary tract infections (UTI) are among the most common worldwide, and the increasing
antibiotic resistance has hindered their treatment. In this context, phage therapy, which uses
bacteriophages (or phages), has re-emerged as a therapeutic alternative. Phages are viruses
that selectively infect bacteria and are useful in combating infections. This study focused on
the isolation and characterization of virulent phages with potential clinical use. A biobank of
17 phages isolated in Uruguay from wastewater was generated; these phages are active
against strains of Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli, etiological agents of UTI. The
phages were able to lyse half of the clinical strains tested, including uropathogenic strains.
Four candidate phages (KP4, KP9, KP13, and EP1) were selected for detailed studies. All
showed thermal stability between 4°C and 42°C and within a pH range of 5 to 9. Additionally,
they were able to control bacterial growth in liquid cultures, with varying levels of efficiency.
Electron microscopy revealed that all exhibit myovirus morphology (icosahedral head and
contractile tail), and genomic analyses confirmed that they all belong to the class
Caudoviricetes. None of the phages carry resistance, virulence, or lysogeny genes, supporting
their therapeutic potential. Their activity against biofilms was also evaluated, where only EP1
and phages producing lysis plaques with halos significantly reduced the biomass of preformed
biofilms, suggesting the presence of depolymerase enzymes. These results highlight the
potential of the biobank not only for phage therapy but also for other applications such as
biocontrol on surfaces. This work represents the first academic study in Uruguay to isolate
and characterize local phages for therapeutic purposes, establishing methodological and
scientific foundations for future development in the field, and promoting open research in an

area with high biotechnological value.

Keywords: bacteriophages; phage therapy; uropathogens; biofilm; antibiotic resistance.
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1. Antecedentes

1.1 “La Pandemia Silenciosa”: el impacto de la resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana (RAM) se refiere a la capacidad adquirida por microorganismos
como bacterias, virus, hongos y parasitos para sobrevivir y multiplicarse a pesar de la
presencia de farmacos que anteriormente eran efectivos para inhibir su crecimiento o
eliminarlos (1). La RAM es una de las causas lider de mortalidad en el mundo, que contribuye
al 9% de las muertes globales (2,3). En 2021 se reportaron aproximadamente 21,36 millones
de muertes por sepsis como causa inmediata, o con una sepsis en la cadena de eventos que
desencaden6 en la muerte. De estas muertes, se estima que 1,14 millones fueron directamente
atribuibles a la RAM, es decir que ocurrieron como consecuencia directa de una infeccion por
patogenos resistentes. Ademads, 4,71 millones de muertes estuvieron asociadas a la RAM, lo
que implica que la resistencia estuvo presente y contribuyd a complicar el cuadro clinico,
aunque no haya sido la causa principal del fallecimiento (4). Si no se toma control sobre esta
situacion, los reportes oficiales estiman que la resistencia antimicrobiana serd la primera
causa de muerte para el 2050, cobrandose aproximadamente 10 millones de vidas cada afo
(5). Ademas del impacto en la mortalidad, la RAM representa una carga econdmica
significativa para los sistemas de salud, no solo en los paises en desarrollo, sino a nivel global
(6). Desde el afio 2020, se ha registrado un aumento del 45% en los costos médicos asociados
a esta problematica (7). Esta situacion se debe principalmente a tres factores: en primer lugar,
las infecciones causadas por microorganismos resistentes derivan en enfermedades graves, lo
que conlleva hospitalizaciones prolongadas y un mayor nimero de ingresos a unidades de
cuidados intensivos. De hecho, los pacientes con infecciones por microorganismos resistentes
permanecen hospitalizados, en promedio, 13 dias mas que su contraparte con infecciones por
microorganismos susceptibles (7). En segundo lugar, el uso de tratamientos de segunda linea,
necesarios cuando fallan las terapias iniciales, incrementa los costos del tratamiento (7).
Finalmente, la RAM también ocasiona pérdidas econdmicas anuales significativas debido a la
disminucién en la productividad laboral. Segun los Centros para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC, Centers for Disease Control and Prevention, por sus siglas en inglés), la
resistencia antimicrobiana supone anualmente un aumento de 20 billones en costos médicos

directos en los Estados Unidos, y un aumento de 35 billones en pérdida de productividad (6).
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1.2 Resistencia a los antibioticos

La introduccion de los antibidticos en la practica clinica fue, sin duda, uno de los mayores
avances médicos del siglo XX. Ademas de permitir el tratamiento de enfermedades
infecciosas, los antibidticos hicieron posibles muchos procedimientos médicos modernos,
como el tratamiento del cancer, los trasplantes de 6rganos y la cirugia a corazén abierto (8).
Tradicionalmente, el término antibidtico se refiere a compuestos producidos por
microorganismos que matan o inhiben el crecimiento de otros microorganismos. Sin embargo,
en la practica clinica actual, el término se ha ampliado para incluir también compuestos

sintéticos y semisintéticos con actividad antimicrobiana (9).

El primer compuesto antimicrobiano utilizado terapéuticamente fue el Salvarsan, desarrollado
en el afio 1910 por Paul Ehrlich para tratar Treponema pallidum, agente causal de la sifilis
(10). Afios mas tarde, en 1928, Alexander Fleming descubri6 la penicilina, producida por
hongos del género Penicillium. Este hallazgo impulsdé el estudio sistematico de
microorganismos como productores de antibidticos por parte de Selman Waksman, que marcé
el inicio de la “época dorada”, el periodo mas prolifico en el desarrollo de antibioticos, que
tuvo su pico en los afios 1950. De todos los antibidticos descubiertos en esta época, el 55%
derivaron del género Streptomyces (11). Estas bacterias del suelo son grandes productoras de
antibidticos debido a que los utilizan como armas quimicas para matar o inhibir el crecimiento

de competidores, ademas de utilizar estas moléculas como sefalizadoras (12).

Desde la época dorada ha habido una disminucion en la tasa de descubrimiento y desarrollo
de nuevas moléculas antimicrobianas (13). Esto se debe en parte a las barreras que encuentran
las farmacéuticas a la hora de desarrollar nuevos productos, teniendo que pasar por largos
procesos para la aprobacion, con altos costos y bajas tasas de éxito. También es atribuible a la
falta de incentivo, ya que no es rentable para estas empresas pasar por un complejo proceso de
desarrollo y que al poco tiempo el antibidtico pierda efectividad debido al surgimiento de
resistencia (7,14,15). A lo largo de la historia, a medida que se fueron desarrollando y
comercializando nuevos antibidticos, poco tiempo después aparecieron mecanismos de
resistencia (16). Incluso, para algunas clases de antibidticos, el periodo de desarrollo del
mismo es mas largo que el periodo comprendido entre el primer uso clinico y la aparicion de

resistencia (17) (Figura 1).
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Figura 1: Linea del tiempo para el descubrimiento, primer uso clinico y primer reporte clinico
de resistencia de las 38 clases de antibi6ticos. Se representan antibidticos tradicionales (derivados de
fuentes naturales), ademas de compuestos sintéticos y semisintéticos. Para cada uno, las barras
naranjas indican la “ventana de desarrollo”, periodo comprendido entre el desarrollo y el primer uso
clinico. Las barras azules indican la “ventana de resistencia”, periodo de tiempo comprendido entre el

primer uso clinico y el primer reporte clinico de resistencia al mismo. Tomada de (17).
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La resistencia a antibioticos por parte de las bacterias se ha convertido en una amenaza global,
poniendo en juego la eficacia de algunos tratamientos, y la prevencion de infecciones. La
aparicion y propagacion de organismos resistentes a multiples familias de antimicrobianos,
llamados organismos multidrogorresistentes (MDROs, del inglés multidrug-resistant
organisms) a paso acelerado en las ultimas décadas ha generado una crisis de salud a nivel
mundial. Algunos reportes recientes indican que en algunas regiones del mundo, hasta el 40%
de las infecciones mas comunes son resistentes a los antibioticos de primera linea (2,7). Es
importante sefialar que la resistencia a antibidticos existe desde antes que éstos fueran
identificados, sintetizados o comercializados. De hecho, se han identificado aislamientos
bacterianos en el permafrost con mas de 30.000 afios que ya poseian resistencia a antibidticos
(3). Para facilitar el entendimiento, resulta necesario diferenciar entre distintos tipos de

resistencia: la resistencia intrinseca, adquirida y adaptativa (2,18).

La resistencia intrinseca es un fendmeno que ocurre naturalmente, independiente de la
exposicion a antibidticos, y se encuentra universalmente distribuida en el genoma de un grupo
de bacterias, o de una especie bacteriana. Tipicamente la resistencia intrinseca es
cromosomica y se puede predecir a partir de la identidad del microorganismo. Los
mecanismos tradicionales de resistencia intrinseca son propiedades inherentes a la bacteria en
cuestion, e incluyen la falta de permeabilidad, lo que impide el ingreso o acumulacion del
antibidtico dentro de la célula bacteriana; la presencia de bombas de eflujo no especificas, que
expulsan los antibidticos y otras sustancias del interior bacteriano; la presencia de enzimas
que degradan el antibidtico; o la falta del sitio blanco del antibidtico, necesario para que este

pueda ejercer su accion (2,18,19) (Figura 2, panel superior).

Por su parte, la resistencia adquirida es el fendémeno por el cual bacterias que eran
inicialmente susceptibles a antibioticos, se vuelven resistentes, y este es el tipo de resistencia
preocupante al que se refiere la RAM. Muchos fenémenos juegan un rol en la resistencia
adquirida, pero el principal es el uso incorrecto e indiscriminado de antibioticos. Ademas, la
globalizacioén ha tenido un gran impacto en la diseminacion de la resistencia antibiotica. La
resistencia adquirida ocurre de una de dos maneras, por mutacion o por la adquisicion de
material genético foraneo que codifica para genes de resistencia. Las bacterias se reproducen
rapidamente, lo que lleva a cambios evolutivos a través de mutaciones aleatorias. La
exposicion a antibidticos genera una presion selectiva que le confiere una ventaja a la bacteria

que ha adquirido resistencia a través de mutaciones. Algunos mecanismos de resistencia que
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pueden ser desarrollados de esta manera incluyen la modificacién del blanco del antibidtico,
lo que impide que la union del antibidtico a su blanco; la modificaciéon o eliminacion del
antibiotico, que impiden que el antibidtico ejerza su efecto; modificacion de la pared celular
para disminuir la permeabilidad; o presencia de bombas de eflujo que impiden que el
antibidtico se acumule en el interior bacteriano (Figura 2, panel del medio).
Alternativamente, las bacterias pueden adquirir estas resistencias mediante la transferencia de
material genético desde otras bacterias, a través de la transferencia horizontal de genes
(THG). Esta transferencia permite no solo que las bacterias adquieran rdpidamente cambios
en su material genético, sino que rapidamente pueden compartirlos con otras bacterias. Los
tres procesos tradicionales de THG son la transduccion, transformacion y conjugacion (2,18).
Muchos genes de resistencia se encuentran codificados en plasmidos, pequefas moléculas de
ADN circular moviles que pueden participar en la THG, concretamente en la conjugacion.
Existen genes de resistencia codificados en los cromosomas bacterianos, pero son los
plasmidos los que tienen la capacidad de diseminarse rapidamente entre bacterias e incluso
entre distintas especies. Asimismo, también pueden contener otros elementos genéticos
moviles como transposones e integrones. Los elementos transponibles son secuencias de
ADN que pueden integrarse en plasmidos o cromosomas y que usualmente codifican para
genes de resistencia. Los integrones son secuencias de ADN que también se localizan en
plasmidos o cromosomas, generalmente asociados a transposones y que tienen la capacidad
de integrar genes libres en el citoplasma bacteriano y por ende estas plataformas pueden

portar varios genes de resistencia (20).

Por ultimo, existe otra forma de resistencia particular, también de preocupacion, denominada
resistencia adaptativa. Podria definirse la resistencia adaptativa como el aumento temporal de
la habilidad de una bacteria para sobrevivir a un antibidtico gracias a alteraciones en la
expresion génica o de proteinas, como resultado de la exposicion a un detonante ambiental o
la presencia de antibidticos (21). Estos mecanismos tipicamente requieren de cambios
epigenéticos, y estan asociados a la sobreexpresion de bombas de eflujo y a una disminucion
en la produccion de porinas, dos estrategias que disminuyen la concentracion intracelular del
antibiotico. Otro mecanismo de resistencia adaptativa es la formacion de biofilms (2,22)
(Figura 2, panel inferior). Los biofilms son comunidades microbianas que se encuentran
irreversiblemente adheridas a una superficie, o a si mismas, rodeadas de una matriz
polisacaridica de produccion propia que les brinda un ambiente protegido frente a estrés

ambiental como radiacion ultravioleta, cambios en la salinidad, pH, entre otros (23,24). En el
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ambiente clinico, la formacioén de biofilms supone un desafio para los antibidticos, ya que
generan infecciones dificiles de resolver, tipicamente crénicas. Gracias a la matriz de
polisacaridos, la penetracion del antibidtico se ve reducida, impidiendo su acceso a las
bacterias ubicadas en las capas mas internas del biofilm (21). Ademas, se secretan de forma
continua péptidos que contrarrestan su actividad, disminuyendo notoriamente su efecto toxico
(25). Por otra parte, los nutrientes tienen una distribucion desigual a lo largo de la estructura
del biofilm, generando que las células de las capas mas externas crezcan mas rapido que las
internas, estas ultimas incluso pudiendo alcanzar un estado dormante o persistente (26). Esto
es relevante ya que las distintas fases del crecimiento poseen una expresion génica diferencial,
y también distintas susceptibilidades a antibidticos. Finalmente, las células en un biofilm se
encuentran en estrecho contacto entre ellas, lo que vuelve al biofilm un excelente ambiente

para la THG, y por lo tanto, para la transferencia de genes de RAM (27).
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Figura 2: Mecanismos de resistencia a antibioticos. Se distingue entre los mecanismos de
resistencia intrinseca (bombas de eflujo inespecificas, permeabilidad reducida, degradacion del
antibiotico y ausencia del sitio blanco), resistencia adquirida (bombas de eflujo, modificacion de la
pared celular, modificacion o degradacion del antibidtico y modificacion del sitio blanco) y resistencia
adaptativa (aumento en la expresion de bombas de eflujo, disminucidon de porinas y formacion de

biofilms). THG: Transferencia horizontal de genes. Adaptada de (2).
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1.2.1 Grupo ESKAPEE y patogenos bacterianos prioritarios

El estudio GBD (Global Burden of Disease, por sus siglas en inglés) identifico a Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, y Pseudomonas aeruginosa como las seis causas de muerte (73%)
que lideran las muertes asociadas y atribuibles a la RAM bacteriana en 2019, tendencia que se
mantuvo en 2021 (Figura 3) segin el IHME (Institute for Health Metrics and Evaluation, por
sus siglas en inglés) (28). Estos patdgenos se solapan con otro grupo de patégenos,
considerados dentro del acronimo ESKAPEE, que abarcan Enterococcus spp., S. aureus, K.
pneumoniae, A. baumanii, P. aeruginosa, Enterobacter spp. y E. coli, conocidos por causar
infecciones nosocomiales y adquiridas en la comunidad resistentes a antibidticos (2). Los
integrantes del grupo ESKAPEE son especialmente desafiantes a la hora de tratar, debido a su
habilidad intrinseca y adquirida de desarrollar mecanismos de resistencia a antibidticos

répidamente en respuesta a estimulos ambientales (29).

Deaths both associated with and attributable to bacterial antimicrobial resistance by pathogen
All syndromes, Global, All Ages, Both sexes, 2021
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Figura 3: Muertes globales asociadas y atribuibles a la resistencia antimicrobiana (RAM) por
parte de bacterias en 2021. Se muestra el nimero de muertes asociadas a la RAM (violeta claro) y el
nimero de muertes atribuibles a la RAM (violeta oscuro) para los patégenos bacterianos mas
influyentes, considerando todas las infecciones a nivel global, para todas las edades y ambos sexos.
MTB: Mycobacterium tuberculosis; GBS: Estreptococo grupo B; NTS: Salmonella no tifoidea.
Tomado de (28).
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Ademéas de los patogenos del grupo ESKAPEE, en 2024 la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) public6 una lista de patdgenos que definié como prioritarios, segin los criterios de:
mortalidad, incidencia, transmisibilidad, opciones de tratamiento disponibles, tendencia a la
resistencia, capacidad para la prevencion y carga (no fatal) para el sistema de salud. Con este
enfoque, se identificaron 24 combinaciones de patdgenos y antibidticos, las cuales fueron

clasificadas, y definidas como prioridad media, alta o critica (Figura 4) (30).
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Figura 4: Lista de patégenos prioritarios para la Organizacion Mundial de la Salud (2024). Se
identificaron 24 combinaciones de patdgeno-antibidtico que fueron declaradas prioridad, y que entran
en uno de los siguientes grupos: prioridad media, alta o critica, segiin criterios de mortalidad,
incidencia, transmisibilidad, opciones de tratamiento disponibles, tendencia a la resistencia, capacidad

para la prevencion y carga (no fatal) para el sistema de salud. Tomada de (30).
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1.2.2 Situacion en Uruguay

Uruguay no es ajeno a la situacion global, y en 2021 se reportaron aproximadamente 700
muertes directamente atribuibles a la resistencia a antibioticos, y 2.800 muertes asociadas a
este fendémeno, segun datos del IHME. Al igual que lo que sucede en el mundo, los patégenos
lideres en muertes fueron E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, S. pneumoniae, A. baumannii, y
P. aeruginosa, contribuyendo aproximadamente al 80% de las muertes por RAM en el afio

2021 (Figura 5) (28).

Deaths both associated with and attributable to bacterial antimicrobial resistance by pathogen
All syndromes, Uruguay, All Ages, Both sexes, 2021

700
[ Associated with antibiotic resistance
600

500 B Attributable to antibiotic resistance

400

300

200

100 i i
0_ .

Deaths

Hi |—-|I._.I e e~ = P T
W > . e ‘9 & Y S >
& P o P ® e O P PP P &
‘6.0 &6 Od\o(\\ ‘\}%\“0 ‘}‘{‘O \)\ e\) %@6 W ] éq,Q ,\,36 '3 'b(\?* \\“é ‘eﬁcﬁ K\\) (\ &' & o \\ng P ‘a,dQ 6‘ ‘iQ
5 o ?_aa \.’\‘\3 . g Q‘O" 2 0‘0‘3 2 6@*‘ ‘3;9“ O‘o’é Y\‘«\ 5‘\\% C_,-Q
w =3 @“@‘ W v

Figura 5: Muertes en Uruguay asociadas y atribuibles a la resistencia antimicrobiana (RAM)
por parte de bacterias en 2021. Se muestra el nimero de muertes asociadas a la RAM (violeta claro)
y el nimero de muertes atribuibles a la RAM (violeta oscuro) en Uruguay para los patogenos
bacterianos mas influyentes, considerando todas las infecciones, para todas las edades y ambos sexos.
GBS: Estreptococo grupo B; GAS: Estreptococo grupo A; MTB: Mycobacterium tuberculosis; NTS:

Salmonella no tifoidea. Tomado de (28).

Uruguay realiza vigilancia de la resistencia a los antibidticos a través del Departamento de
Laboratorios de Salud Publica (DLSP), y envia datos a ReLAVRA (Red Latinoamericana y
del Caribe de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos) y SIREVA (Sistema de
Redes de Vigilancia de los Agentes Responsables de Neumonias y Meningitis Bacterianas).
En el 2018, el Ministerio de Salud Publica (MSP) elabor6 un Plan Nacional de Accion contra
la Resistencia Antimicrobiana, con el objetivo de reducir el riesgo de seleccion y

diseminacion de microorganismos resistentes a los antimicrobianos utilizados en el
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tratamiento de las infecciones en humanos (31). A pesar de la implementacion de este plan, el
problema de la resistencia viene en aumento en nuestro pais. En particular, las infecciones
hospitalarias causadas por bacilos Gram negativos (BGN) han constituido un problema
creciente en la practica clinica debido a la aparicion de mecanismos de resistencia a casi la
totalidad de antibidticos utilizados en la clinica diaria, lo que resulta un desafio terapéutico y

para el control de infecciones (31).

En enterobacterias, el mecanismo de resistencia mas comun identificado en los aislamientos
clinicos es la produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), un grupo de
enzimas capaz de hidrolizar la mayoria de antibidticos beta-lactamicos, con excepcion de los
carbapenémicos (considerados antibidticos de ultima linea o reservados) (31). En los tltimos
afos, el aumento en el uso de los carbapenémicos para el tratamiento de infecciones causadas
por MDROs ha derivado en resistencia a estos farmacos (31). A partir del primer brote
hospitalario por un microorganismo productor de carbapenemasa (K. pneumoniae, patdgeno
de prioridad critica para la OMS) en el 2011 (32), brotes esporadicos por estos
microorganismos se han presentado tanto en instituciones publicas como privadas, con un
sostenido aumento en su frecuencia. En el afio 2017, se registraron un total de 10 brotes en
todo el pais (31), mientras que en los Gltimos cinco afios (exceptuando el 2020 que no es
representativo de la situacion epidemioldgica por las restricciones de la pandemia) se han
registrado un promedio de 21 brotes anuales causados por microorganismos productores de

carbapenemasas, segun datos del MSP (33).

1.3 Infecciones del tracto urinario (ITU)

Los MDROs son responsables de una amplia variedad de sindromes infecciosos, tanto a nivel
intrahospitalario como comunitario; entre los que se incluyen las infecciones del torrente

sanguineo, del tracto respiratorio, de la piel, intraabdominales y del tracto urinario (30).

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son unas de las infecciones mas frecuentes a nivel
mundial, habiendo afectado a 400 millones de personas en el afio 2019 (34-36). Las ITU
tienen mayor incidencia y prevalencia en mujeres, estimandose que el 50%-60% de las
mujeres tendran al menos una ITU a lo largo de su vida (34), y en nifios, siendo las ITU la

segunda infeccion bacteriana mds comun en esta poblacion (37).
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El diagnoéstico de las ITU tipicamente se realiza analizando una combinacion de sintomas
clinicos conjuntamente con un urocultivo positivo (>10° unidades formadoras de colonia/mL).
Algunos sintomas incluyen: dolor o molestia al orinar (disuria); aumento de la frecuencia al
orinar; dolor suprapubico; presencia de sangre en la orina (hematuria); presencia de leucocitos

en la orina (piuria); fiebre; dolor en el flanco, entre otros (36,38,39).

Las ITU pueden clasificarse segin la condicion clinica del paciente en ITU complicadas y no
complicadas. Esta diferenciacion tiene implicancias en la terapia, dado que los riesgos de
complicaciones o fracaso del tratamiento son mas probables para pacientes con una ITU
complicada (38). En general, la definicion que se utiliza es la siguiente: una ITU no
complicada es un episodio de cistitis (infeccion de vejiga o tracto urinario bajo) en pacientes
que no estén inmunocomprometidos, embarazadas, que no tienen anormalidades funcionales o
anatomicas del tracto urinario, sin catéter permanente y sin historial de trasplante renal, que
ademds no tengan sintomas de una infeccidon del tracto urinario alto (pielonefritis) o de
infeccion sistémica. Todas las ITU que no entran en esta definicion, se catalogan como

complicadas (35,38,39).

Generalmente, las ITU estdn causadas por un solo microorganismo, y el principal agente
etioldégico tanto en infecciones complicadas como no complicadas es Escherichia coli
uropatogena (UPEC, uropathogenic Escherichia coli, por sus siglas en inglés). En menor
medida pueden ser causadas también por varios patdgenos como otras bacterias
Gram-negativas (K. pneumoniae, P. mirabilis y P. aeruginosa); bacterias Gram-positivas (S.
saprophyticus, Enterococcus spp., GBS y S. aureus); y levaduras (Candida spp.), que causan

ITU oportunistas (35,39,40) (Figura 6).
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Figura 6: Epidemiologia de las infecciones del tracto urinario (ITU). Las ITU son multiespecie; la
infeccion puede estar causada por bacterias Gram-negativas, bacterias Gram-positivas, o levaduras. De
todos los agentes etiologicos, Escherichia coli uropatdgena es responsable del 75% de los casos de

ITU no complicada, y del 65% en los casos de ITU complicada. Tomada de (40).

De manera preocupante, las ITU no solo son comunes, sino que tienen una alta tasa de
recurrencia (40). Durante una infeccion del tracto urinario, E. coli UPEC puede adherirse e
invadir las células epiteliales de la vejiga, formando estructuras en el citosol (llamadas
comunidades bacterianas intracelulares, CBI) (41-43). Las CBI pueden proteger a las
bacterias de la accion de los antibidticos y servir como un reservorio intracelular para ITU

recurrentes (41-43).

Segiin donde se adquiera la infeccion, las ITU pueden clasificarse en adquiridas en la
comunidad o adquiridas en el hospital (nosocomiales). Las cistitis que queden desatendidas o
no sean resueltas, pueden progresar a una pielonefritis o incluso a una urosepsis (39). El
riesgo de progresion es dependiente, en parte del lugar de donde la infeccion fue adquirida.
Las ITU nosocomiales son generalmente ITU complicadas, donde se aislan una mayor
proporcion de patdgenos multirresistentes, en comparacion a las infecciones comunitarias
(38,39). El 80% de las ITU complicadas son ocasionadas por el uso de una sonda vesical o
catéter (44). Ademas de la mayor presencia de MDROs en el ambiente hospitalario, la
insercion de un catéter urinario en la uretra y la vejiga resulta en la liberacion de fibrinégeno
por parte del huésped, que cubre el catéter. Estos factores permiten que varios patdgenos se
puedan unir y formar biofilms en la superficie del catéter, lo que incrementa la mortalidad si
la infeccidn progresa a pielonefritis y urosepsis. En pacientes hospitalizados, la proporcion de

sepsis atribuibles a las ITU es 42% (39).
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Segin datos del IHME, las ITU son la sexta causa de muerte a nivel global cuando
consideramos solamente los sindromes infecciosos, cobrandose medio milléon de muertes en el
afio 2021 (Figura 7, panel superior izquierdo). En Uruguay ocurre algo similar, aunque las
ITU ocupan el tercer puesto en causas de muertes por agentes infecciosos (Figura 7, panel
superior derecho). En cuanto a la incidencia de la multirresistencia en este tipo de infecciones,
tanto a nivel global como en nuestro pais, las ITU son una de las principales responsables en

muertes asociadas y atribuibles a la resistencia antibiotica (Figura 7, panel inferior) (28).
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Figura 7: Muertes causadas por los sindromes infecciosos en el afio 2021. Panel superior: muertes causadas por sindromes infecciosos en 2021 a nivel
global (izquierda) y en Uruguay (derecha). Panel inferior: muertes asociadas (verde claro) y atribuibles (verde oscuro) a la resistencia antibidtica en 2021, por

sindrome infeccioso a nivel global (izquierda) y en Uruguay (derecha). LRI: infecciones del tracto respiratorio inferior; STI: infecciones de transmision

sexual; MMO: mielitis, meningoencefalitis y otras infecciones del sistema nervioso central. Tomado de (28).
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1.4 Los bacteriofagos: “enemigos” naturales de las bacterias

1.4.1 Los bacteriofagos y su descubrimiento

Los bacteriofagos, o fagos, son virus que infectan bacterias de forma especifica y selectiva.
Los fagos son las entidades bioldgicas mas ubicuas y abundantes de la biosfera, y se estima
que existen mas de 10°! particulas fagicas en la Tierra (45,46). Se pueden encontrar fagos en

todos los habitats bacterianos, y tienen un rol clave en la ecologia y evolucion microbiana

(47).

Las primeras observaciones que podrian relacionarse a la actividad de bacteriofagos se
remontan a tiempos antiguos, con algunos reportes documentando que algunos rios tenian la
capacidad de curar enfermedades infecciosas. En 1896, el bacteridlogo britanico Ernest
Hankin observéd que los rios Ganges y Jumna en India tenian actividad antibacterial contra
Vibrio cholerae. El sugirid que el fendmeno se debia a una sustancia no identificada que
limitaba el surgimiento de epidemias de colera (48). Sin embargo, no fue hasta 1915 que el
microbidlogo britdnico Frederick Twort propuso que se trataba de un agente filtrable e
infeccioso, sin llegar a definir su naturaleza. Por varias razones incluyendo dificultades
financieras, Twort no continud con esta investigacion. Dos afios después, el microbidlogo
francocanadiense Felix d'Herelle descubri6 de forma independiente estos mismos virus, y

acui6 el término bacteridéfago (48,49).

1.4.2 Biologia de los fagos, clasificacion filogenética y ciclos de infeccion

Un bacteriéfago es una particula compuesta por un solo tipo de acido nucleico (ADN o ARN)
y una capside proteica que protege el material genético (50). Se han descrito fagos de ADN
simple hebra (ADNss); ADN doble hebra (ADNds); ARN simple hebra (ARNss) y ARN
doble hebra (ARNds), segmentado o no. La gran mayoria de los fagos descritos (arriba del
95%) también posee una cola proteica que le permite la adsorcion especifica al receptor
bacteriano (50). Estos fagos componen la clase Caudoviricetes, que se caracterizan por poseer

genoma ADNGds y simetria binaria (cabeza icosaédrica y cola helicoidal) (50,51). Ademas de
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esta morfologia, existen fagos filamentosos, fagos con envoltura y otros con cédpside y una
membrana lipidica interna. Esta variabilidad de morfologias y de acidos nucleicos refleja la

gran diversidad con la que cuentan los bacteridfagos (50).

Antiguamente, los bacteriofagos se clasificaban segun su morfologia, tipo de material
genético y hospedero, pero en 2022, el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV,
International Committee on Taxonomy of Viruses, por sus siglas en inglés) abolid esta
clasificacion, e implementd una basada en andlisis filogenéticos. Esto se tornd necesario
debido a que las antiguas familias virales tenian origenes polifiléticos, por lo que no

representaban de manera fiel las historias evolutivas (51).

Los fagos presentan diferentes ciclos de infeccidon, esto junto con su interaccion con el
ambiente, dicta el rol de estos virus en la biologia bacteriana (45). Los fagos con cola pueden
atravesar tres tipos de ciclos: ciclo litico, lisogénico y pseudolisogénico (Figura 8, panel A).
Para todos ellos, el primer paso de la infeccion es la adsorcion (reversible) del fago a la
superficie de la célula bacteriana. Cada cepa bacteriana tiene un nimero grande de moléculas
de proteinas, carbohidratos y lipopolisacaridos (LPS) en su superficie que estan involucradas
en un nimero notable de actividades biologicas, y muchas de estas moléculas son utilizadas
por los fagos como receptores especificos. Por tanto, la susceptibilidad de la bacteria al fago

dependerd, al menos en parte, de la presencia de estos receptores en su superficie (47,50).

Luego de la adsorcion, se da la inyeccion (irreversible) del material genético a la célula. A
partir de este paso, muchos fagos entraran al ciclo litico, donde se produce un “secuestro” de
la maquinaria celular para la produccion de proteinas virales. Inicialmente se transcribe un set
de genes tempranos que incluyen la proteccion del genoma viral y la reestructuracion del
hospedero segin las necesidades de cada fago. Posteriormente, se expresan genes
responsables de la replicacion del genoma viral, y por Gltimo, genes tardios, encargados de la
produccion de componentes de la capside, la maquinaria para el empaquetamiento del
material genético, las proteinas de la cola, y las proteinas responsables de la lisis bacteriana
para liberar la progenie viral en el momento adecuado. Finalmente, se da la liberacion de las
particulas virales por proteinas que lisan la pared celular y que generan una diferencia de

presion osmotica (45,47,50).
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Figura 8: Ciclos replicativos de los bacteriofagos. Panel A: tipos de ciclos de infeccion de los fagos
con cola. En el ciclo litico, la replicacion viral ocurre inmediatamente luego de la infeccion,
eventualmente desencadenando la liberacion de viriones tras la lisis bacteriana. En el ciclo lisogénico,
los fagos se integran al genoma bacteriano como profagos, y se replican pasivamente hasta que se
induce un ciclo litico. En la pseudolisogenia, los genomas de los fagos persisten de manera episomal
en el hospedero, antes de entrar a un ciclo litico o lisogénico. El fago de forma episomal se segrega de
manera asimétrica durante la division celular, y una subpoblacion puede completar, bajo ciertas
condiciones, un ciclo litico productivo. Panel B: infeccidon cronica tipica de los fagos filamentosos,
donde se produce progenie viral constantemente sin la lisis o muerte celular. Panel C: clasificacion de
los fagos segun sus ciclos de replicacion. Los fagos con cola que siempre lisan a su hospedero se

denominan virulentos o liticos obligados, mientras que los liticos facultativos pueden realizar también
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pseudolisogenia. Los fagos temperados, pueden tener un estilo de vida lisogénico o pseudolisogénico
hasta que comiencen con un ciclo litico, tipicamente desencadenado por condiciones ambientales
desfavorables o estrés bacteriano. Los fagos filamentosos suelen seguir un ciclo de vida cronico

productivo, aunque también tienen la capacidad de entrar en un ciclo lisogénico. Tomada de (47).

Alternativamente, los fagos pueden atravesar el ciclo lisogénico (Figura 8, panel A), en el
que se da la integracion del genoma del fago al genoma de la bacteria hospedera en lugar de la
biosintesis que ocurre en el ciclo litico. El material genético integrado, llamado profago, se
replica pasivamente con cada division celular subsecuente. Frente a ciertas situaciones, el
profago se puede inducir, escindiéndose del genoma bacteriano y generando la proliferacion
de una progenie viral via ciclo litico. La integracion viral estable al cromosoma bacteriano es
principalmente una funcion de cada fago, pero también depende de condiciones ambientales y
de cambios en el hospedero. Frente a determinados cambios (estrés nutricional, dafio en el
ADN), los profagos pueden escindirse del genoma bacteriano, entrando en un ciclo litico que
lleve a la muerte de la célula. Los mecanismos de quorum sensing también juegan un rol en la
conversion de ciclo lisogénico a ciclo litico (47). La presencia de profagos en el ADN de la
bacteria puede protegerla de otras infecciones por fagos relacionados mediante la produccion
de represores (fendmeno conocido como inmunidad frente a la superinfeccion). También,
pueden estar involucrados en la transferencia de material genético entre bacterias
(transduccion), y pueden causar cambios fenotipicos en el hospedero (conversion lisogénica).
Estos cambios fenotipicos han hecho que algunos patégenos adquieran factores de virulencia,
como por ejemplo la toxina Shiga en E. coli o las toxinas que posee Vibrio cholerae que

causan los sintomas de colera (45,47,50).

Se ha propuesto también un tercer ciclo de infeccion para los fagos con cola, la
pseudolisogenia (Figura 8, panel A), cuya funcion e impacto en las poblaciones bacterianas
aln no se encuentra bien estudiado. En la pseudolisogenia, el genoma del fago persiste en
forma episomal, y no se integra al genoma bacteriano, ni tampoco se da la multiplicacién o
replicacion sincronizada de los fagos en el hospedero, pero cuando las condiciones lo
permiten, el fago entra a un ciclo litico o lisogénico “normal”. La pseudolisogenia se ha
observado principalmente en bacterias Gram-negativas, generalmente cuando las condiciones
de crecimiento son limitadas, sugiriendo un rol en la supervivencia del fago a largo plazo en

condiciones desfavorables, quizds otorgando ventajas del ciclo lisogénico, evitando la
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integracion del genoma. No se han establecido (al menos hasta el momento), marcadores

genéticos de la capacidad pseudolisogénica por parte de los fagos (47).

Los bacteriofagos que realizan exclusivamente el ciclo litico se conocen como virulentos, o
liticos obligados. Aquellos que tienen la capacidad de realizar un ciclo pseudolisogénico
ademads del litico se denominan liticos facultativos. Los fagos temperados, pueden ademas
experimentar un ciclo lisogénico, integrando su genoma al genoma bacteriano (Figura 8,

panel C) (47).

Por su lado, los fagos filamentosos pueden realizar un ciclo lisogénico, y un ciclo cronico,
caracteristico de estos fagos (Figura 8, paneles B y C). A diferencia de los ciclos litico y
lisogénico, la infeccion cronica conduce a la produccion continua de viriones sin causar la

lisis bacteriana (47).

1.4.3 Los fagos como alternativa terapéutica

El fenémeno de la RAM ha escalado al punto de ser una amenaza seria para la salud publica a
nivel global, y resulta obvio que es necesario buscar alternativas terapéuticas para los casos en
los que los antibidticos ya no son eficaces. Con la escasez de nuevos medicamentos
antimicrobianos, ha surgido (o resurgido) el interés por el uso de fagos para terapia, conocido

como fagoterapia o terapia fagica (50).

La fagoterapia no es un concepto nuevo. Poco después del descubrimiento de los fagos, en
1919, d'Herelle comenz6 a testear estos virus en pacientes humanos en el Hopital des
Enfants-Malades, en Paris. La preparacion de fagos fue ingerida por el propio d'Herelle y
otros internos del hospital, para confirmar su seguridad antes de ser administrada a un nifio de
12 afos con disenteria severa. Los sintomas del paciente cesaron ante una sola administracién
de los fagos anti-disenteria, y se recuperd completamente unos dias después. La eficacia de
esta preparacion fue confirmada, cuando otros tres pacientes con disenteria bacteriana fueron
tratados con una Unica dosis de la preparacion y comenzaron a recuperarse 24 horas

post-tratamiento (52).
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Desde 1919 hasta 1930, antes de la comercializacion de la penicilina, d Herelle y sus
colaboradores (George Eliava, entre otros) emprendieron numerosas expediciones hacia
paises que tenian una epidemia de coélera, y aplicaron bacteri6fagos contra estos patdgenos.
Segun estimaciones de publicaciones de ese tiempo, gracias a la aplicacion de bacteridfagos,
se logr6 reducir la mortalidad del célera en India en un 10%. Otros reportes de esa época
también constataban la utilidad de los bacteriéfagos para combatir infecciones de distintos
tipos (48,52). Sin embargo, en los afios 1930, comenzaron a surgir importantes
cuestionamientos sobre la validez de los resultados presentados. El criticismo estaba dirigido
hacia la falta de disefio metodologico, controles, produccion estandarizada y caracterizacion
de las preparaciones de fagos, al igual que algunos resultados contradictorios. Luego de la
introduccion de los antibidticos, parecia que la medicina contaba con una cura ideal, que
curaba a los pacientes sin siquiera saber el verdadero agente causal, lo que la volvia una
terapia facil (48,53). Los esfuerzos por la fagoterapia se vieron reducidos a Europa del Este, y
la barrera del lenguaje evitd la diseminacion a nivel mundial de los resultados obtenidos en
esa zona del mundo. Una revision de la literatura de Polonia, Georgia y Rusia encontro
tratamientos exitosos con fagos para neumonia, meningitis, osteomielitis, e infecciones
postquirurgicas en pacientes con cancer, pero no fue hasta comienzos del nuevo milenio que

occidente descubriod (o redescubrid) la fagoterapia en humanos (53).

Los beneficios de los bacteriofagos para su uso en terapia son variados. Los fagos son
entidades dinamicas y se replican en el sitio de infeccion, lo que permite una amplificacion de
la dosis y una concentracion en el sitio, algo que no ocurre con los antibidticos (53). Ademas,
los bacteriofagos tienen actividad anti biofilm, cualidad que no poseen los antibioticos. En
cuanto a la seguridad, no se han reportado efectos adversos durante o luego de la aplicacion
de bacteriofagos, y son aptos para aquellas personas con alergia a determinados
antimicrobianos. Por ultimo, aunque las bacterias podrian volverse resistentes a los fagos, esto
no es de preocupacion al mismo nivel que la RAM. Al igual que las bacterias, los fagos mutan
y evolucionan, por lo que posibles resistencias podrian ser eludidas. Asimismo, podria
utilizarse una mezcla o coctel de distintos fagos, o fagos en combinacion con antibiodticos, que
reduzcan la probabilidad de desarrollar o seleccionar resistencia por parte de las bacterias
(48). Es de tener en cuenta que la fagoterapia es extremadamente amoldable ya que gracias a

su abundancia y ubicuidad, existe una fuente virtualmente inagotable de fagos diferentes (53).
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A diferencia de los antibioticos, los bacteridfagos son especificos de sus hospederos, por lo
que mantienen la microbiota y minimizan las chances de infecciones secundarias. Esta
especificidad es la mayor ventaja y desventaja del uso de la terapia fagica. Si bien se
minimizan los efectos off-target, la alta especificidad requiere de un diagnostico preciso del
agente etioldgico de la infeccion, lo cual podria ser dificil y més laborioso. Esta cualidad
junto con el hecho de que el inicio temprano de una terapia con fagos podria ser critica para
su efectividad, hace que sea necesario contar con colecciones de fagos caracterizados, y listos

para su uso (48,53).

La fagoterapia tradicionalmente utiliza fagos virulentos que puedan lisar a la bacteria
inmediatamente luego de la infeccion, en lugar de fagos temperados que pueden realizar un
ciclo lisogénico. La utilizacion de un fago temperado no solo podria disminuir la eficacia de
la terapia (por la opcidn de lisogenia en lugar de lisis), sino que también se corre el riesgo de
transferir genes de resistencia y virulencia, ademas de conferir inmunidad a la superinfeccion,
pudiendo dificultar ain mas el cuadro infeccioso inicial (47). Si no se dispone de fagos
virulentos, es posible aplicar ingenieria genética sobre fagos temperados para eliminar los

genes de lisogenia y hacerlos aptos para terapia fagica (54,55).

1.4.4 Situacion actual de la fagoterapia

En Europa del este (Georgia, Polonia y Rusia), los fagos se usan de rutina en la practica
médica desde hace mas de 70 afios, y esta experiencia provee una rica fuente de datos
empiricos (47). Existen numerosos reportes de casos de éxito para distintas infecciones en
todo el mundo, incluyendo ITU; rinosinusitis y otitis media; infecciones de tejidos blandos y
piel; infecciones respiratorias; infecciones oseas y de articulaciones; infecciones de protesis;

infecciones asociadas a dispositivos cardiacos y sepsis (56).

A pesar de la cantidad de estudios que demuestran la eficacia de los fagos en tratamientos
personalizados, no hay hasta la fecha ensayos clinicos aleatorizados doble ciego que
confirmen las observaciones promisorias de las terapias experimentales en humanos y
animales (57,58). Es necesario adoptar una mirada critica de los ensayos realizados para
poder confirmar el valor terapéutico de la fagoterapia. Por ejemplo, no hay suficiente datos de

la farmacocinética de los fagos, y de su biodisponibilidad tras la administracion, informacion
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clave para conocer la dosis Optima. Se ha acumulado evidencia que demuestra el efecto
sinérgico de los antibidticos y los fagos, y a pesar de esto, la mayoria de los ensayos clinicos
de fagoterapia no han optado por la estrategia de combinar ambos antimicrobianos (57,59).
También, es de notar que la terapia personalizada es la que tiene mayor probabilidad de éxito,
por lo que elegir el fago que tiene mejor actividad contra la cepa aislada del paciente es clave
para poder combatir la infeccion. Sin embargo, las realidades de manufactura y los modelos
farmacoecondmicos favorecen la utilizacion de fagos (o de cocteles de fagos)
predeterminados. Por ultimo, se cuenta con informacion muy limitada acerca del rol del
sistema inmune en la fagoterapia, por lo que los futuros ensayos clinicos deberian tener en

consideracion esta variable (57).

En Uruguay, de forma novedosa, se ha aplicado la fagoterapia personalizada recientemente
con ¢éxito. El MSP en el afio 2024 autorizo6 a la empresa Kinzbio a “realizar fagoterapia para el
tratamiento y prevencion de infecciones causadas por bacterias multirresistentes a los
antibidticos”, siempre que lo solicite el médico tratante y el paciente suscriba un
consentimiento informado sobre la técnica (Ordenanza N° 1.162/024, Ministerio de Salud
Publica, Uruguay). La empresa ha documentado varios casos de ¢€xito en los que ante la
imposibilidad de resolver una infeccion bacteriana con antibidticos, los médicos tratantes y/o
pacientes solicitaron la aplicacion de esta tecnologia. El primer caso describe la nebulizacion
de fagos para tratamiento de una P. aeruginosa XDR (resistencia extensa a medicamentos) en
un paciente oncoldgico con neumonia asociada a la ventilacion mecanica (60). El segundo
caso, se tratdo de una infeccion periprotésica asociada a la remocion de una protesis de cadera,
causada por multiples microorganismos (S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii), y con
administracion en el sitio quirargico de fagos para los agentes etioldgicos identificados (60).
El ultimo caso fue un tratamiento ambulatorio mediante sonda intravesical de una paciente
con ITU recurrente causada por P. mirabilis productor de BLEE. Para todos los casos, se
logré una eliminacién de la infeccién y de todos los sintomas asociados, sin recurrencia.
Incluso para algunos de ellos se logro la erradicacion del patdgeno causante de la infeccion
(60). Esta diversidad refleja la versatilidad de la fagoterapia, y el potencial de resolver

infecciones que los antibioticos ya no son capaces de resolver.

En el ambito académico uruguayo, esta tesis representa el primer trabajo publico que aborda
de manera sistematica el aislamiento y la caracterizacion de bacteriofagos locales con

potencial uso bioterapéutico para el control de patégenos de relevancia clinica. Su valor
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radica en inaugurar una linea de investigacion aln inexplorada en la academia nacional,
aportando conocimiento basico sobre la diversidad de bacteriéfagos presente en nuestro
entorno y su actividad bactericida frente a bacterias patogenas multirresistentes. De este
modo, el trabajo sienta bases solidas para el desarrollo de estrategias terapéuticas basadas en

fagos, desde una perspectiva académica, colaborativa y de acceso publico.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Aislar y caracterizar bacteri6fagos virulentos (exclusivamente liticos) con actividad frente a

bacterias uropatdgenas multirresistentes y formadoras de biofilms.

2.2 Objetivos especificos

1.  Aislar al menos dos fagos virulentos de Klebsiella pneumoniae y dos de Escherichia
coli, principales agentes etiologicos de las infecciones del tracto urinario y generar

stocks de alto titulo viral.

2.  Caracterizar el rango de hospedero de los fagos aislados y su eficiencia de plaqueo en
aislamientos bacterianos clinicos, y seleccionar un set de al menos 3 fagos que
presenten actividad contra aislamientos de origen urinario para su estudio en mayor

profundidad.

3.  Caracterizar de forma mas detallada los fagos seleccionados determinando:
a. la estructura de las particulas virales mediante microscopia electrénica;
b. la naturaleza de sus genomas (ADN o ARN) y sus secuencias;

su estabilidad térmica y a distintos pH;

2 o

la interaccion fago-hospedero mediante curvas de infeccion;

e. su capacidad de erradicar biofilms bacterianos.
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3. Materiales y métodos

3.1 Transferencia de cepas bacterianas al laboratorio y almacenamiento

A excepcion de la cepa ATCC 700603 (Klebsiella quasipneumoniae, anteriormente
denominada Klebsiella pneumoniae K6), todas las cepas utilizadas en este trabajo fueron
transferidas desde otros laboratorios donde habian sido previamente identificadas y
caracterizadas fenotipica y genotipicamente. Las cepas de Klebsiella pneumoniae (n = 25) y
Klebsiella oxytoca (n = 1) fueron gentilmente cedidas por la Dra. Carolina Marquez (Cétedra
de Microbiologia Clinica, Facultad de Quimica, UdelaR); la Dra. Nadia Riera (Laboratorio de
Gendmica Microbiana, Institut Pasteur de Montevideo); y el Dr. Franklin L. Nobrega (The
Microbial Interactions Lab, University of Southampton). Las cepas de Escherichia coli (n =
34) fueron gentilmente cedidas por las Dras. Fernanda Azpiroz y Eloisa Poey (Fisiologia
Bacteriana, Facultad de Ciencias, UdelaR); la Dra. Paola Scavone (Laboratorio de Biofilms,
Instituto de Investigaciones Clemente Estable); y la Dra. Carolina Marquez (Cétedra de

Microbiologia Clinica, Facultad de Quimica, UdelaR).

Dichas cepas fueron subcultivadas utilizando el método de siembra por estrias en medio rico
Triptona de Soya Agar (TSA, Tryptic Soy Agar por sus siglas en inglés) e incubadas a 37°C
por 18 horas. Luego, el crecimiento bacteriano se resuspendié en medio Infusiéon Cerebro
Corazon (BHI, Brain-Heart Infusion por sus siglas en inglés) con 20% (v/v) de glicerol y se

almacenaron a -80°C hasta su uso.

La mitad de los aislamientos de Klebsiella pneumoniae se encontraban secuenciados previo a
su utilizacion, y los restantes fueron secuenciados con la tecnologia de Oxford Nanopore para
determinar informacién de interés para este trabajo. Los detalles de la metodologia empleada
se detallan en el Anexo 1 (Secuenciacion de los aislamientos bacterianos empleados). Para
todas las cepas, se determinaron los genes de resistencia y los secuenciotipos utilizando
Kleborate v3 (61), y los K locus, tipos capsulares, O locus y antigenos O se determinaron
utilizando Kaptive Web v1.3.0 (62). Los analisis bioinformaticos fueron realizados con

asistencia técnica de la Dra. Daniela Megrian (Unidad de Bioinformatica, Institut Pasteur de
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Montevideo) y el Bach. Sebastian Rey (Laboratorio de Virologia Molecular, Universidad de
la Republica).

Todos los aislamientos utilizados en este trabajo, junto con su origen, afio de aislamiento, y
otras caracteristicas, se listan en las Tabla 1 (Klebsiella spp.) y Tabla 2 (E. coli). Ademas, los
datos fenotipicos de resistencias a antibioticos y la informacion acerca de genes de resistencia
se encuentran detallados en el Anexo 2 (Caracteristicas fenotipicas de resistencias a
antimicrobianos de los aislamientos de Klebsiella spp.), Anexo 3 (Caracteristicas genotipicas
de resistencias a antimicrobianos de los aislamientos de Klebsiella spp.) y Anexo 4
(Caracteristicas fenotipicas de resistencias a antimicrobianos de los aislamientos de

Escherichia coli).
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Tabla 1: Aislamientos de Klebsiella spp. utilizados en este trabajo. Se detalla para cada aislamiento: la especie, secuenciotipo, K locus, tipo capsular predicho

(antigeno K), tipo O predicho (antigeno O), origen y afio de aislamiento.

Aislamiento

ATCC 700603
L0240*
164125A*
164413U/2*
19/2
54/2
Kp1111
Kp1102
Kp666
KpPRE
KpPOST
F312C
F327C
FQ38879
FQ40565
F322
04Kp21
04Kp27
F305
M1366
Kp1124

Especie

K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. oxytoca
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae

K. pneumoniae

Secuenciotipo

ST489
ST635
ST35
ST37
ST437
ST437
ST48
ST48
ST258
ST258
ST258
ND
ND
ST11
ST11
ST20
ST307
ST307
ST1561
ST258
ST258

K locus

KL53
KL21
KL22
KL68
KL36
KL36
KL124
KL124
KL106
KL106
KL106
KL64
KL64
KL64
KL64
KL28
KL102
KL102
KL105
KL107
KL107

Tipo capsular
predicho

K53
K21
K22
K68
K36
Acapsular
Acapsular
Desconocido
Desconocido
Acapsular
Desconocido
Acapsular
Acapsular
Acapsular
K64
K28
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido

Desconocido

Olocus

OL3a/B
S/D
S/D
S/D
oL4
oL4

OL2a.1

OL2a.1

OL2a.2

OL2a.2

OL2a.2

OL2a.1

OL2a.1

OL2a.1

OL2a.1

OL2a.2

OL2a.2

OL2a.2

OL2a.2

OL2a.1
S/D

Tipo O predicho

O3ap
ND
ND
ND
04
04

O2a
O2a
02
023
023
O2a
O2a
O2a
O2a
02
02
023
023
O2a
S/D

Muestra/ origen

Urinario
Hemocultivo
S/D
S/D
Herida quiruargica
Herida quirudrgica
Catéter urinario
Secr. respiratoria
Urocultivo
Aspirado traqueal
Aspirado traqueal
S/D
S/D
S/D
S/D
Secr. respiratoria
Hueso
S/D
Urocultivo
Urinario

Urocultivo

Anode
aislamiento

1994
2018
S/D
S/D
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
S/D
S/D
2017
2017
S/D
2023
S/D
S/D
2016
2011
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F312B K. pneumoniae ST716 KL110 Desconocido OL2a.1 O2a S/D S/D

F327B K. pneumoniae ST483 KL110 Desconocido OL3y O3y S/D S/D
F330 K. pneumoniae ST716 KL110 Desconocido OL2a.1 O2a Catéter S/D
F320 K. pneumoniae ST17 KL122 Desconocido OL2a.2 023 Urocultivo S/D

M1443 K. pneumoniae ST11 KL127 Desconocido OL13 013 Urocultivo 2017

04Kp29 K. pneumoniae ST278 KL136 Desconocido OL2a.2 o2B S/D S/D

*Todos los aislamientos bacterianos son de origen uruguayo, a excepcion de 1L.0240, 164125A y 164413U/2 que fueron aislados en el Reino Unido.
Los secuenciotipos se determinaron utilizando Kleborate v3 (61); Los K locus, O locus y los antigenos K y O se determinaron usando Kaptive Web v1.3.0 (62).

S/D: sin dato; ND: no determinado.
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Tabla 2: Aislamientos de Escherichia coli utilizados en este trabajo. Todos los aislamientos de E. coli
utilizados son de origen uruguayo. Se detalla para cada aislamiento: el grupo filogenético, perfil, origen y

afio de aislamiento.

Aislamiento ﬁlozz:zico Perfil Muestra/ origen Ano de aislamiento

144 B1 - Urinario 2012
50 PW A - Urinario 2007
94 PW D - Urinario 2007
8P D - Urinario 2009
73P1 B1 - Urinario 2009
12p D 1] Urinario 2009
20/2 ND ND Hisop. rectal 2011
21P D 1" Urinario 2009
52PW B1 1" Urinario 2007
74P1 B1 - Urinario 2009
49P1 B2 - Urinario 2009
45P2 A 1] Urinario 2009
63P1 A 1" Urinario 2009
87P1 B1 - Urinario 2009
144PW B2 Urinario 2007
32P3 A - Urinario 2009
33P4 B2 - Urinario 2009
36P2 B2 v Urinario 2009
37P1 A v Urinario 2009
39P5 A 1] Urinario 2009
42P3 D v Urinario 2009
58P2 B1 1] Urinario 2009
21PW B1 - Urinario 2007
40 PW B2 v Urinario 2007
19P B2 - Urinario 2009
93PW B2 - Urinario 2007
33P1 B2 - Urinario 2009
81P1 A - Urinario 2009
67P1 A v Urinario 2009
28P B1 - Urinario 2009
46P1 B1 - Urinario 2009
46PW D v Urinario 2007
67PW D \Y Urinario 2007
126PW D v Urinario 2007

S/D: sin dato; ND: no determinado
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3.2 Curvas de crecimiento de las cepas bacterianas

Una vez que se contd con los aislamientos bacterianos en el laboratorio, se realizaron las curvas de
crecimiento de cada una de las cepas que iban a ser utilizadas para el aislamiento viral; ATCC
700603, 19/2, Kp666 (K. pneumoniae) y 144 (E. coli), de aqui en adelante denominadas cepas
hospederas o /hosts. Esto fue necesario debido a que es importante determinar cual es la fase
exponencial de crecimiento, para maximizar las posibilidades de aislar bacteriofagos. En esta fase,
las bacterias se encuentran metabolicamente activas y mas uniformes en su estado fisioldgico,
condiciones Optimas para la infeccion viral. Para ello, a un matraz Erlenmeyer conteniendo 250 mL
de caldo Luria-Bertani (medio LB) se le agregd 100 puL de un cultivo overnight (O/N) de cada una
de la cepas hospederas y se incub6 a 37°C, 150 rpm. Se siguid la densidad optica a 600 nm (D.O.
600 nm) del cultivo mediante espectrofotometria, y se tomaron medidas cada 30 minutos. Ademas,
se estimo la cantidad de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL), la cual es una
medida de la cantidad de bacterias viables por unidad de volumen. Dicha medida se correlaciona
con la D.O. 600 nm, que permite estimar la concentracion celular en un cultivo exponencial.
Cuando se alcanzaron los valores de D.O. a 600 nm 0,15, 0,25 y 0,50 en la curva, se tom6 1 mL del
cultivo y se sembraron diluciones en placas de Petri con TSA por el método de siembra incorporada
para obtener la equivalencia de D.O. a 600 nm a UFC/mL. Para cada ensayo se realizaron 2 réplicas

bioldgicas.

3.3 Aislamiento y purificacion de bacteriofagos

Para la busqueda de bacteriéfagos se utilizaron tres muestras provenientes de dos plantas de
tratamiento de agua, previo al tratamiento de dichas aguas, y otras tres muestras de agua de origen
hospitalario. Las muestras hospitalarias fueron tomadas desde desagiies de distintos puntos del
edificio de un Hospital Universitario, y fueron cedidas por el Profesor Dr. Julio Medina (Unidad
Académica de Enfermedades Infecciosas, Hospital de Clinicas). En cuanto a las muestras de planta
de tratamiento, una de ellas fue obtenida de una planta de tratamiento de Salto (cedida por el Dr.
Matias Victoria, Laboratorio de Virologia Molecular, Centro Universitario Litoral Norte, UdelaR) y
las otras dos fueron obtenidas de una planta de tratamiento de Canelones, recogidas en fechas
distintas (cedidas por la Dra. Mabel Berois, Seccion Virologia, Facultad de Ciencias, UdelaR).
Dichas muestras se centrifugaron a 5.000 g por 15 minutos para remover sedimentos y detritos, y

luego los sobrenadantes se filtraron por 0,22 um (con filtro de polietersulfona - PES).
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El aislamiento de bacteridfagos se realizd utilizando la técnica de enriquecimiento, donde 500 pL
del filtrado de la muestra se mezclaron con 10 mL de medio LB suplementado con 2 mM de CaCl,
y 100 pL de un cultivo exponencial temprano (D.O. a 600 nm = 0,15) de cada una de las cepas
hospederas. Los enriquecimientos se incubaron a 37°C, 100 rpm por 20 horas. Posterior a la
incubacion, se centrifugaron a 5.000 g por 15 minutos y luego los sobrenadantes se filtraron por

0,22 pm.

A modo de confirmar la presencia de fagos en los enriquecimientos, se empled la técnica de agar de
doble capa (DLA, Double-layer agar por sus siglas en inglés). Brevemente, un cultivo puro en fase
exponencial de cada cepa hospedera fue mezclado con diluciones de los enriquecimientos y se
agrego a un pequefio volumen de una matriz de agar fundido (top agar o soft agar 0,5% (p/v)) y se
dispers6 de forma uniforme sobre una placa de Petri con TSA, usando una placa por dilucion (63).
Después de ser incubadas a 37°C por 18 horas, las placas se inspeccionaron en busqueda de lisis
bacteriana. Cada una de las distintas morfologias de placas de lisis se picaron con una punta de
micropipeta y se resuspendieron en 200 pL de Bufter SM (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM
MgSO0O,, 0,01% p/v gelatina) con la ayuda de un vortex. Se repitio la técnica de DLA para cada una
de las suspensiones de fagos obtenidas en el paso anterior y sus cepas hospederas. Nuevamente, se
volvieron a picar placas de lisis y resuspender en Buffer SM. Este proceso de purificacion fue

repetido entre 3 y 5 veces, o hasta observar placas de lisis homogéneas para cada caso.

3.4 Generacion de stocks virales

Los stocks virales de todos los fagos fueron generados via propagaciéon en medio liquido. Las
propagaciones fueron centrifugadas a 10.000 g por 15 minutos, filtradas por 0,22 um y almacenadas

a 4°C hasta su uso.

Para los fagos de Klebsiella, se inocul6 0,1 volumenes de un cultivo O/N de la cepa hospedera en
un matraz conteniendo LB y se incub6 a 37°C, 150 rpm hasta alcanzar D.O. a 600 nm = 0,5. En este
momento se agregaron los fagos a una multiplicidad de infeccion (MOI, multiplicity of infection,
por sus siglas en inglés) de 0,01 y se volvio a incubar a 37°C, 100 rpm por 6 horas o hasta constatar

una disminucion en la turbidez del lisado. La MOI se calculdé segun la formula:

numero de particulas virales
MoOI = L

numero de bacterias viables *
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Para los fagos de E. coli, se siguid el protocolo descrito en (64), con algunas modificaciones. Se
inoculdé 0,1 volumenes de un cultivo O/N de la cepa hospedera en un matraz conteniendo LB
suplementado con 2 mM de CaCl,, y se incubo a 37°C, 150 rpm por 1 hora. Luego se agregaron 50
uL de un lisado de fagos de alto titulo (>10® UFP/mL). Los matraces se incubaron a 37°C, 100 rpm

por 6 horas o hasta constatar una disminucion en la turbidez del lisado.

Las propagaciones fueron cuantificadas mediante la técnica de spot test (63). Se agregd a un
pequefio volumen de soft agar 100 uL de un cultivo puro de cada cepa hospedera, se dispers6 de
forma uniforme sobre una Placa de Petri con TSA y se dejo solidificar. En paralelo, se prepararon
diluciones seriadas en base diez de las propagaciones, las cuales fueron sembradas en forma de gota
sobre el top agar. Las placas fueron incubadas a 37°C por 18 horas. Pasado este tiempo, se contaron

las placas de lisis dentro de un rango contable y se calcul¢ el titulo viral de la siguiente manera:

; . UFP n° de placas contadas x factor de dilucion
Titulo viral (=) = L .

volumen sembrado

3.5 Rango de hospedero y eficiencia de plaqueo

Se ensayo el rango de hospedero de los fagos de la coleccion utilizando 27 aislamientos del género

Klebsiella (Tabla 1), y 34 aislamientos clinicos de E. coli (Tabla 2) (aislamientos de prueba).

Para el rango de hospedero, se utilizé la técnica de spot fest, donde gotas de los stocks virales se
colocaron sobre un césped bacteriano de cada aislamiento y se evalu6 la presencia de lisis. Con el
fin de confirmar si los aislamientos de prueba que presentaban lisis por spot test eran realmente
permisivos a la infeccion por fagos, se sembraron diluciones de los stocks virales en busqueda de
placas de lisis individuales (confirmacion de una infeccion productiva) (65). Los casos donde se
observo lisis o transparencia en el spot test inicial para un fago, pero no se visualizaron placas

aisladas en ninguna dilucion, no se consideraron como casos de infeccion productiva.

A partir de las diluciones sembradas descritas anteriormente, se calcularon los titulos virales en los
aislamientos de prueba y fueron comparados con los titulos virales en los hosts, y se calculo la

eficiencia de plaqueo (EOP, efficiency of plating por sus siglas en inglés) para cada fago de la

titulo fago en aislamientos de prueba
titulo fago en host

siguiente manera: EOP = . Para cada ensayo se realizaron 2

réplicas independientes.
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3.6 Ensayos de estabilidad

3.6.1 Estabilidad térmica

Alicuotas de los stocks virales fueron incubados a 4°C (temperatura de almacenamiento), 25°C,
37°C, 42°C y 60°C por el periodo de 1 hora. La eleccion de estos valores se basé en temperaturas
que podrian ser encontradas en diferentes condiciones, y se estudié un rango relativamente amplio
con el objetivo de caracterizar la robustez de los fagos frente a altas temperaturas. Al finalizar la
incubacion, se realizaron diluciones en buffer SM de las distintas condiciones, y se tituld por spot
test en la cepa hospedera correspondiente. Para este ensayo, se realizaron 3 réplicas independientes,
cada una de ellas con 3 réplicas técnicas. Se analiz6 la normalidad de los datos obtenidos con el test
de Shapiro-Wilk y se realizo el test estadistico de Kruskal-Wallis con un test post hoc de multiples
comparaciones de Dunn. Un p valor menor o igual a 0.05 fue considerado como estadisticamente

significativo. Para los analisis de datos se utilizé el programa Graphpad Prism v10.4.2 (66).

3.6.2 Estabilidad frente a distintos pH

Alicuotas de los stocks virales fueron llevados a pH 5, 7, 9 y 11 e incubados a 37°C por el periodo
de 1 hora. Estos valores de pH se eligieron para abarcar un amplio rango desde niveles de pH 4cidos
hasta basicos que pueden encontrarse en distintos compartimentos corporales. Con esto en mente, se
eligi6 realizar la incubacidn a temperatura corporal. Los pH se ajustaron utilizando una solucion de
acido clorhidrico (HCI) o hidroxido de sodio (NaOH) y se midieron con tiras de pH (pH-indicator
strips pH 0 - 14, Sigma-Aldrich). Inmediatamente pasado el tiempo, se realizaron diluciones en
buffer SM de las distintas condiciones, y se tituld6 por spot test en la cepa hospedera
correspondiente. Para este ensayo, se realizaron 3 réplicas independientes, cada una de ellas con 3
réplicas técnicas.Se analizd la normalidad de los datos obtenidos con el test de Shapiro-Wilk y se
realizo el test estadistico de Kruskal-Wallis con un test post hoc de multiples comparaciones de
Dunn. Un p valor menor a 0.05 fue considerado como estadisticamente significativo. Para los

analisis de datos se utilizd el programa Graphpad Prism v10.4.2 (66).
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3.7 Curvas de infeccion viral

Las curvas de infeccion se realizaron en una placa de microtitulaciéon de fondo plano de 96 pocillos.
Cada una de las cepas bacterianas fue crecida a 37°C, 150 rpm en LB a partir de una sola colonia 'y
se monitored la D.O. a 600 nm hasta alcanzar 0,15. En ese momento, 80 pL del cultivo se
sembraron en la placa, y se le agregaron 20 uL de una dilucidn del stock viral (o del cocktail de
fagos), a diferentes MOI (0,1 y 1 para Klebsiella spp.; y 0.1, 1 y 10 para E. coli). Pocillos sin el
agregado de fago se utilizaron como control de crecimiento bacteriano, mientras que pocillos con
medio LB se usaron como control negativo. La D.O. a 600 nm se midi6 por 10 horas en intervalos
de 5 minutos, y con agitacidon previo a cada medida utilizando un lector de placas (Varioskan LUX
Multimode Microplate Reader, Thermo Fisher Scientific) con incubadora a 37°C. Con el fin de

evaluar la eficacia de cada fago, se calculé el indice de Centroide de todas las curvas segiin la

férmula: Cl, =1-— ; siendo x_l ;L las coordenadas del centroide de la curva tratamiento y

X
ctrl y ctrl

x Y las coordenadas de la curva control (67). Para este ensayo, se realizaron 2 réplicas

ctrl

biologicas, cada una de ellas con 3 réplicas técnicas.

3.8 Microscopia electronica de transmision

Los lisados de fagos se ultrafiltraron por centrifugacion a 20°C, 4.000g por 30 minutos, utilizando
los filtros Amicon Ultra-15, 100 kDa (Millipore). Luego de la centrifugacion, los fagos retenidos en
la membrana se resuspendieron en agua ultrapura Milli-Q en un volumen final idéntico al de
partida. Una gota de cada muestra se colocd sobre una grilla de cobre con film de carbono
(previamente tratada con UV por 3 minutos para modificar la hidrofilicidad del film) y se incubd a
temperatura ambiente por 2 minutos. Pasado ese tiempo, las grillas se drenaron con ayuda de un
papel de filtro y se realizaron dos rondas de tratamiento con acetato de uranilo por 30 segundos,

drenando las grillas entre cada ronda.

Los preparados se observaron con el microscopio electronico de transmision de alta resolucion
(HR-TEM) Jeol Jem-2100 de 200 kV de voltaje de aceleracion, con asistencia técnica del Lic.
Alvaro Olivera (Laboratorio de Alta Resolucién, Centro Universitario Regional del Este en la sede
Rocha). Las iméagenes se capturaron con la camara Gatan Orius 1000. El analisis de las imagenes se

realiz6 con el programa Fiji v2.16.0 (68).
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3.9 Ensayo de erradicacion de biofilms

La capacidad de los fagos para erradicar biofilms se evalu6 en un ensayo en condiciones estaticas,
segun descrito en (69), con algunas modificaciones. Brevemente, las cepas bacterianas se crecieron
en LB a 37°C, 180 rpm por 24 horas. Pasado ese tiempo, se sembraron placas de microtitulacion de
fondo plano de 96 pocillos con una dilucion al décimo en LB de los cultivos O/N y se incubaron a
37°C por 24 horas. Luego del tiempo de incubacidn, se retiraron las bacterias plancténicas y las
placas se lavaron 3 veces con buffer fosfato salino (PBS, Phosphate Buffered Saline por sus siglas
en inglés). Se agregaron los stocks de fagos (10° UFP/pocillo para Klebsiella spp; y 10° o 10
UFP/pocillo para E. coli) y las placas se incubaron a 37°C por 20 horas. Pocillos sin el agregado de
fago se utilizaron como control de formacion de biofilm, mientras que pocillos sin el agregado de la
suspension bacteriana fueron utilizados como control negativo. Las placas se lavaron nuevamente
tres veces con PBS y se tifieron con cristal violeta 0,1% a temperatura ambiente por 15 minutos. Se
repitieron los lavados con PBS y luego el cristal violeta fue solubilizado con etanol 95% e incubado
por 2 minutos en agitacion. Las D.O. se midieron a A = 590 nm utilizando un lector de placas
(Varioskan LUX Multimode Microplate Reader, Thermo Fisher Scientific). Se normalizaron los
valores de D.O. promedio de cada tratamiento restando el promedio del control negativo. La

biomasa del biofilm (%) se calculd6 en cada caso segin la  ecuacion

biofilm tratado

A
. . . 0 — 590 nm
biomasa biofilm (%) ( A biofim control

)xlOO (70). Para este ensayo, se realizaron 3
réplicas independientes, cada una de ellas con 3 réplicas técnicas. Se analizo la normalidad de los
datos obtenidos con el test de Shapiro-Wilk y se realiz6 el test estadistico t-test no pareado, o
ANOVA de una via segun correspondiera, con un test post hoc de multiples comparaciones de
Dunnett. Un p valor menor a 0.05 fue considerado como estadisticamente significativo. Para los

analisis de datos se utilizé el programa Graphpad Prism v10.4.2 (66).

3.10 Caracterizacion genémica
3.10.1 Extraccion de acidos nucleicos

La extraccion de acidos nucleicos de los fagos seleccionados se realizdé mediante el kit comercial
Phage DNA Isolation kit (Norgen Biotek) siguiendo el protocolo provisto por el fabricante. Previo a

la extraccidn se le hizo un tratamiento con 20 U de Turbo DNasa (Invitrogen) durante 1 hora a 37°C
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para remover ADN del hospedero. La DNasa se inactivé a 75° C por 10 minutos previo al agregado
del buffer de lisis. Ademas, se afiadieron 80 pg de Proteinasa K (Quick-RNA™ Miniprep Plus Kit,
Zymo Research) y se incubd a 55°C durante 30 minutos para aumentar el rendimiento de la
extraccion. La concentracion del material extraido fue confirmada mediante fluorometria, utilizando
el equipo Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen), y el kit comercial Qubit™ dsDNA Quantification
Assay Kit (Invitrogen). La integridad de los 4cidos nucleicos se visualizé por electroforesis en geles
de agarosa al 0,7% (p/v) empleando como colorante fluorescente SYBR Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen) y el marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). El material

genético fue almacenado a -80°C hasta su uso.

3.10.2 Secuenciacion masiva por Oxford Nanopore

Al desconocer el tamafio genético de cada fago, se tom¢ la decision de fragmentar los ADNs virales
previo a la secuenciacion con el fin de obtener una cobertura similar para todos ellos. 3 ug de ADN
de cada fago fueron fragmentados a 8 kb usando un dispositivo g (g-tube, Covaris) y centrifugando
a 7200 rpm por 1 minuto en una centrifuga 5424R (Eppendorf). La calidad de la fragmentacion se
visualizé a través de electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v), utilizando SYBR Safe DNA Gel
Stain (Invitrogen) como colorante, y el marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen). La preparacion de librerias se realizd con el kit Rapid sequencing gDNA - barcoding
(SQK-RBK110.96) (Oxford Nanopore Technologies), usando 150 ng del material genético
fragmentado de cada fago. Por Ultimo, las lecturas de las secuencias se obtuvieron con el equipo
GridION (Oxford Nanopore Technologies) con la celda de flujo FLO-MIN106 (Spot-ON Flow Cell,
R9 Version, Oxford Nanopore Technologies). Para la preparacion de librerias y secuenciacion se
contd con la asistencia técnica de la MSc. Paula Perbolianachis (Laboratorio de Evolucion

Experimental de Virus, Institut Pasteur de Montevideo).

Una vez obtenidas las lecturas de la secuenciacion, las mismas fueron filtradas usando Fitlong
v0.2.1 (71), dejando fuera aquellas con un valor de calidad menor a Q = 7. Las lecturas filtradas
fueron ensambladas de novo con la herramienta Flye v2.9 (72) y dicho ensamblaje fue pulido
usando Medaka v1.7.3 (73). La calidad de los contigs obtenidos se evalué mediante Quast v5.2.0
(74). Los ensamblajes de los genomas virales fueron realizados por la Dra. Daniela Megrian
(Unidad de Bioinformatica, Institut Pasteur de Montevideo) y el Bach. Sebastian Rey (Laboratorio
de Virologia Molecular, Universidad de la Republica).
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Todos los fagos fueron anotados con Pharokka v1.2.0 (75). Concretamente, las secuencias
codificantes (CDS, Coding DNA sequences por sus siglas en inglés) se predijeron con
PHANOTATE (76), los ARNt se predijeron con tRNAscan-SE 2.0 (77), los ARNtm se predijeron
con Aragorn (78) y los CRISPRs se predijeron con CRT (79). La anotacién funcional se genero
comparando cada CDS a las bases de datos PHROG (80), VFDB (81) y CARD (82) usando
MMseqs2 (83) y PyYHMMER (84). Los contigs fueron emparejados con su coincidencia mas
cercana en la base de datos INPHARED (85) usando mash (86). Los diagramas fueron creados con
pyCirclize (87). Las predicciones de Pharokka fueron mejoradas utilizando Phold (88). La calidad y
la completitud de los genomas se evalué con CheckV (89). Por ultimo, la taxonomia de los
bacteridéfagos se asignd usando taxMyPhage (90). Todas estas herramientas se utilizaron con la
asistencia técnica del Bach. Sebastian Rey (Laboratorio de Virologia Molecular, Universidad de la

Republica).

44


https://www.zotero.org/google-docs/?57P9cs
https://www.zotero.org/google-docs/?OxECno
https://www.zotero.org/google-docs/?A7nzXk
https://www.zotero.org/google-docs/?RIcocI
https://www.zotero.org/google-docs/?Pm6DTV
https://www.zotero.org/google-docs/?f9eshl
https://www.zotero.org/google-docs/?PsCyBe
https://www.zotero.org/google-docs/?Tj58JN
https://www.zotero.org/google-docs/?pC5hXs
https://www.zotero.org/google-docs/?YlVYUR
https://www.zotero.org/google-docs/?oNRvb6
https://www.zotero.org/google-docs/?rgQi8N
https://www.zotero.org/google-docs/?uJNuXQ
https://www.zotero.org/google-docs/?eIx9fS
https://www.zotero.org/google-docs/?K1D6FX
https://www.zotero.org/google-docs/?xmY1nh

4. Resultados y Discusion

4.1 Aislamiento de bacteriofagos a partir de muestras de agua de plantas de tratamiento de

nuestro pais

Este proyecto dio inicio a la linea de investigacion en bacteriofagos en nuestro laboratorio, por lo
que se debid comenzar con el aislamiento viral, ya que no se contaba con fagos disponibles. Para
este proposito, se obtuvieron muestras de dos plantas de tratamiento de aguas de nuestro pais, y de

efluentes hospitalarios del Hospital Universitario de Uruguay.

Ademas, para el aislamiento de bacteriéfagos mediante enriquecimiento, fue necesario contar con
cepas bacterianas que pudieran emplearse como cepas hospederas o host, que permitieran la
amplificacion de los fagos presentes en las muestras para luego facilitar su deteccion. En base a las
cepas disponibles en el laboratorio al momento de comenzar con el aislamiento, se selecciond un set
de bacterias de K. pneumoniae y E. coli segun distintos criterios. Se priorizé la utilizacion de cepas
uropatogenas clinicas (Kp666, K. pneumoniae y 144, E. coli) y una cepa de referencia (ATCC
700603, K. pneumoniae). Ademas, se empleo otra cepa, la 19/2 (herida quirtrgica, K. pneumoniae)
de otro secuenciotipo y tipo capsular con la idea de comenzar a generar una coleccion de fagos de

mayor diversidad.

Previo al enriquecimiento, se realizaron las curvas de crecimiento de todas las cepas hospederas,
como mencionado en el apartado anterior. La caracterizacion de los host resulta importante ya que
cada vez hay mas evidencia de que la replicacion viral, al igual que el tamafio de progenie, se ve
favorecido cuando las bacterias tienen una tasa de crecimiento alta (fase de crecimiento
exponencial), aunque también existen fagos que tienen la capacidad de infectar células en fase
estacionaria (91). A partir de las curvas de crecimiento, se decidio utilizar los cultivos de los /ost a

D.O. 600 nm de 0,15-0,20 (Apéndice 1).

Como resultado de los distintos enriquecimientos y posteriores pasos de purificacion, se lograron
aislar 13 fagos que infectan K. pneumoniae (denominados KPs de aqui en adelante) y 4 fagos que
infectan E. coli (denominados EPs de aqui en adelante). Todos los fagos fueron recuperados de las
muestras de las plantas de tratamiento, y ninguno de las muestras de efluentes hospitalarios. Esto

puede deberse, al menos en parte, a que algunas muestras que fueron cedidas por el personal del
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hospital no tenian gran biomasa, e incluso una de ellas parecia provenir de un lugar donde las aguas

ya estaban descontaminadas.

Entre todos los fagos aislados, se distinguieron claramente 5 morfologias distintas de placas de lisis

en soft agar 0,5% (p/v), luego de 20 horas de incubacién a 37°C (Figura 9, Tabla 3). La morfologia

mas comun fue una placa de lisis muy pequeia, puntiforme y sin halo (Figura 9, panel a). Las

otras 4 morfologias fueron placas de lisis con halo y un centro claro (Figura 9, panel b, d, e), ¢

incluso con doble halo (Figura 9, panel c).

Tabla 3: Descripcion de las morfologias de placas de lisis de los fagos aislados. Para todos los

fagos se detalla la cepa host y la descripcion de cada placa de lisis.

pequefio centro claro

EP9

Morfologia Descripcion Fago/s Cepa host
KP1, KP2, KP3,
KP4, KP9 ATCC 700603
a) Placade 1-2 mm de didmetro, redonda KP11y KP12 19/2
KP13 Kp666
Placa de 2-3 mm de didmetro, de bordes
b) irregulares, con un fino halo alrededor de un KP5y KP7 ATCC 700603
centro claro
Placa de 4-5 mm de didmetro, redonda, con
c) doble halo alrededor de un centro claro KP6yKP8 ATCC 700603
d) Placa de 4-5 mm de didmetro, redonda, con KP10 ATCC 700603
fino halo alrededor de un centro claro
Placade 1,5-2,5 mm de didmetro, de bordes
e) irregulares, con un halo alrededor de un EP1,EPS,EP7y 144
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Figura 9: Morfologias de placas de lisis de los fagos aislados. Para los 13 fagos aislados, se identificaron 5
morfologias de placas de lisis diferentes luego de 20 horas de incubacion a 37°C en soft agar 0,5% (p/v): a)
pequenas, redondas, sin halo; b) medianas, de bordes irregulares y halo con un centro claro; c) grandes,
redondas, con doble halo y un centro claro; d) grandes, redondas, con halo y un centro claro; e) medianas, de
bordes irregulares, con halo y un centro claro. Las morfologias a) a d) corresponden a fagos KPs en la cepa

K. pneumoniae ATCC 700603, y la morfologia e) corresponde a un fago EP en la cepa E. coli 144
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Se encuentra reportado en la bibliografia que la presencia de halos en las placas de lisis son
sugestivos de la expresion de depolimerasas (Dpos) (92-94). Las depolimerasas son enzimas que
clivan los enlaces glicosidicos de los polisacaridos, incluyendo lipopolisacaridos (LPS) y
polisacaridos capsulares (CPS), que son antigenos bacterianos de superficie (95,96). Estas pueden
encontrarse asociadas al virion, ya sea formando parte de la particula viral o en forma soluble (97).
El LPS es uno de los componentes principales de las membranas de las bacterias Gram-negativas, y
los CPS forman la cdpsula, uno de los principales factores de virulencia de muchos patdgenos
oportunistas como K. pneumoniae (95,96). Las Dpos pueden también clivar los polisacaridos que
componen la matriz de los biofilms, lo que facilita las primeras etapas de la infeccion viral (96). Es
por esta razon que los fagos que presentan placas de lisis con halo resultan interesantes para
caracterizar su capacidad antibiofilm. Sobre todo, KP6, KP8 y KP10, cuyos halos incrementaron de
forma notoria en tamafio a medida que se aument6 el tiempo de incubacidn, fenotipo caracteristico
de la presencia de este tipo de enzimas (92-94). No se descarta que los otros fagos con halo puedan
contar también con estas enzimas, pero el comportamiento de difusion de las Dpos no fue tan

notorio para los restantes.

Para todos los fagos se generaron stocks en medio liquido utilizando las cepas hospederas
correspondientes, generando asi una coleccién de 17 bacteridofagos. Se asegurd un alto titulo viral
(>10° UFP/mL) para cada fago, y suficiente volumen para realizar todos los ensayos. Para los casos

que fue necesario, se produjo una segunda generacion a partir del stock original.

4.2 Rango de hospedero y eficiencia de plaqueo (EOP) de los fagos aislados

El primer paso en la caracterizacion de los fagos fue determinar su rango de hospedero. Para eso, se
estudio la capacidad de los fagos aislados de lisar un panel de 27 aislamientos del género Klebsiella
para los KPs, entre los cuales se incluyeron aislamientos uruguayos y algunos otros provenientes

del Reino Unido; y 34 aislamientos uruguayos de E. coli para los EPs.

A las combinaciones de fago-bacteria para las que se observo lisis en el spot assay inicial del rango
de hospedero, se las someti6 al ensayo de eficiencia de plaqueo (EOP), donde se colocaron varias
diluciones seriadas de los stocks virales sobre el césped bacteriano. Este ensayo permite confirmar
las cepas que son infectadas por los fagos, debido a que en ocasiones, algunos fagos tienen la
capacidad de lisar bacterias sin haber pasado por un ciclo de infeccion productivo. Esta “lisis

indeterminada” puede ser causada por factores como una infeccion abortiva, o una lisis desde afuera
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de la célula. Con el ensayo de EOP se puede diferenciar facilmente entre lisis y lisis indeterminada,
ya que para este ultimo caso, se observa transparencia (o ligera turbidez) sobre el césped bacteriano
cuando se siembra el stock viral sin diluir, pero a medida que se realizan diluciones, no se logran
visualizar placas aisladas (65,98). Ademas de confirmar el rango de hospedero, el calculo de EOP
es una medida de qué tan bien infectan o se replican los fagos en una cepa de interés, en
comparacion con la cepa host. A efectos de comparar a los distintos fagos, se utilizaron las
siguientes categorias ya descritas en la bibliografia: EOP > 0,1 para un fago altamente virulento;

0,001 <EOP < 0,1 fago moderadamente virulento; EOP < 0,001 fago no virulento, pero activo (99).

Para determinar el rango de hospedero de los 13 fagos KPs, se evaluaron 351 combinaciones
fago-bacteria (338 si se excluyen las combinaciones con las cepas hospederas, a fin de evitar
sobrestimar el rango de infeccion de cada fago). De todas estas parejas, solamente 34 resultaron
positivas y reproducibles, por lo que, en promedio los fagos son capaces de infectar al 10% del
panel de bacterias (Tabla 4). En cuanto a las bacterias uropatdgenas de la coleccion, los fagos KPs
son capaces de lisar a aproximadamente un tercio de los aislamientos ensayados. A pesar de que
cada fago, en promedio, puede lisar 1 de cada 10 bacterias de la coleccion, mas de la mitad de las
bacterias ensayadas son susceptibles a al menos 1 fago de la coleccion. Esta buena cobertura podria
atribuirse en alguna medida, al nimero de fagos utilizados, los cuales fueron aislados empleando
tres cepas hospedadoras distintas. Probablemente esto le confiri6 una mayor diversidad a la

coleccion en comparacion con fagos aislados a partir de una nica cepa bacteriana.

El fenomeno de rango estrecho de hospedero por parte de los fagos de Klebsiella mencionado
anteriormente se encuentra ampliamente reportado (95,96,100). Dada la abundancia y la protrusion
al espacio extracelular, con alta probabilidad la primera estructura bacteriana que interactia con los
fagos es el CPS, compuesto por unidades repetidas de oligosacaridos que forman el antigeno K, y
que define el tipo capsular (96). La composiciéon del CPS varia seglin las distintas cepas de K.
pneumoniae, y se encuentra determinado por el K locus (KL). A la fecha existen mas de 180 tipos
de KL reportados (95). Dada esta gran variabilidad, se propone que el tipo capsular es el principal
determinante del tropismo viral, y restringe el rango de hospedero de la mayoria de los fagos que
infectan K. pneumoniae (95,100). Es por esta razoén que la infectividad de un determinado fago
suele encontrarse limitada a unas pocas cepas (96). Para ensayar esta hipotesis, se determinaron los
K locus de todas las cepas utilizadas en el ensayo de rango de hospedero y, cuando fue posible, se
identifico el antigeno K asociado a cada KL. En muchos casos, atin no se encuentra determinado el
antigeno K correspondiente al K locus detectado, y en otros, el predictor clasifico a las cepas como

acapsulares debido a la presencia de proteinas truncadas en el locus capsular (Tabla 1).
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En este trabajo, se observo que los fagos fueron capaces de infectar Unicamente cepas que
presentaban determinados K locus, pero no la totalidad de los ensayados. En efecto, ninguno de los
13 fagos aislados fue capaz de infectar productivamente bacterias con los locus capsulares KL28,
102, 105, 107, 110, 122, 127 y 136 (Tabla 4). Ademas, algunos KL estuvieron representados por
mas de una cepa en la coleccion (KL36, 64, 106 y 124), y en esos casos, Si una cepa con
determinado KL era susceptible a la infeccién por algun fago, todas las cepas que compartian ese
mismo KL también resultaron susceptibles a algiin fago de la coleccion, lo cual refuerza la hipotesis
de que el tipo capsular seria un determinante del tropismo viral. En un estudio reciente, se evaluo la
habilidad de un panel de fagos de K. pneumoniae para infectar aislamientos bacterianos
correspondientes a 59 tipos de K locus distintos. Como resultado del estudio, se obtuvo que si un
fago era capaz de infectar una cepa, habia 92% de probabilidad que pudiera infectar a otras cepas
con el mismo KL (95). Sin embargo, en el presente trabajo se observo de forma frecuente, que no
todos los fagos capaces de infectar a una cepa con un determinado KL consiguieron infectar a otras
cepas con ese mismo KL. También es de notar que la totalidad de las cepas predichas como
acapsulares resultaron susceptibles a algin fago (Tabla 4), sin embargo, con excepcion de las cepas
Kpl111 y F327C que fueron infectadas productivamente por 4 de los 13 fagos de la coleccion, las

restantes no mostraron ser altamente susceptibles.

Estas dos observaciones podrian ser explicadas porque existen otras moléculas que podrian actuar
como receptores, y por ende influir en el tropismo viral (96,101). Un ejemplo de ello, es el LPS,
compuesto en parte por el antigeno O que también presenta variabilidad, aunque en menor medida
que el antigeno K (96). Es de notar que tampoco se logrd encontrar una asociacion entre el rango de
hospedero de los fagos de la coleccion y el antigeno O (Tabla 1 y Tabla 4). Ademaés de estos dos
antigenos, existe una variedad de proteinas de superficie que actian como receptores para la
infeccion viral (96,101). Asimismo, la presencia de receptores adecuados no garantiza una infeccion
productiva, ya que varias bacterias codifican para sistemas de defensa que también determinan las
cepas que pueden (o no) ser infectadas por determinados fagos. Algunos de estos mecanismos son
los sistemas de restriccion-modificacion, mecanismos de infeccion abortiva, sistemas CRISPR-Cas
(96,102), y se estima que en promedio, cada genoma de K. pneumoniae codifica para seis sistemas
anti-fagos que frecuentemente son no redundantes (96). Otro factor limitante del tropismo de los
fagos es la inmunidad a la superinfeccion, donde profagos presentes en el genoma bacteriano
inhiben la coinfeccion de su célula hospedera por parte de fagos similares (103). De forma
interesante, algunos de los fagos aislados en K. prneumoniae fueron capaces de infectar una cepa de
K. oxytoca (164413U/2) (Tabla 4), bacteria que comparte el mismo género, pero no la misma

especie.
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Al examinar los fagos de manera individual, se observan distintos comportamientos en cuanto al
rango. Por ejemplo, los fagos KP9 y KP12 presentaron el rango de hospedero més amplio,
infectando cada uno a 6/26 cepas ensayadas (nuevamente excluyendo la cepa hospedera). Esto
significa que dichos fagos son capaces de lisar al 23% de la coleccion, el doble que el promedio de
los KPs. Ademdas de lisar el mayor nimero de cepas, estos fagos (junto con KP4) comparten
también que son capaces de lisar el mayor numero de cepas con KL diferentes. Por otro lado, los
fagos KP5, KP6, KP7, KP8 y KP10 fueron los que presentaron el rango de hospedero més estrecho,
infectando solamente a 1 o ninguna cepa con excepcion de su host. Estos fagos tienen en comun que
todos ellos presentan una morfologia de placa de lisis con halo (Tabla 3). En particular, KP6, KP8 y
KP10, sospechosos de contar con depolimerasas, podrian tener un rango estrecho de hospedero, al
menos en parte, debido a la presencia de estas enzimas, especificas del tipo capsular (104,105).
Cabe aclarar que las parejas de fagos KP5-KP6, y KP7-KP8 fueron aisladas de la misma planta de
tratamiento de agua, pero en muestras tomadas con una semana de diferencia. Esto combinado con
el hecho de que comparten las mismas morfologias de placa tan particulares (Tabla 3), hace que
surja el cuestionamiento de si KP5 es el mismo fago que KP7, y KP6 el mismo fago que KPS8. 4
priori, como no se pudo establecer una diferencia mediante el rango de hospedero, se consider6d que
se trataba de 4 fagos distintos. Para zanjar esta duda, seria necesario una confirmacion mediante

secuenciacion u otros ensayos, como la digestion de los genomas con enzimas de restriccion.

En cuanto a los resultados de EOP de los fagos KPs, aproximadamente dos tercios de estas 34
combinaciones positivas mencionadas anteriormente presentaron un valor de EOP > 0,1. Esto
indica que una gran parte de las infecciones causadas por los fagos son capaces de generar un buen
titulo viral (en comparacion a la produccion en el host), y que todos esos fagos podrian catalogarse
como altamente virulentos para dichos aislamientos de prueba, seglin la clasificacion adoptada en

este trabajo.
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Tabla 4: Rango de hospedero de los fagos KPs. Para cada fago, se ensayo su capacidad de lisar un panel de
27 aislamientos de Klebsiella pneumoniae y Klebsiella oxytoca (164413U/2). En blanco y tonalidades de
verde y amarillo se marca la lisis segtin el valor de EOP, en gris lisis indeterminada (infeccion abortiva o lisis

desde afuera, sin infeccion productiva) y en gris oscuro ausencia de lisis. h: cepa hospedera o /ost.

Bacteriofagos KPs

Tipo capsular

Aislamiento | Klocus predicho Origen KP1 | KP2 | KP3 | KP4 | KP5 | KP6 KP7  KP8 @ KP9  KP10 KP11 KP12 KP13
ATCC 700603 KL53 K53 Urinario h h h -
L0240 KL21 K21 Hemocultivo --- -
164125A KL22 K22 S/D -
164413U/2 KL68 K68 S/D
19/2 KL36 K36 Herida quirurgica -
54/2 KL36 Acapsular Herida quirdrgica -
Kp1111 KL124 Acapsular Catéter urinario
Kp1102 KL124 Desconocido Secr. respiratoria -
Kp666 KL106 Desconocido Urocultivo h
KpPRE KL106 Acapsular Aspirado traqueal
KpPOST KL106 Desconocido Aspirado traqueal -
F312C KL64 Acapsular S/D
F327C KL64 Acapsular S/D
FQ38879 KL64 Acapsular S/D
FQ40565 KL64 K64 S/ID
F322 KL28 K28 Secr. respiratoria
04Kp21 KL102 Desconocido Hueso
04Kp27 KL102 Desconocido S/D
F305 KL105 Desconocido Urocultivo
M1366 KL107 Desconocido Urinario
Kp1124 KL107 Desconocido Urocultivo
F312B KL110 Desconocido S/D
F327B KL110 Desconocido S/D
F330 KL110 Desconocido Catéter
F320 KL122 Desconocido Urocultivo
M1443 KL127 Desconocido Urocultivo
04Kp29 KL136 Desconocido S/D
+ EOP>1 EOP=1 - EOP>0,1 0,1>EOP >0,001 EOP < 0,001 - Sin lisis
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Para el caso de los EPs, se ensayaron 136 combinaciones (132 excluyendo las combinaciones con
las cepas host). De todas estas parejas, 25 resultaron positivas y reproducibles, por lo que en
promedio los EPs son capaces de infectar al 19% del panel de bacterias (Tabla 5), la amplia
mayoria siendo de origen urinario. Este porcentaje es superior al observado para los fagos KPs vy,
ademas, los EPs presentan rangos de hospedero notablemente similares tanto en cantidad de cepas
como en las cepas especificas que logran lisar. No obstante, al considerar la cobertura total, es decir,
el namero de cepas unicas lisadas por al menos un fago, se observa una cobertura menor en
comparacion con la obtenida para los fagos de Klebsiella. En concreto, solo un tercio de las cepas
de E. coli analizadas resultaron susceptibles a algiin fago de esta coleccion. Esta baja cobertura, en
relacion con los KPs, podria atribuirse a la superposicion en los rangos de hospedero entre los
diferentes EPs, asi como a la diferencia en el tamafio de las colecciones de fagos utilizadas. Cabe
destacar ademads, que los fagos EPs fueron aislados utilizando una tnica cepa hospedera, a
diferencia de lo que ocurrid con los fagos KPs, lo cual podria haber impactado en el rango de

hospedero obtenido.

Mas alla del nimero de cepas infectadas por los fagos, es de notar que con la coleccion de fagos de
EPs se logra lisar a ejemplares de todos los grupos filogenéticos presentes en la coleccion
bacteriana (A, B1, B2 y D). La mayoria de las cepas susceptibles correspondieron a los filogrupos
Bl y D, los cuales comparten un tipo mayoritario del nicleo de LPS (al menos en cepas de
referencia como E. coli K-12) (106). Este aspecto podria contribuir, al menos en parte, a explicar
los resultados obtenidos, dado que el LPS y en particular el antigeno O, puede actuar como receptor
primario para estos fagos (102). Por otra parte, las Unicas tres cepas lisadas por todos los fagos
(exceptuando la cepa host) pertenecen al filogrupo D. Sin embargo, no todas las cepas de este grupo
fueron susceptibles, lo que sugiere que podrian intervenir otros mecanismos de seleccion, ya sea a
nivel de receptores de superficie o de los sistemas de defensa bacterianos (102), tal como se discutio

previamente en el caso de los fagos de Klebsiella.
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Tabla 5: Rango de hospedero de los fagos EPs. Para cada fago, se ensay6 su capacidad de lisar un panel
de aislamientos clinicos de 33 E. coli (excluyendo a la cepa hospedera). En blanco y tonalidades de verde y
amarillo se marca la lisis segun el valor de EOP, en gris lisis indeterminada (infeccion abortiva o lisis desde

afuera, sin infeccion productiva) y en gris oscuro ausencia de lisis. h: cepa hospedera o host

Bacteri6fagos EPs

Aislamiento Grupo filogenético Muestra / Origen EP1 EP5 EP7 EP9
144 B1 Urinario h h h h
50PW A Urinario
94 PW D Urinario
8P D Urinario
73P1 B1 Urinario
12pP D Urinario
20/2 ND Hisop. rectal
21P D Urinario
52PW B1 Urinario
74P1 B1 Urinario
49P1 B2 Urinario
45P2 A Urinario
63P1 A Urinario
87P1 B1 Urinario
144PW B2 Urinario
32P3 A Urinario
33P4 B2 Urinario
36P2 B2 Urinario
37P1 A Urinario
39P5 A Urinario
42P3 D Urinario
58P2 B1 Urinario
21PW B1 Urinario
40 PW B2 Urinario
19P B2 Urinario
93PW B2 Urinario
33P1 B2 Urinario
81P1 A Urinario
67P1 A Urinario
28P B1 Urinario
46P1 B1 Urinario
46PW D Urinario
67PW D Urinario
126PW D Urinario
EOP=1 - EOP>0,1 0,1>EOP>0,001 EOP < 0,001 Lisis indeterminada
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Con relacién a los valores de EOP, para el caso de los fagos EPs, menos de la mitad de las
combinaciones positivas estudiadas obtuvieron un valor de EOP > 0,1. Esto sugiere que los fagos de
E. coli de la coleccion tienen un rango mas amplio de hospedero que los fagos de Klebsiella,

aunque su eficiencia para replicarse en dichas cepas seria menor.

A partir de la caracterizacion del rango de hospedero, se eligid un set de fagos para seguir
caracterizando en profundidad (3 KP y 1 EP). Se seleccionaron los fagos KP4, KP9 y KP13 de
Klebsiella porque con la suma de los tres, se logra infectar a todas las cepas uropatogenas que
fueron lisadas con los fagos de la coleccion. Ademads, si bien no existe un consenso sobre la
definicion de rango amplio de hospedero (107), con estos fagos se cubre aproximadamente el 40%
de las cepas ensayadas, porcentaje que se considerd apropiado. Entre los 3 fagos se logra cubrir
también una gran variedad de secuenciotipos y tipos capsulares; y aunque la caracterizacion de los
mismos se realizard por separado, estos fagos se considerd que podrian ser prometedores a la hora
de pensar en formular un céctel de bacteriofagos con capacidad de lisar un gran niimero de
aislamientos clinicos relevantes de diversos origenes. También se selecciono EP1, por ser el fago de

E. coli con rango mas amplio y presentar los valores de EOP mas altos.

4.3 Estabilidad térmica y a diferentes pH de los fagos seleccionados

Para estudiar el efecto de la temperatura sobre el titulo viral de KP4, KP9, KP13 y EPI, se
incubaron los fagos durante 1 hora en un rango de temperaturas que vari6 desde 4°C hasta los 60°C.
Se eligi6 un intervalo amplio, desde la temperatura de almacenamiento (4°C), temperatura ambiente
(25°C), temperatura corporal humana (37°C) hasta temperaturas mas elevadas para estudiar la
robustez de los fagos frente a condiciones de estrés térmico (42°C) y temperaturas ambientales mas

extremas (60°C).

Como resultado del ensayo, se constatdo que todos los fagos son estables en un rango de 4°C-42°C,
sin presentar disminucion en el titulo viral luego del tratamiento (Figura 10). A 60°C, los fagos
KP4 y EP1 son estables y no pierden titulo, o al menos no se constataron diferencias significativas
con la cantidad de réplicas bioldgicas y el test estadistico utilizado (Figura 10, paneles a y d). Sin
embargo, para los fagos KP9 y KPI3 si se constatdé una disminucion en el titulo, de
aproximadamente 6 6rdenes de magnitud para KP9 (Figura 10, panel b), y para KP13 se observo
un efecto atin mas drastico, no pudiendo contar placas de lisis en la titulacién posterior a la
incubacion (Figura 10, panel c).
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Figura 10: Estabilidad térmica de los fagos KP4, KP9, KP13 y EP1. En violeta se indican los resultados
para los fagos de K. pneumoniae: a) KP4, b) KP9, ¢) KP13; y en celeste los del fago de E. coli: d) EP1. Los
fagos fueron incubados en un rango de temperaturas desde 4°C a 60°C por 1 hora, y se calcularon los titulos
virales luego del tratamiento. El titulo a 4°C representa el control, ya que es la temperatura de
almacenamiento de los stocks. Para cada tratamiento se muestra el promedio de 3 réplicas independientes y
el error estandar de la media (SEM). Las diferencias fueron analizadas mediante el test estadistico no
paramétrico Kruskal-Wallis con un test post hoc de multiples comparaciones de Dunn. *p-valor < 0,05 con

respecto a la condicion control. BLD: Bajo el limite de deteccion.
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El efecto del pH sobre la viabilidad de los fagos se estudié de una manera similar, incubando los
stocks virales en un rango de valores de pH desde ligeramente acido (pH 5) hasta pH basico (pH
11), durante 1 hora a 37°C. La incubacion se realizdo a 37°C (temperatura corporal) debido al
enfoque de este trabajo de utilizar fagos como alternativa terapéutica para infecciones en humanos.
Se eligi6 un rango amplio que incluyera pH fisiologicos como el pH de la piel, del intestino, aparato
urinario, sangre y otros fluidos corporales. También se ensayaron valores de pH basicos para
estudiar la robustez de los fagos frente a condiciones de pH mas extremas. Asimismo, valores altos
de pH son caracteristicos de algunas soluciones desinfectantes. Si bien el enfoque de esta tesis
referia al potencial uso de los fagos aislados para controlar bacterias uropatogénicas en terapia
fagica, dado que este trabajo representa el inicio de una linea de investigacion, una caracterizacion
mas exhaustiva permitiria ademas determinar si estos fagos podrian emplearse en un futuro para
otro tipo de biocontrol, como antimicrobianos en combinacidn (o no) con desinfectantes de uso. Es
de tener en cuenta que los stocks virales de estos fagos tienen normalmente un pH ligeramente

basico, entre 7,5 y 8.

Tras la incubacion, los titulos virales se mantuvieron sin cambios en el rango de pH 5-9 para todos
los fagos, seglin revelaron los tests estadisticos realizados (Figura 11). Sin embargo, a pH 11
pareceria haber una tendencia a la disminucion de los titulos virales para todos los fagos, siendo
mas marcada la disminucion para el fago KP13 (Figura 11, panel c). Esta disminucién de la
viabilidad a pH 11 no representaria, en principio, un obstaculo a la hora de la terapia fagica, pero si
podria ser un un factor importante a tener en cuenta si se quisiera elaborar alglin desinfectante con

el agregado de estos fagos.

Aunque los fagos evaluados exhibieron diferencias en su estabilidad térmica y frente a distintos
valores de pH, siendo algunos mas estables que otros, la reduccion del titulo viral observada tras la
exposicion a temperaturas elevadas o condiciones extremas de pH era un resultado previsible. Este
comportamiento concuerda con lo previamente reportado en la literatura, donde se ha documentado
que tanto el calor como los valores de pH extremos afectan la infectividad de las particulas fagicas,

al menos para fagos que infectan E. coli y K. pneumoniae (108,109).
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Figura 11: Estabilidad a distintos valores de pH de los fagos KP4, KP9, KP13 y EP1. En violeta se
indican los resultados para los fagos de K. pneumoniae: a) KP4, b) KP9, ¢) KP13; y en celeste los del fago
de E. coli: d) EP1. Los fagos fueron incubados en un rango de pH desde 5 a 11 por 1 hora a 37°C, y se
calcularon los titulos virales luego del tratamiento. Para cada tratamiento se muestra el promedio de 3
réplicas independientes y el error estandar de la media (SEM). Las diferencias fueron analizadas mediante el
test estadistico no paramétrico Kruskal-Wallis con un test post hoc de multiples comparaciones de Dunn.

*p-valor < 0,05.
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4.4 Curvas de infeccion viral de los fagos seleccionados

Con el objetivo de estudiar la dinamica de los fagos y sus cepas hospederas, se realizaron curvas de
infeccion, y se siguid el crecimiento bacteriano a D.O. 600 nm durante 10 horas luego del agregado
de fagos a distintas multiplicidades de infeccion (MOI) (Figura 12). Medir las variaciones de D.O.
a lo largo del tiempo permite examinar la eficiencia de los fagos para reducir la poblacion
bacteriana, al comparar con el crecimiento de un control sin infectar. Estas curvas ademads, brindan
informacion sobre un fendmeno que puede ser preocupante a la hora de pensar en la fagoterapia: el
recrecimiento bacteriano y el surgimiento de bacterias resistentes a fagos (67). En este caso, las
curvas se obtuvieron en un medio rico para el crecimiento bacteriano, sin embargo, dependiendo de
la matriz empleada, pueden observarse variaciones en la eficiencia litica de los fagos. Por ejemplo,
en un estudio reciente se analiz6 el comportamiento de fagos de E. coli en medio rico y se compar6
con su desempefio en orina artificial, observandose que los resultados dependieron de cada fago

(110).

Al analizar las curvas de infeccion, se evidencian perfiles diferentes entre los distintos fagos
evaluados. En particular, KP4 y KP9 parecen ser capaces de erradicar o mantener el crecimiento
bacteriano en niveles minimos durante varias horas. No obstante, a partir de las 6 horas post
infeccion (p.i.), se observa un recrecimiento bacteriano (Figura 12, paneles a y b), posiblemente
debido a la aparicion de bacterias resistentes o a la seleccion de variantes resistentes ya existentes,
que ocupan el nicho una vez que los bacteriofagos eliminan a las bacterias sensibles. Este
surgimiento o seleccion de bacterias resistentes in vitro, como se menciond anteriormente,
representa una potencial limitacion en el uso terapéutico de estos fagos. Si bien no existe un
consenso en la literatura sobre si los resultados obtenidos in vitro reflejan con fidelidad lo que
ocurriria in vivo, es posible adoptar estrategias para minimizar la resistencia bacteriana frente a
fagos. Una de estas estrategias consiste en la formulacién de cocteles de fagos, ya que la
probabilidad de que una bacteria desarrolle espontaneamente resistencia o sea naturalmente
resistente a dos o mas fagos simultaneamente es considerablemente menor que frente a un unico
fago (111). Al momento de formular estos cocteles es importante considerar un disefio racional, ya
que fagos que reconozcan receptores bacterianos distintos podria aumentar la eficacia de los
cocteles. Asimismo, priorizar la diversidad de receptores en el disefio de cocteles terapéuticos

podria contribuir a evitar combinaciones contraproducentes (112).
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En cuanto al fago KP13, la D.O. 600 nm nunca alcanza valores muy cercanos a cero, lo que podria
indicar una menor eficiencia litica, aunque debe considerarse que la cepa hospedera en este caso es
diferente. Ademas, el crecimiento bacteriano en presencia del fago se incrementa rapidamente antes
de las 5 horas p.i., alcanzando a las 10 horas p.i. valores superiores al 50% de la la D.O. 600 nm

registrada en la condicion control (Figura 12, panel c).

Por ultimo, el fago EP1 parece ser altamente eficiente en la eliminacidon de su cepa hospedera, ya
que se registra un leve aumento inicial de la D.O. 600 nm al comienzo del experimento, seguido de
una rapida disminucion hasta valores cercanos a cero, sin evidencia de recrecimiento hasta la

finalizacion del ensayo a las 10 horas p.i. (Figura 12, panel d).
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Figura 12: Curvas de infeccion para los fagos KP4, KP9, KP13 y EP1 en sus respectivas cepas
hospederas. Se siguid el crecimiento bacteriano mediante la medicidon de O.D. 600 nm durante 10 horas. En
gris se muestra el control de crecimiento bacteriano sin infectar para cada una de las cepas hospederas
correspondientes (ATCC 700603 (a y b), Kp666 (¢) v E. coli 144 (d)), y en tonos de violeta o azul las curvas
de infeccion fago-bacteria. Para todos los fagos se ensayaron distintas multiplicidades de infeccion (MOI)
que van desde 0.1-10. La curva muestra el promedio de 2 réplicas bioldgicas, y el sombreado representa el

desvio estandar.
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Si bien es posible identificar ciertos patrones generales a simple vista en las curvas correspondientes
a los distintos fagos, en algunos casos resulta complejo establecer comparaciones precisas entre
condiciones. Para facilitar el andlisis, es necesario recurrir a métodos cuantitativos en lugar de una
aproximacion meramente cualitativa como la observacion visual de las graficas, la cual puede llevar

a interpretaciones ambiguas o inconclusas.

Entre los métodos cuantitativos reportados se encuentran el indice de virulencia (IV), que se basa en
la cuantificacion del area bajo la curva, y la tasa maxima de crecimiento especifico (L), que
representa la velocidad méxima de crecimiento en condiciones Optimas (67). Sin embargo, estos
parametros presentan limitaciones cuando se aplican a curvas no canonicas. En particular, p, no
resulta adecuado para curvas en las que se alcanzan diferentes niveles de crecimiento al finalizar el
ensayo, y tampoco contempla fases de latencia ni patrones de crecimiento no exponenciales. Por su
parte, el indice de virulencia se calcula como la relacion entre el drea bajo la curva de la condicion
control y la de la condicidon con infeccion por fago. Una de las dificultades asociadas a este método
radica en la seleccion del punto final del ensayo, el cual idealmente, deberia coincidir con el
establecimiento de un estado estacionario. En el caso de curvas no candnicas, donde no se alcanza
un plateau, el IV deja de ser un buen estimador de la eficiencia de los fagos. Ademas, este indice es
independiente de la forma de la curva, lo que implica que dos condiciones con el mismo valor de IV
pueden diferir en aspectos clave, como la presencia de recrecimiento bacteriano o el surgimiento de

bacterias resistentes (67).

Dadas las limitaciones mencionadas anteriormente, en este trabajo se utilizé el indice de Centroide
(IC) como método cuantitativo. El centroide de una figura 2D o 3D se refiere al centro geométrico o
centro de la figura, y representa la ubicacion promedio de todos los puntos sobre la superficie de la
misma. En este caso, el centroide representa el punto geométrico de la figura delimitada por cada
curva y el eje x, y su posicion indica donde se concentra el crecimiento bacteriano a lo largo de la
curva. El IC (calculado a partir de comparar el centroide de la curva control y el centroide de una
curva tratamiento) es un valor que varia entre 0 y 1, donde un IC de 0 es indicador de un
bacteriéfago poco eficiente dada una cepa bacteriana, y un IC de 1 caracteriza a uno eficiente (67).
Para cada condicion utilizada en este ensayo, se calcul6 el IC, y los resultados se muestran en la

Tabla 6.

El andlisis de los valores del indice de centroide (IC) permite identificar qué valores de MOI
resultan mas eficientes para cada fago, ademds de facilitar la comparacién entre fagos que

comparten la misma cepa hospedera. Considerando el punto final del ensayo, KP4 mostr6 una
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eficiencia similar para lisar la cepa K. pneumoniae ATCC 700603 independientemente de la MOI
utilizada, ya que los valores de IC obtenidos a MOI 0,1 y 1 fueron practicamente idénticos. En el
caso de KP9, una MOI mas baja pareceria ser mas efectiva. A MOI 1 se observd una mayor
emergencia de resistencia hacia el final de las 10 horas, lo que se refleja en un menor valor de IC.
Al comparar KP4 y KP9, KP4 demostr6 ser mas eficiente en la lisis de la cepa hospedera,
obteniendo valores de IC considerablemente mas altos. Por su parte, KP13 presentd los valores de
IC mas bajos en ambas dosis evaluadas, lo que sugiere que este fago no es eficiente para lisar a su
cepa hospedera Kp666. Finalmente, EP1 fue el fago que alcanzo6 los valores de IC mas altos. En
este caso, la eficiencia del fago para eliminar su cepa hospedera (E. coli 144) aument6 a medida que
se increment6 la MOI, llegando a alcanzar un valor cercano a 1 cuando se utilizé una proporcion de

diez particulas virales por cada célula bacteriana.

Tabla 6: indice de centroide (IC) para cada curva de infeccién, discriminando por fago y por

multiplicidad de infeccion.

indice de centroide (IC)
Fago MOI 0,1 MOI 1 MOI 10
KP4 0,80 0,79 ND
KP9 0,66 0,50 ND
KP13 0,24 0,35 ND
EP1 0,89 0,94 0,97

IC = 0 representa un fago ineficiente, mientras que IC = 1 representa un fago eficiente; ND: No determinado.
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4.5 Microscopia electronica de transmision de los fagos seleccionados

Para caracterizar la morfologia de los cuatro fagos seleccionados, se utilizd microscopia electronica
de transmision. Mediante esta técnica se comprobd que todos los fagos presentan una morfologia
compatible con la de los myovirus, es decir, viriones con cabeza icosaédrica y cola contrictil
(Figura 13). Esta observacion permite afirmar, con un alto grado de certeza, que los fagos
pertenecen a la clase Caudoviricetes y que poseen un genoma constituido por ADN de doble
cadena. En cuanto a sus caracteristicas morfologicas, se distinguen claramente dos tipos de capsides
icosaédricas: una de cabeza prolata, de forma elongada a lo largo del eje longitudinal, compartida
por los fagos KP4 y KP9; y otra de cabeza isométrica, de forma mas esférica, presente en los fagos

KP13 y EP1 (Figura 13).

Ademas de la descripcion general de la morfologia, se realizaron mediciones a partir de al menos
cuatro imagenes por cada fago, con el objetivo de estimar el tamafio de las particulas virales, asi
como el de sus capsides y colas (Tabla 7). KP4 y KP9 presentaron dimensiones similares, con
viriones que superan los 200 nm de longitud. En contraste, KP13 y EP1 mostraron tamafios
menores, siendo KP13 el fago con el menor promedio registrado entre los analizados. Dado que las
longitudes de las colas fueron comparables en todos los fagos evaluados, las diferencias observadas
en el tamafo total de las particulas podrian atribuirse principalmente a variaciones en el tamafio de
las cépsides. Estas variaciones a su vez, podrian reflejar diferencias en el largo de los genomas, ya
que se ha propuesto que los fagos con cola empaquetan sus genomas con una densidad similar; por
lo que el aumento en la longitud del genoma se acompafia de un incremento en el volumen de las
capsides (113). Si bien no se dispone del genoma completo para todos los fagos, tal y como se
detalla en la seccion 4.7 (Caracterizacion gendmica de los fagos aislados), se observa que KP4, que
presento la capside de mayor tamaiio, también posee el genoma mas largo. Por otro lado, EP1 que

presenta una capside de menores dimensiones, también cuenta con un genoma mas pequeio.
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Figura 13: Micrografias electronicas de transmision para los fagos KP4, KP9, KP13 y EP1. Para todos
los fagos se muestran 2 imagenes. Todos los fagos presentaron morfologia tipo myovirus (fago con cabeza y
con cola contractil). Para el caso de KP4 y KP9, se muestran las formas contraidas de la particula viral en los

paneles derechos. La barra de escala para todas las imagenes es de 100 nm.
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Tabla 7: Dimensiones de las particulas virales. Se midieron las dimensiones de las cabezas, el largo de las

colas, y el tamafio de las particulas virales desde la cabeza hasta la placa basal. Para cada fago se representa

el promedio, el desvio estandar (SD) correspondiente y el nimero de medidas empleadas.

KP4 KP9 KP13 EP1
Morfqlogla dela Cabezaprolata Cabeza prolata . Cab,ez.a . Cab,ezg
capside isométrica isométrica
Dimensiones de la 111+5x79+5 109+7x82+3 71+3x67+1 85+1x79+2
capside (nm) [n=4] [n=7] [n=5] [n=6]
"a"g°(:§1')a cola 112+ 2[n=4] 117+7[n=7] 101+ 4[n=5] 109 £ 4[n = 6]
Tamafio de la 220+ 6[n = 4] 216+ 6[n="7] 168 +7[n=5] 197 +5[n=6]
particula viral (nm)

4.6 Capacidad de erradicacion de biofilms de los fagos aislados

Dado que la formacion de biofilms representa un importante mecanismo de resistencia bacteriana,
se considerd relevante evaluar si los fagos de la coleccion eran capaces de erradicar biofilms
bacterianos preformados o disminuir su biomasa. En particular, se analiz6 la capacidad antibiofilm
por parte de los cuatro fagos seleccionados (KP4, KP9, KP13 y EP1), asi como de aquellos fagos
que presentaban una morfologia de placa de lisis con halo (KP5, KP6, KP7, KP8, KP10, EP5, EP7
y EP9), ya que las depolimerasas, cominmente asociadas a dicha morfologia, han sido ampliamente
reportadas como agentes antimicrobianos con actividad antibiofilm (114). Para lograr este objetivo,
se incubaron biofilms bacterianos de las cepas /ost con una suspension de cada fago, con una

cantidad de 10° UFP para los KPs, y 10° y 10* UFP para los fagos EPs.

En cuanto a los fagos que infectan Klebsiella, KP4, KP9 y KP13 no mostraron una reduccion
significativa de la biomasa del biofilm en comparacién con la condicion control. No obstante, los
otros fagos evaluados (KP5, KP6, KP7, KP8 y KP10) si evidenciaron actividad antibiofilm,
logrando disminuir, en promedio, el 50 % de la biomasa inicial del biofilm formado por su cepa
hospedera, cuando se aplicaron a una dosis de 10° UFP (Figura 14, paneles a y b). Estos resultados
respaldan la hipotesis de que los fagos que producen placas de lisis con halo podrian portar
depolimerasas asociadas al viridén (97). En particular, el genoma del fago KP8 fue secuenciado, tal
como se detalla en la seccion 4.7 (Caracterizacion gendémica de los fagos aislados), y se analizo la
presencia de enzimas con actividad depolimerasa mediante el uso de una base de datos y busqueda

por homologia estructural. A partir de estos analisis, se identificaron dos proteinas hipotéticas como
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enzimas depolimerasas candidatas (ver Anexo S: Identificaciéon de depolimerasas en los genomas

de los fagos aislados).
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Figura 14: Ensayo de erradicacion de biofilms bacterianos por parte de los fagos KPs y EPs en sus
cepas hospederas. Para los fagos KPs (en violeta) se utiliz6 10° UFP para el ensayo, mientras que para los
fagos EPs (en tonos de celeste) se utilizaron 10° (celeste claro) o 10® UFP (celeste oscuro). El control de
biofilm bacteriano sin el agregado de fago se muestra en gris para cada una de las cepas hospederas (ATCC
700603 (a), Kp666 (b) y E. coli 144 (¢)). Cada barra muestra el promedio de 3 réplicas independientes, y el
error estandar de la media (SEM). Las diferencias fueron analizadas mediante el test estadistico ANOVA de
una via con un test post hoc de multiples comparaciones de Dunnett (a y ¢) o t-test no pareado (b). Para
todos los casos, las diferencias se analizaron con respecto al control. *p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01;

***p-valor < 0,001; ns no significativo.

En relacion a los fagos EPs, todos los ensayados demostraron capacidad para disminuir el biofilm

preformado de su cepa hospedera, alcanzando en promedio, un 50 % de reduccion (Figura 14,
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panel ¢). Un hallazgo particular fue la ausencia de diferencias significativas entre los resultados
observados a la dosis mas baja y la mas alta de fago, lo cual sugiere que, al menos dentro de este
rango de concentracion, la actividad antibiofilm es independiente de la cantidad de fagos aplicada.
Cabe recordar, que la morfologia de placas de lisis de los EPs mostraron halos discretos,

potencialmente sugiriendo actividad depolimerasa.

Si bien se logré reducir a la mitad la biomasa de los biofilms analizados, seria de interés evaluar
estrategias que permitan una mayor disminucion. Una alternativa es el uso de cocteles de fagos en
lugar de fagos individuales, por ejemplo, combinando un fago de amplio rango y alto EOP (como
KP4 o KP9) con otro que presente actividad antibiofilm. Esta combinacién podria potenciar la
eficacia, ya que las depolimerasas degradan la matriz extrapolimérica, facilitando la disrupcion del
biofilm y exponiendo receptores bacterianos que favorecen la infeccion viral (97). Otra estrategia
consiste en combinar fagos con antibidticos, dado que dosis subletales de estos ultimos pueden
potenciar la actividad fagica mediante sinergia fago-antibidtico (97). En ambos casos, la
compatibilidad entre los agentes debe evaluarse previamente, ya que también pueden producirse

efectos antagonistas (97).

Cabe sefialar que el ensayo empleado no permite discernir con claridad si la reduccion observada en
la biomasa del biofilm se debe exclusivamente a la actividad antibiofilm de los fagos o si responde
a una combinacion con actividad antimicrobiana. Para resolver esta incertidumbre, seria suficiente
realizar recuentos bacterianos de los biofilms tratados y no tratados (115), a fin de determinar si la
disminucién de la biomasa es atribuible unicamente a la degradacion de los polisacaridos de la
matriz o, en cambio, a una reduccion en el numero de células viables. Otra estrategia consiste en
evaluar la proporcion de bacterias vivas y muertas mediante ensayos de viabilidad (116), donde una
disminucién en este cociente seria indicador de actividad antimicrobiana asociada a la infeccion

fagica.
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4.7 Caracterizacion genomica de los fagos aislados

A modo de completar la caracterizacion de los fagos seleccionados, se decidié abordar un andlisis
gendmico mediante secuenciacion masiva. En primera instancia, se secuenciaron los fagos
candidatos (KP4, KP9, KP13, EPl) y con las secuencias, se generaron los diagramas
correspondientes en aquellos casos en los que fue posible (Anexo 6: Mapas genomicos de los fagos
candidatos). También se secuenciaron otros fagos que resultaron de interés, por ejemplo KP12 por
presentar el rango de hospedero mas amplio, y KP8 por la sospecha de la presencia de
depolimerasas. Se planea completar la caracterizaciéon gendmica para todos los fagos aislados, pero
al momento de escribir este trabajo, solamente se cuenta con la secuencia ensamblada de 7 fagos
(Tabla 8). Si bien se secuencio el fago KP9, las lecturas no alcanzaron el umbral de calidad fijado y

por ende este genoma no se encuentra disponible atn.

Salvo en el caso del fago KP13, todos los genomas se ensamblaron exitosamente en un Unico contig
(Tabla 8). En el caso de este fago, la electroforesis realizada luego de la fragmentacion previa a la
secuenciacion evidencid la presencia de fragmentos de tamafios diversos, y en general menores al
esperado (8 kpb). Posiblemente la obtencion de lecturas mas cortas y de tamafios no uniformes
dificulté el ensamblaje. La evidencia sugiere que los dos contigs son resultado de un ensamblado
incompleto, y no de la presencia de dos fagos distintos ni de contaminacion por profagos o material
genético bacteriano. En ambos contigs analizados no se identificaron genes de origen bacteriano, lo
que permite descartar esta ultima posibilidad. Asimismo, ninguno de los contigs contiene genes
asociados a lisogenia ni fue clasificado como profago, por lo que esta hipdtesis también resulta poco
probable. Cabe destacar que uno de los contigs codifica genes estructurales, mientras que el otro no,
lo que refuerza la interpretacion de que ambos fragmentos pertenecen a un Unico genoma viral.
Estos hallazgos, tomados en conjunto, respaldan la hipétesis de que se trata de un solo fago (KP13)
cuyo genoma se encuentra dividido en dos contigs como consecuencia de limitaciones técnicas del
ensamblado. No se descarta que ain considerando ambos contigs, el genoma se encuentre

incompleto debido a lecturas sin suficiente homologia con los contigs ensamblados.

Los tamafnos de los genomas obtenidos varian entre 45 y 177 kpb. La mayoria de los fagos
presentan genomas superiores a los 100 kpb, siendo el fago KP8 el tnico con un genoma
considerablemente mas pequeno. Esta diferencia en el tamafio también se ve reflejada en la cantidad
de secuencias codificantes (CDS) que posee este fago (Tabla 8). Al examinar los CDS anotados

para todos los fagos, resulta interesante notar que se observa una alta proporcion, superior al 50%,
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de genes de funcion desconocida que codificarian proteinas hipotéticas (Tabla 8). Esta observacion
concuerda con lo sefalado por algunos autores, quienes describen que los genomas fagicos suelen
estar “repletos” de genes de funcion desconocida (117). En el caso del fago KPS, dos de estas
proteinas hipotéticas fueron modeladas tridimensionalmente, y sus estructuras mostraron una alta
similitud con depolimerasas previamente registradas en bases de datos, como ya mencionado en la

seccion anterior.

El contenido GC de los distintos fagos KPs varia entre 41,7 y 51,8%, y el de EP1 se situa en 43,5%
(Tabla 8). Para todos los fagos, este valor obtenido es menor que el promedio de K. pneumoniae
(57%) (118) y el de E. coli (50%) (119). Esta observacion es coherente con lo observado en otros
trabajos, que demuestran que el contenido de GC no es preciso para predecir el rango de hospedero

de un fago a niveles taxondmicos inferiores como especie o género (118).

Para todos los fagos, la completitud gendémica fue estimada a partir de la comparacién con genomas
de referencia. En el caso de genomas cerrados, la presencia de extremos redundantes o secuencias
repetidas constituye un indicador de que el genoma se encuentra completo. En cambio, cuando la
secuencia viral no presenta redundancia terminal, la estimaciéon de completitud se basa en la
comparacion con genomas disponibles en bases de datos. En estos casos, se calcula la identidad
promedio de aminoacidos (AAI, por sus siglas en inglés: average amino acid identity) entre el
genoma ensamblado y los genomas de referencia. Si el valor de AAI es suficientemente alto, se
estima la completitud en funciéon de la cobertura del genoma ensamblado respecto del genoma de
referencia. Seglin el porcentaje de completitud obtenido, los genomas se clasifican como de alta
calidad (>90% de completitud), calidad media (50-90%) o baja calidad (<50%) (89). Dado que
ninguno de los genomas analizados presentd extremos con secuencias repetidas, la estimacion de
completitud se bas6 exclusivamente en el valor de AAI Todos los fagos presentaron alta calidad, y
un porcentaje de completitud alto (>98%), incluso alcanzando 100% para el fago KP8 (Tabla 8).
Este parametro valida que los ensamblajes fueron buenos, y se puede afirmar con un alto grado de
certeza que se cuenta con las secuencias completas. La excepcion fue KP13, con valores de

completitud bajas dado que su genomas se encuentra fragmentado en 2 contigs.

De todas las CDS analizadas, todas corresponden a genes virales, y ninguna a genes bacterianos.
Resulta importante destacar que ninguno de los fagos cuenta con genes de virulencia o resistencia
(Tabla 8), caracteristica esencial si se estd considerando la aplicacion de estos fagos en terapia
fagica. La presencia de estos genes podria aumentar el riesgo de empeorar una infeccion, o hacerla

mas dificil de tratar (120).
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En cuanto al estilo de vida o ciclo de infeccion de estos fagos, ninguno fue catalogado como
profago, y todos, con excepcion de EP1, carecen de genes de lisogenia (Tabla 8), un criterio
excluyente en el contexto de la fagoterapia (120). En el caso de EP1, el anotador automatico detecto
un gen que catalogd como de lisogenia, que fue predicho como una transposasa de 102
aminodcidos. No obstante, a pesar de la presencia de dicha transposasa, no se identificaron genes
que codifiquen integrasas, excisionasas ni proteinas represoras, lo que sugiere fuertemente que este
fago seria un litico obligado. Ademas, trabajos recientes que describen el aislamiento y
caracterizacion de fagos pertenecientes a la subfamilia Vequintavirinae o al género Vequintavirus
indican que sus genomas incluyen proteinas transposasas o “transposase-like”, sin que ello implique
la capacidad de realizar un ciclo lisogénico. Por el contrario, estos fagos se consideran estrictamente

liticos y promisorios para su aplicacion en fagoterapia (119,121).

De manera interesante, todos los fagos con excepcion de KP8, que tiene el genoma mas pequeio,
cuentan con genes que codifican para ARNs de transferencia (ARNt), cuyo nlimero varia entre 2 y
27 genes segun el fago (Tabla 8). Estos genes constituyen los Unicos elementos asociados a la
maquinaria de traduccién que se encuentran de forma recurrente en los genomas de bacteridofagos
(122), y hasta el momento no existe una explicacion definitiva sobre las razones de su presencia
(118). Algunos autores proponen que los fagos que codifican para ARNt presentan un sesgo en el
uso de codones que difiere del de su hospedero bacteriano, por lo que utilizarian sus propios ARNt
para compensar esta diferencia (118,122). Sin embargo, esta no seria una observacion universal, lo
que sugiere que el uso de codones no es la tnica explicacion para la presencia de ARNt en los
genomas fagicos (118). Un estudio reciente demostrd que la expresion de ARNt por parte de los
fagos puede contrarrestar las defensas antifago del hospedador (123). Si bien el contenido GC no se
relaciona directamente con el sesgo en el uso de codones, se sabe que puede influir en la seleccion
de codones mas frecuentes (124). Curiosamente, el fago KP8, que presenta el contenido de GC mas
alto y més cercano al de su hospedero, no codifica genes de ARNt. En contraste, los fagos KP2,
KP3 y KP4, con los contenidos de GC mas bajos entre los analizados, s6lo poseen dos genes de este
tipo. Por su parte, KP12 y KP13 muestran un contenido de GC intermedio, pero codifican la mayor
cantidad de genes de ARNt, con 25 y 27 respectivamente. Un andlisis comparativo del sesgo en el
uso de codones entre los fagos y sus respectivas cepas hospederas podria ayudar a evaluar si existe
alguna relacion entre la cantidad de ARNt codificados y el uso de codones, o si, en cambio, otras

razones podrian explicar este fenomeno.

Por ultimo, los fagos fueron asignados taxondémicamente de acuerdo con la clasificacion vigente del

ICTV. Todos pertenecen a la clase Caudoviricetes, caracterizada por fagos con morfologia binaria
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de cabeza y cola, y genomas de ADN de doble cadena. Esta morfologia tipica ya habia sido
constatada por microscopia electronica en los fagos KP4, KP9, KP13 y EP1 (Figura 13). El género
con mayor representacion fue Slopekvirus, que incluye a los fagos KP2, KP3 y KP4. Los demas
géneros identificados fueron Kolesnikvirus (KP13), Vequintavirus (EP1), Gansuvirus (KP8) y
Sugarlandvirus (KP12) (Tabla 8).

Todos los fagos representan una nueva especie dentro del género al que corresponden, con
excepcion de EP1. EP1 fue asignado a una especie ya reportada, Vequintavirus phiWecl93. Con
respecto a KP2, KP3 y KP4, estos tres fagos corresponden al mismo género viral (Slopekvirus)
determinado tanto empleando taxMyPhage como a través de un arbol filogenético a partir de genes
compartidos concatenados. Este analisis evidencié una relacion muy estrecha entre KP2 y KP3,
mientras que KP4 se ubico filogenéticamente mas distante (Figura 1, Anexo 7). Para intentar
determinar si cada uno representa una especie diferente dentro del género Slopekvirus, fue necesario
analizar la identidad media de nucledtidos a nivel del genoma completo. Este analisis reveld que la
identidad entre KP2 y KP3 es de 0,9998 y difieren en solo 41 SNPs, mientras que entre KP2 y KP4
es de 0,9892 (Figura 2, Anexo 7). Si bien, en general, se considera que un porcentaje de identidad
nucleotidica superior al 95 % entre genomas completos es indicativo de pertenencia a una misma
especie (125), en el caso de los fagos del género Slopekvirus este umbral no resulta un criterio
confiable, debido a la alta similitud gendmica que caracteriza a sus miembros (126). De hecho, la
identidad mas baja encontrada entre los genomas de las bases de datos correspondientes a los
miembros del género Slopekvirus fue de 0,9699. Aunque no es posible asignar inequivocamente una
especie a cada uno de los fagos estudiados, se puede inferir que KP2 y KP3 pertenecerian a la
misma especie ya que, no solamente se pertenecen al mismo grupo filogenético, sino que ademas

son 99.98% idénticos a nivel nucleotidico.
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Tabla 8: Informacién genémica de los fagos KP4, KP13, EP1, KP2, KP3, KP8 y KP12. Para cada fago se describe el nlimero de contigs obtenido posterior

al ensamblaje; la profundidad media del contig; el largo de cada contig; el largo total (suma lineal de los contigs); el contenido GC; la cantidad de regiones

codificantes (CDS); completitud estimada; si se trata de un profago; el nimero de genes bacterianos detectados; nimero de genes de virulencia o resistencia;

numero de genes de lisogenia; nimero de ARNt y taxonomia asignada.

(calidad media)

KP4 KP13 EP1 KP2 KP3 KP8 KP12
# contigs 1 2 1 1 1 1 1
Profundidad media #1:34
del contig (X) 62 #2.37 122 115 65 475 46
Largo contigs (pb) 177.457 #13 29.783 137.523 176.085 176.074 45.860 113.267
#2:56.199
Tamaiio total (pb) 177.457 85.982 137.523 176.085 176.074 45.860 113.267
#1:58
#CDS 312 42-83 285 303 302 70 203
# Proteinas #1:44/58
hipotéticas / #CDS 166/312 #0240 /83 187/285 162 /303 164 /302 38/70 128/203
Contenido GC (%) 41,7 43,8 43,5 41,7 41,7 51,8 45,3
#1:35,1
Completitud . (baja calidad) . . . . .
estimada (%) 99,6 (alta calidad) #2: 66,5 98,2 (alta calidad) 98,8 (alta calidad) 98,8 (alta calidad) 100 (alta calidad) 99,2 (alta calidad)

#1:No

Profago No #2-No No No No No No
. #1:0
# Genes bacterianos 0 #2:0 0 0 0 0 0
# Genes d_e wru]enua 0 #1:0 0 0 0 0 0
oresistencia #2:0
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# Genes de lisogenia 0 #2:0 1 0 0 0 0
# ARNt 2 27 5 2 2 0 25
Caudoviricetes, Caudoviricetes, Caudoviricetes, Caudoviricetes, Caudoviricetes, Caudoviricetes, Caudoviricetes,
Taxonomia Straboviridae, Andersonviridae, Sin definir, Straboviridae, Straboviridae, Autosignataviridae, Demerecviridae,
(Clase, Familia, Sin definir, Ounavirinae, Vequintavirinae, Sin definir, Sin definir, Molineuxvirinae, Sin definir,
Subfamilia, Género, Slopekvirus, Kolesnikvirus, Vequintavirus, Slopekvirus, Slopekvirus, Gansuvirus, Sugarlandvirus,
Especie) Slopekvirus nueva Kolesnikvirus nueva Vequintavirus Slopekvirus nueva Slopekvirus nueva Gansuvirus nueva Sugarlandvirus nueva
especie especie* phiWec193 especie especie especie especie

*La clasificacion taxondmica para el fago KP13 fue asignada tinicamente por el contig #2

73




5. Conclusiones y Perspectivas

Dada la magnitud del problema que representa la resistencia a antibidticos, resulta necesario
buscar alternativas terapéuticas que puedan reducir la carga a los sistemas de salud a nivel
global, ademds de mitigar las muertes causadas por microorganismos resistentes. El
surgimiento de mecanismos de resistencia como enzimas modificadoras de antibidticos y
formacion de biofilms dificulta en ocasiones la eleccion de un tratamiento efectivo. En este
contexto, una estrategia que ha resurgido en las tltimas décadas es la del uso de bacteridéfagos
para combatir infecciones. Los bacteriofagos son virus que infectan bacterias de manera
especifica, y los bacteriofagos virulentos (cuyo ciclo de infeccion culmina siempre en la lisis
bacteriana) son potencialmente utiles en terapia fagica. El presente trabajo constituye uno de
los primeros proyectos en el pais dedicados al aislamiento y caracterizacion de bacteriofagos

liticos de bacterias patogenas de relevancia clinica.

Como consecuencia de este proyecto, se generd una coleccion de fagos capaces de lisar
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, principales agentes etioldgicos de las infecciones
del tracto urinario y responsables de centenas de miles de muertes al afio. Se aislaron 13 fagos
que infectan K. pneumoniae (KPs) y 4 que infectan E. coli (EPs) a partir de muestras de
plantas de tratamiento de agua de nuestro pais. Se detectaron 5 morfologias de placas de lisis
diferentes, entre las cuales se destacan algunas que poseen halo. Este fenotipo resulta
caracteristico de la presencia de depolimerasas, enzimas capaces de lisar polisacaridos
presentes en la superficie bacteriana como lipopolisacaridos, polisacaridos de la capsula, hasta

biofilms.

Para todos los fagos aislados se estudio el rango de hospedero y la eficiencia de plaqueo
(EOP) sobre aislamientos clinicos uruguayos. En promedio, los fagos KPs infectaron al 10%
de las cepas ensayadas, mientras que los EPs alcanzaron el 19%. No obstante, los KPs
presentaron mayores valores de EOP, lo que sugiere que, si bien los EPs poseen un rango de
hospedero mas amplio, son menos eficientes a la hora de infectar otras cepas. El rango
estrecho de hospedero por parte de los fagos de Klebsiella ya ha sido reportado, y se atribuye
principalmente al tipo capsular, considerado un determinante clave del tropismo viral. En este
trabajo se encontrd una asociacion entre el rango de hospedero y el K locus, pero esta

asociacion no fue suficiente para explicar por completo la susceptibilidad de todas las cepas
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ensayadas. El rango de hospedero tampoco se logrd explicar por el antigeno O, otro receptor
de superficie de K. pneumoniae. Es probable que otros antigenos de superficie u otros factores
como los mecanismos de defensa antifagos estén dictaminando el tropismo viral. De manera
notable, a pesar de que los KPs solamente lisan a 1 de cada 10 cepas, fueron capaces de
infectar a una cepa de K. oxyfoca, bacteria del mismo género pero distinta especie. Aunque
individualmente los fagos presentan un rango estrecho, en total, mas de la mitad de las cepas
clinicas fueron susceptibles a al menos uno de los fagos KPs de la coleccion, y un tercio de
estas bacterias susceptibles eran de origen urinario. Esta cobertura se alcanzd probablemente
gracias a la inclusion de una coleccion diversa y de gran tamafo. Para el caso de los EPs,
solamente un tercio de la coleccion fue susceptible, entre las cuales se encontraban cepas
uropatdégenas de todos los filogrupos de E. coli. Se plantea que esta cobertura podria

incrementar si se probara una coleccion de mayor tamafio y diversidad.

A partir de los resultados obtenidos sobre el rango de hospedero, se seleccionaron los fagos
candidatos KP4, KP9, KP13 y EP1 para una caracterizacion mas profunda. Se evalud su
estabilidad térmica y a distintos valores de pH. Todos los fagos resultaron ser estables tras una
incubacion de 1 hora en un rango de temperaturas entre 4 y 42°C. Ademéas, KP4 y EP1
mantuvieron su titulo viral tras la incubacion a 60°C, teniendo un rango de estabilidad térmica
mas amplio. También se estudid la estabilidad en un rango de valores de pH desde 5 a 11
durante el mismo tiempo de incubacion. Todos los fagos se presentaron estables entre pH 5y
9, mientras que a pH 11 se constatd una tendencia a la disminucion de todos los titulos virales.
Estos resultados concuerdan con lo previamente reportado en la bibliografia, donde la
incubacion a temperaturas elevadas y valores de pH extremos causan una disminucion del

titulo viral.

Para esta seleccion de fagos también se estudié la dindmica de infeccidon con sus respectivas
cepas hospederas (o host). Al incubar los fagos con dichas cepas a distintas multiplicidades de
infeccion (MOI), se observo que todos fueron capaces de controlar el crecimiento bacteriano
en comparaciéon con un control no infectado. Sin embargo, la eficiencia de cada fago fue
diferente segiin la condicién estudiada. Esta diferencia se analizd6 mediante el indice de
centroide (IC), un método cuantitativo que permite evaluar la eficiencia de un fago para lisar
una cepa determinada. Se determiné entonces, que el fago EP1 fue el mas eficiente para lisar
su host de manera dosis dependiente. Por el contrario, KP13 fue el fago menos eficiente, con

valores de IC mas cercanos a cero, presentando mayor eficiencia a MOI alta. En el caso de
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KP4, el valor del IC se mantuvo idéntico independientemente de la MOI utilizada, mientras
que para el caso de KP9, se observd una mayor eficiencia a una MOI mas baja. Con el
objetivo de comprender en mayor profundidad la dindmica de infeccion de cada fago, aun
resta realizar ensayos de curvas de infeccion sobre cepas circulantes de relevancia clinica.
Asimismo, para determinar parametros clave del ciclo infeccioso, como el periodo de
latencia, el periodo de eclipse y el tamafo de la progenie, se propone realizar curvas one-step
para los cuatro fagos. La informacion obtenida a partir de estos ensayos permitird caracterizar
con mayor precision los perfiles y comportamientos de los fagos en las curvas de infeccion
previamente analizadas. Asimismo, resultaria de interés repetir las curvas de infeccion
utilizando diferentes matrices. Dado que la eficiencia litica de los fagos puede variar segin el
entorno en el que interactiian la bacteria y el fago, seria pertinente evaluar su dindmica en
orina artificial, considerando que el objetivo es combatir infecciones urinarias y que dichas

condiciones se asemejan mas a las encontradas en el ambito clinico.

Con el fin de conocer la morfologia viral de los fagos candidatos, se llevo a cabo la
microscopia electronica de transmision para cada uno de ellos. KP4, KP9, KP13 y EPI
presentan morfologia tipo myovirus (fagos de simetria binaria, con cabeza icosaédrica y cola
contractil), tipica de los fagos de la clase Caudoviricetes. KP4 y KP9 cuentan con cabezas
prolatas, mientras que KP13 y EP1 cuentan con cabezas isométricas. En cuanto al tamafio de
las particulas virales, KP4 y KP9 presentan viriones de aproximadamente 220 nm, mientras

que KP13 y EP1 presentan viriones de tamafios cercanos a los 170 y 200 nm respectivamente.

Debido a que los biofilms dificultan la erradicacion efectiva de ciertas infecciones, resulté de
interés evaluar la capacidad de los fagos de la coleccion para eliminar biofilms bacterianos
preformados. Los fagos KP4, KP9 y KP13 no lograron reducir la biomasa de los biofilms
generados por sus respectivas cepas hospederas. En cambio, EP1 fue capaz de reducir la
biomasa del biofilm de su cepa hospedera en aproximadamente un 50%. Ademas de estos
cuatro fagos candidatos, se incluyeron en el ensayo otros fagos (KP5, KP6, KP7, KP8, KP10,
EPS, EP7 y EP9), sospechosos de poseer depolimerasas debido a su morfologia de placa de
lisis con halo. Si bien estos fagos no fueron priorizados inicialmente por su estrecho rango de
hospedero, se consider6 relevante incorporarlos en este estudio. Tal como se esperaba, todos
demostraron actividad antibiofilm, y la reduccién fue en promedio, del 50% de la biomasa del
biofilm formado por las cepas hospederas. En particular, el genoma del fago KP8 fue

secuenciado, y se identificaron dos proteinas hipotéticas candidatas a poseer actividad
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depolimerasa. Como consecuencia de estos resultados, la coleccion contiene ejemplares con
actividad antibiofilm, lo cual resulta promisorio para su aplicacion en biocontrol, ya sea
mediante fagoterapia o, por ejemplo, en el tratamiento de superficies tales como dispositivos
médicos. Para conferir mayor solidez a la evidencia sobre su capacidad antibiofilm, resta ain
evaluar su actividad frente a cepas circulantes de relevancia clinica. En cuanto al fago EP1, es
necesario determinar si las cepas clinicas susceptibles a este fago son capaces de formar
biofilms. En caso afirmativo, se plantea estudiar su actividad antibiofilm y compararla con la

observada frente a su cepa hospedera de referencia.

Por ultimo, se realizd la caracterizacién gendémica de los fagos seleccionados, aunque se prevé
completar dicho andlisis para la totalidad de la coleccién. Excepto en el caso de KP13, se
logréo ensamblar un Unico contig por fago, y se estimd la completitud de cada uno. Los
genomas obtenidos presentaron alta calidad, con un porcentaje de completitud estimado
superior al 98%, y tamafios que oscilan entre 45 y 177 kpb, siendo la mayoria superiores a los
100 kpb. A todos los fagos se les asign6é una clasificacion taxondmica, siendo Slopekvirus el
género mas representado. También se identificaron fagos pertenecientes a los géneros
Kolesnikvirus, Vequintavirus, Gansuvirus y Sugarlandvirus. Todos los genomas corresponden
a nuevas especies dentro de sus respectivos géneros, con excepcion de EP1, que fue asignado
a una especie previamente descrita, representada por un aislado reciente proveniente de Japon.
Ninguno de los fagos analizados hasta el momento contiene genes asociados a resistencia
antimicrobiana o factores de virulencia, lo cual es un criterio esencial para su potencial
aplicacion terapéutica. Asimismo, se examind la presencia de genes relacionados con la
lisogenia. Ninguno de los fagos cuenta con dichos genes, con excepcion de EP1, que presento
una transposasa anotada automaticamente. No obstante, no se detectaron integrasas,
excisionasas ni proteinas represoras, lo que sugiere fuertemente que se trata de un fago litico
estricto. En conjunto, el andlisis gendmico respalda que todos los fagos caracterizados

constituyen buenos candidatos para su utilizacion en terapia fagica.

Ademas de la caracterizacion individual de cada bacteridfago, se plantea como proxima etapa
la formulacion de cocteles fagicos que maximicen el efecto antibacteriano de estos virus. Con
la informacién obtenida en el presente trabajo, es posible evaluar combinaciones de fagos que
puedan generar efectos sinérgicos, ya sea en formulaciones dirigidas a una especie bacteriana
especifica, o mediante la combinacion de fagos activos contra K. pneumoniae y E. coli.

Asimismo, se abre la posibilidad de explorar la interaccion de estos fagos con otros agentes
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antimicrobianos, como los antibidticos. En ciertos casos, los fagos pueden actuar de manera
sinérgica con antibioticos, lo que podria potenciar la capacidad antibiofilm, o bien reducir la

probabilidad de surgimiento de cepas resistentes durante la infeccion viral.

En suma, el presente trabajo constituye uno de los primeros estudios realizados en Uruguay
enfocados en la investigacion de bacteriéfagos activos contra patdégenos humanos, y
representa el primer proyecto académico en aislar y caracterizar fagos locales como paso
inicial en la identificacidon de potenciales agentes bioterapéuticos. Como resultado, se generd
y caracterizd una coleccion diversa de fagos, con actividad antimicrobiana frente a bacterias
patdgenas humanas, con aplicacion potencial no sélo en terapia fagica, sino también en otras

estrategias de control bacteriano, como la desinfeccion de superficies.

Ademas de la conformacién de la coleccion de fagos, se desarrollaron y estandarizaron
numerosos protocolos fundamentales para la caracterizacion fenotipica y genotipica de fagos,

lo cual sienta las bases para futuros estudios en el area.

El principal aporte de esta tesis de maestria radica en el avance del conocimiento basico sobre
los bacteriofagos presentes en nuestro entorno y en la produccion de informacion cientifica
abierta, accesible y sujeta a evaluacion rigurosa. De este modo, esta investigacion contribuye
significativamente al desarrollo de capacidades nacionales en un area emergente con alto

potencial biotecnolégico.
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Apéndice 1: Curvas de crecimiento de las cepas hospederas
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Figura Apéndice 1: Curvas de crecimiento bacteriano de las cepas hospederas (ATCC 700603,

Kp666, 19/2 y 144). Se siguid el crecimiento bacteriano monitoreando la densidad optica (OD) a 600

nm durante 6 horas y media. Para cada cepa, se muestra el promedio de dos réplicas biologicas y el

desvio estandar.
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Anexo 1: Secuenciacion de los aislamientos bacterianos empleados

Las cepas Kpl1102, Kpl111, M1443, FQ40565, F312B, F312C, F327B, F327C, Kpl19/2,
04Kp29 y 04Kp27 fueron subcultivadas a partir de criostocks y se sometieron a un cultivo
liquido en medio LB a 37°C, 200 rpm por 20 horas. Posteriormente, se extrajo el ADN
genodmico mediante el uso del kit comercial Quick-DNA Miniprep Plus Kit (Zymo Research).
Este ADN se fragment6 a tamafios de 10 Kb aproximadamente mediante el uso de un
dispositivo g (g-tube, Covaris), siguiendo las indicaciones del fabricante. La calidad de la
fragmentacion se visualiz6 a través de electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v), utilizando
SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) como colorante, y el marcador de peso molecular 1
Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). La concentracion de ADN pre y post librerias fue
cuantificada mediante fluorimetria, empleando el equipo QUBIT 2.0 y el reactivo dsDNA
Quantitation, HS (Thermo Fisher Scientific). La preparacion de librerias se realiz6 con el kit
Ligation sequencing gDNA - Native Barcoding Kit 24 V14 (SQK-NBD114.24) (Oxford
Nanopore Technologies). La secuenciacion de lecturas largas de Oxford Nanopore
Technologies se llevd a cabo mediante la utilizacion de un secuenciador GridION en una
celda de flujo R10.4.1. Las librerias y la secuenciacion fueron realizadas por la Dra. Natalia
Echeverria, mi orientadora, con asistencia técnica de Cecilia Portela (Centro de Innovacion en
Vigilancia Epidemioldgica, Institut Pasteur de Montevideo), y de los estudiantes Felipe

Victorica y Julieta Gurméndez.

Las lecturas obtenidas por secuenciacion fueron filtradas utilizando Filtlong v0.2.1 (1),
dejando fuera aquellas con un valor de calidad menor a Q = 7. El ensamblaje de novo se
realiz6 con Flye v2.9 (2), y dicho ensamblaje fue pulido usando Medaka v1.7.3 (3). La
calidad de los contigs obtenidos se evalud utilizando QUAST v5.2.0 (4). El ensamblado final
fue anotado con Prokka v1.14.5 (5). Los ensamblajes de los genomas virales fueron realizados
por la Dra. Daniela Megrian (Unidad de Bioinformatica, Institut Pasteur de Montevideo) y el

Bach. Sebastian Rey (Laboratorio de Virologia Molecular, Universidad de la Republica).
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Anexo 2: Caracteristicas fenotipicas de resistencias a antimicrobianos de los aislamientos de Klebsiella spp.

Tabla Anexo 2: Fenotipo de resistencia a antimicrobianos de los aislamientos de Klebsiella spp. Se describe para cada aislamiento utilizado en el presente

trabajo, las resistencias frente a las principales familias de antibidticos: beta-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas y carbapenems), aminoglucoésidos,

quinolonas, fluoroquinolonas y sulfonamidas. También se detalla entre paréntesis la concentracion inhibitoria minima (pug/mL), en caso de contar con esa

informacion.

Aislamiento
Kp1102
Kp1111

Kp666
KpPRE
KpPOST
FQ38879
M1366
19/2
M1443
FQ40565
54/2
04Kp21
Kp1124
L0240
164125A
164413U/2

TZP
S (16)

v v v v v
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N N N N DN
(GON NOON NGO FOON ICOR (RO NCOR RCON) NCORY OO NCONY ROC)

v v v v
N N Y
N N N DN
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v
[IN
N
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v
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N
oo

" u u

CEP
R (264)
R (264)

S/D

S/D

S/D

S/D

S/D
R (264)

S/D

S/D
R (264)

S/D
R (264)

S/D

S/D

S/D

FOX
S (<4)
S (<4)
R (264)
R (264)
R (264)
S/D
S/D
R (16)*
S/D
S/D
R (16)*
S/D
S(8)
S/D
S/D
S/D

CTX
R (264)
R (264)

R (16)

R(16)
R (264)

S/D

S/D
R (264)

S/D

S/D
R (264)

S/D
R (264)

S/D

S/D

S/D

CAz
R (264)

FEP
R(16)*
R(16)*

S(8)

S(8)
R(>16)

S(4)
R (264)
R (264)

S(8)
R (264)
R (264)

S (4)

R (16)

S/D

S/D

S/D

S(=1)
S
S
5

MEM
S(<0,25)
S (<0,25)

R(4)

R(4)

R (>16)
R (>16)
R(4)
S(1)
R(>16)
R (>16)

S(1)

R (>16)
S (<0,25)
S
S
S

AMK
S(z2)
S(<2)
S(16)
1(32)
R (264)
S/D
S/D
S(4)
S/D
S/D
S(<2)
S(=1)
S(=2)
S
R
S

GEN

S(=1)
S(<1)
R (>16)
R(>16)
R (>16)
S(2)

S(4)
R (>16)
R(>16)
R (>16)
R (>16)

NAL
R(232)
R(232)

S/D

S/D

S/D

S/D

S/D
R (232)

S/D

S/D
R (232)

S/D
R(232)

S/D

S/D

S/D

CIP
R (24)
R (24)
R (=4)
R (24)
R (24)
R (>4)
R (24)
R (>4)
R (24)
R (24)
R (=4)

S (<0,06)
R (24)

»w O Oun

SXT

R (2320)

R (2320)
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D

R (2320)
S/D
S/D

R (2320)
S/D

R (2320)
S/D
S/D
S/D
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F305
F320
F322
F312
F312C
F327
F327C
F330
04Kp27
04Kp29

S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
R(2128)
R(2128)

S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D

S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D

S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D

S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
R (264)
R (264)

S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
R(232)
R(232)

S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D

R(>16)
R(8)

S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
R(8)

R (>16)

S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
R(32)
S(4)

S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
R(>16)
R (>16)

S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D

S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D

S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D

R: resistente; S: sensible; I: intermedio; S/D: sin dato; *Resistente modificado; TZP: piperacilina/tazobactam; CEP: cefalexina; FOX: cefoxitina; CTX:

ceftriaxona; CAZ: ceftazidima; FEP: cefepima; IPM: imipenem; MEM: meropenem; AMK: amikacina; GEN: gentamicina; NAL: acido nalidixico; CIP:

ciprofloxacina; SXT: trimetoprim-sulfametoxazol.
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Anexo 3: Caracteristicas genotipicas de resistencias a antimicrobianos de los aislamientos de Klebsiella spp.

Tabla Anexo 3: Genes de resistencia a antibidticos detectados para los aislamientos de Klebsiella spp. Se describe para cada aislamiento utilizado en el

presente trabajo, los genes de resistencia frente a las principales familias de antibidticos: betalactdmicos, aminoglucosidos, quinolonas, macrolidos,

tetraciclinas, y otros como sulfonamidas, fosfomicina, trimetoprim y colistin.

Aislamiento

ATCC 700603

Kp1102

Kp1111

Kp666

KpPOST

FQ38879
M1366

19/2

Kp1124

M1443

FQ40565

54/2

KpPRE

Especie

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

Betalactamicos
OKP-B-14; SHV-18; OXA-2

SHV-172; TEM-1; OXA-1;
CTX-M-15; SHV-11

SHV-172; TEM-1; CTX-M-15;
OXA-1; SHV-11

KPC-2; SHV-11

KPC-2; SHV-11

KPC-2; SHV-1
KPC-2; CTX-M-15;

SHV-158; CTX-M-15; OXA-1;
TEM-1; KPC-2; SHV-11

S/D

SHV-182; TEM-1A; OXA-18;
KPC-2; SHV-11

SHV-158; NDM-1; KPC-2; SHV-11

OXA-1; CTX-M-15; KPC-2; SHV-11

KPC-2; SHV-11

Aminoglucésidos
ant(2")-la

aac(6')-1b-D181Y: aph(3")-1b;
aph(é)-1d

aac(6')-1b-D181Y:; aph(6)-1d;
aph(3")-1b

aph(4)-la; aadA2; aac(3)-1V

aph(4)-la; rmtG; aadA; aadA2;

aac(3)-1IV
nd
aadA2

aac(6')-1b-D181Y; aph(3')-la;
aac(3)-1ld

S/D
aac(3)-1V; aadA1; aac(6')-1b;
aph(4)-la

aadA2; aph(3')-la;
aac(6')-1b-AKT

aac(3)-1ld; aph3-la;
aac(6')-1b-cr

aph(4)-la;rmtG; aadA; aadA2;

Quinolonas

0OqgxB, OgxA

qnrB1; 0gxB10; ogxAé

0gxB10; 0gxAé6; gnrB1
nd
nd

nd
nd

gnrB1; 0gxB; ogxA
S/D

OgxB

qnrA1; qnrB2; ogxA;
ogxB

qnrB1, aac(6')-1b-cr

nd

Macrélidos

nd

nd

nd
nd
nd

nd
nd

mph(A)
S/D

nd

mph(A)

nd

nd

Tetraciclinas

nd

tet(A)

tet(A)

nd

nd

tet(A)
nd

tet(D); tet(A)

S/D

nd

tet(A)

tet(D)

nd

otros

sull; fosAé

fosA_gen; dfrA14; sul2

fosA_gen; dfrA14; sul2
nd
sull

sull; dfrA25
sull; dfrA12

fosAé6; sull; dfrA30
S/D
sul3; fosA6; cmlA1
fosAé; ble-MBL; dfrA12;
dfrA25; catA1; cmlA5; sul1;
sul2

dfrA30

nd
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04Kp21

L0240
164125A
164413U/2
F305
F320

F322

F312B

F312C

F327B

F327C

F330

04Kp27

04Kp29

Los genes de resistencia se determinaron utilizando Kleborate v3. nd: no detectado; S/D: sin dato.

K. pneumoniae

K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. oxytoca
K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

aac(3)-IV

NDM-5; SHV-28 strB.v1; strAv1; aadA2; aadA;

rmtB
S/D S/D
S/D S/D
S/D S/D
OXA-1; SHV-11 strB.v1; strAv1; aac(6')-1b-crv2
NDM-1; SHV-11 strB.v1; strAvil

NDM-1: OXA-9: SHV-187 strB.v1; strAv1; aadA2; aadA;

aac(6')-1b'v1

SHV-27; OXA-1; CTX-M-15;
TEM-1; TEM-150; NDM-1

aac(6')-1b-D181Y: aph(6)-1d;
aph(3")-1b; aadA2

KPC-2; OmpK36:p.Ser109fs aph3-la, aadA2; aac(6')-1b'

aadA1; aadA2; aph(3')-la;
aac(6')-1b-AGKT;
aac(é')-1b-AKT

SHV-27; NDM-1; OXA-9; TEM-150

OmpK35:p.GIné8fs aph3-la; aadA2

SHV-27 nd

aadA2; aph(3")-1b; aph(é)-1d;

SHV-106; NDM-5; TEM-1; SHV-28
rmtB1

SHV-27 nd

nd

S/D
S/D
S/D
aac(6')-1b-crv2
nd

gnrE1

0gxA6; 0gxB26; qnrB1;

qnrE1; gnrAl

ParC:p.Ser80lle

qnrA1; qnrE1; ogxA10;

0gxB25

GyrA:p.Ser83lle;
ParC:p.Ser80lle

nd

0gxA5;0qxB19

0gxAé6; 0gxB32

Mrx; mphA;
mphA; ermB.v1

S/D

S/D

S/D
nd
nd

nd

nd

nd

mph(A)

nd
nd
mph(A); erm(B)

nd

nd

S/D

S/D

S/D
nd
nd

nd

tet(A)

nd

nd

nd

nd

nd

nd

sull; sul2; dfrA12; dfrA14

S/D
S/D
S/D
sull; sul2
sull; sul2; dfrA14

sull; sul2; dfrA12

sull; sul2; dfrA12; dfrA14;
catA1; cmlA5; fosA_gen;
ble-MBL

mgrb:p.Asp29fs;
pmrb:p.GIn56fs; catAl; sull;
dfrA25

fosAé6; ble-MBL; dfrA12; catA1;
cmlA5; sull; sul2

mgrb:p.Asp29fs; dfrA25

dfrA14

fosAé; ble-MBL; sull; sul2;
dfrA12; dfrA14

fosA6
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Anexo 4: Caracteristicas fenotipicas de resistencias a antimicrobianos de los aislamientos de Escherichia coli

Tabla Anexo 4: Fenotipo de resistencia a antimicrobianos de los aislamientos de Escherichia coli. Se describe para cada aislamiento utilizado en el
presente trabajo, las resistencias frente a las principales familias de antibidticos: beta-lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas y carbapenems),
aminoglucoésidos, quinolonas, fluoroquinolonas y sulfonamidas. También se detalla entre paréntesis la concentracion inhibitoria minima (pug/mL), en caso de

contar con esa informacion.

Aislamiento  TZP AMP  CEP CTN FOX CXM CTX CAZ FEP IPM MEM AMK GEN NAL cip SXT
144 S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D
20/2 R(2128) S/D R(264) S/D R (<4)* S/D R(264) R(16) 1(2) 1(2) S(1) I(<2)* S(4) R(16)* S(<0,25) R(2320)

21PW S/D R S/D R S/D S S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D S S S
40 PW S/D R S/D R S/D R S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D R R R
50 PW S/D R S/D S S/D S S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D R R R
94 PW S/D R S/D R S/D g S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D S S R
8P S/D R S/D R S/D R S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D R R R
12p S/D R S/D R S/D R S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D R R S
19pP S/D R S/D R S/D 5 S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D R R R
32P3 S/D R S/D R S/D R S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D S S S
33P4 S/D R S/D S S/D S S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D R R R
36P2 S/D R S/D R S/D S S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D R S R
37P1 S/D R S/D S S/D S S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D S S R
39P5 S/D R S/D g S/D g S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D S S R
42P3 S/D R S/D R S/D S S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D S S R
58P2 S/D R S/D S S/D S S/D S/D S/D S/D S/D S/D S/D S S R

95



73P1
87P1
144PW
49P1
93PW
33P1
81P1
45P2
63P1
67P1
52PW
28P
46P1
74P1
46PW
67PW
126PW
21P

S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D

»w X XO” XO” XX - » X OV XM U»©O L XV XV XNV O OnV O

S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D
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Anexo 5: Identificacion de depolimerasas en los genomas de los fagos

aislados

Para identificar las secuencias codificantes de depolimerasas, se implementé una estrategia
basada en similitud estructural. En primera instancia, se construyd una base de datos de
dominios cataliticos de depolimerasas previamente reportadas en literatura cientifica (1). La
estructura tridimensional de cada enzima fue predicha mediante AlphaFold (2) v,
posteriormente, se realizd una curacidon manual para delimitar los dominios cataliticos,
conservando Unicamente esas regiones estructurales en la base de datos. Paralelamente, se
seleccionaron todos los genes presentes en los genomas de los fagos secuenciados (KP2, KP3,
KP4, KP8, KP12, KP13 y EP1) cuya longitud fuera igual o superior a 200 aminoécidos. Las
proteinas codificadas por estos genes también fueron modeladas estructuralmente mediante
AlphaFold (2), generando asi una segunda base de datos que contiene las estructuras
tridimensionales de las proteinas virales. Finalmente, se realizd una busqueda basada en
similitud estructural entre ambas bases de datos utilizando Foldseek (3). Para esto, se empled
el modo de busqueda simplificada de la herramienta (easy-search) en formato de alineamiento
estructural (modo 4). Como resultado, se identificaron dos depolimerasas candidatas, Dpol
(de 743 residuos aminoacidos) y Dpo2 (de 533 residuos aminoacidos), ambas pertenecientes
al bacteriofago KP8 (Figura 1 Anexo 5). Este andlisis fue realizado con la asistencia técnica
de la Dra. Daniela Megrian y la Bach. Guadalupe Liste (Unidad de Bioinformatica, Institut

Pasteur de Montevideo), y forma parte de su tesis de Ingenieria en Biotecnologia.
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B Muy alta (pLDDT > 90)
Alta (pLDDT > 70)
Baja (pLDDT > 50)

0 Muy baja(pLDDT < 50)

Figura 1 Anexo 5: Estructuras tridimensionales de las depolimerasas del bacteriofago KPS,
coloreadas segin el grado de confiabilidad de la prediccion estructural (pLDDT). (A)
Depolimerasa Dpol predicha como homotrimero, (B) Depolimerasa Dpo2 predicha como

homotrimero.
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Anexo 6: Mapas genomicos de los fagos candidatos
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Figura 1 Anexo 6: Mapa genomico del fago KP4. Se representan en diferentes anillos concéntricos,
desde afuera hacia adentro: Primer anillo - secuencias codificantes anotadas por Phold y marcadas en
diferentes colores segin la categoria (funcién desconocida en gris, otras funciones en celeste,
regulacion de la transcripcion en amarillo, metabolismo de 4cidos nucleicos en magenta, lisis en azul,
genes auxiliares del metabolismo en violeta, integracion y escision en lila, cabeza y empaquetamiento
en rosa, conector en gris oscuro, cabeza en verde claro y genes de virulencia y resistencia en rojo);
segundo anillo - escala gendémica; tercer anillo - contenido de GC (positivo en negro y negativo en

gris); y cuarto anillo - el sesgo GC (positivo en verde y negativo en violeta).
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Figura 2 Anexo 6: Mapa genomico del fago EP1. Se representan en diferentes anillos concéntricos,
desde afuera hacia adentro: Primer anillo - secuencias codificantes anotadas por Phold y marcadas en
diferentes colores segiin la categoria (funcién desconocida en gris, otras funciones en celeste,
regulacion de la transcripcion en amarillo, metabolismo de acidos nucleicos en magenta, lisis en azul,
genes auxiliares del metabolismo en violeta, integracion y escision en lila, cabeza y empaquetamiento
en rosa, conector en gris oscuro, cabeza en verde claro y genes de virulencia y resistencia en rojo);
segundo anillo - escala gendmica; tercer anillo - contenido de GC (positivo en negro y negativo en

gris); y cuarto anillo - el sesgo GC (positivo en verde y negativo en violeta).
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Anexo 7: Analisis filogenético de los fagos del género Slopekvirus

Para el analisis filogenético de los fagos KP2, KP3 y KP4, se descargaron los 53 genomas
completos correspondientes al género Slopekvirus disponibles en la base de datos GenBank
del NCBI. A este conjunto se sumaron los tres genomas de este género que fueron
secuenciados y ensamblados en el marco de esta tesis (KP2, KP3 y KP4) y otro en el marco
de la tesis de grado del Bach. Sebastidn Rey (Roth 23.2, KlebPhaCol). Se emple6 la
herramienta Orthofinder (1) para identificar las proteinas presentes en copia unica en todos
los genomas de Slopekvirus. Se detectaron 94 proteinas, cuyas secuencias génicas se
recuperaron, alinearon con el algoritmo L-INS-i de MAFFT (2) y concatenaron, obteniendo
una matriz de 53.984 columnas. Esta matriz se utilizd para reconstruir una filogenia por
maxima verosimilitud utilizando IQ-TREE (3) (modelo GTR+G, 10.000 ultrafast bootstrap,
coeficiente de correlacion de bootstrap de 0,9999) (Figura 1 Anexo 7). Luego, se calcularon
las identidades medias nucleotidicas por pares entre todos los genomas completos usando la
herramienta MUMmer (4) y se generd un heatmap (Figura 2 Anexo 7) con la herramienta
pyANI-plus (5). También se calculd la identidad utilizando BLAST+ (6), dnadiff (4) y
fastANI (7), obteniendo exactamente los mismos resultados. Estos analisis fueron realizados
con la asistencia técnica de la Dra. Daniela Megrian y la Bach. Guadalupe Liste (Unidad de

Bioinformatica, Institut Pasteur de Montevideo).
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Figura 1 Anexo 7: Filogenia de las especies de bacteri6fagos del género Slopekvirus en base a
genes compartidos concatenados. La filogenia por maxima verosimilitud se realizo descargando 53
genomas completos de este género, y sumando los fagos KP2, KP3, KP4 (aislados en este trabajo) y

Roth23.2 (de la coleccion abierta KlebPhaCol). En los nodos se indican los valores de bootstrap.
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Figura 2 Anexo 7: Heatmap de las especies de bacteriofagos del género Slopekvirus en base a la
identidad media de nucle6tidos (ANI). La identidad entre KP2 y KP3 es de 0,9998 y difieren en solo
41 SNPs, mientras que entre KP2 y KP4 es de 0,9892. La identidad mas baja encontrada entre

miembros de Slopekvirus fue de 0,9699.
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