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Resumen

Antecedentes: La resistencia a los antibidticos en Klebsiella pneumoniae representa un riesgo creciente para la salud humana
en todo el mundo. Objetivos: Se utilizaron datos de secuencias completas del genoma para caracterizar los fagoplasmidos
de K. pneumoniae aislados en diferentes paises. Métodos: Se seleccionaron secuencias de 15 fagopldsmidos genéticamente
similares mediante el analisis BlastN. Se analizaron los genes de resistencia a los antibidticos con las herramientas ResFinder,
PhageAl, PlasmidFinder, PHASTEST y PhageGE. Posteriormente, se analizaron las secuencias de fagoplasmidos en busca
de una region estable en el genoma mediante el andlisis MAUVE, y la proteina de esta region estable y su molécula inhibidora
candidata se analizaron mediante estudios de acoplamiento molecular. Resultados: Se detectaron varios genes de resisten-
cia en 7 de los 15 fagoplasmidos analizados. Todos los plasmidos contenian el profago SSU5 de Salmonella. El andlisis
MAUVE indicé una region estable comun que codifica la proteina de replicacion A. Estudios de acoplamiento molecular
demostraron que existe una interaccion entre la proteina de replicacion A y un derivado de la Fabimicina. Conclusiones: La
Fabimicina podria utilizarse para controlar tanto los plasmidos fagicos como a su huésped, lo que podria afectar la gravedad
e incidencia de las infecciones por K. pneumoniae.

Resistencia a antibidticos. BLASTN. Fabimicina. Pldsmidos fagicos. Proteina de replicacion A.

Assessing of antibiotic resistance in the phage-plasmids of Klebsiella pneumoniae
and its inhibitory compound

Abstract

Background: Antibiotic resistance in Klebsiella pneumoniae poses an increasing risk to human health worldwide.
Objectives: Whole-genome sequence data were used to characterize K. pneumoniae phage-plasmids isolated in different
countries. Methods: Sequences of 15 genetically similar phage-plasmids were selected based on BlastN analysis. Antibiotic
resistance genes were screened using ResFinder, PhageAl, PlasmidFinder, PHASTEST, and PhageGE tools. Phage-plasmid
sequences were then analyzed for a stable region in the genome using MAUVE analysis, and the protein of this stable region
and its candidate inhibitor molecule were analyzed through molecular docking studies. Results: Several resistance genes were
detected in 7 of the 15 phage-plasmids screened. All plasmids had the Salmonella SSU5 prophage. MAUVE analysis indicated
a common stable region encoding replication protein A. Molecular docking studies demonstrated that an interaction occurs
between replication protein A and a fabimycin derivative. Conclusion: Fabimycin could be used to control both phage plasmids
and their host, which could affect the severity and incidence of K. pneumoniae infections.

Antibiotic resistance. BLASTN. Fabimycin. Phage-plasmids. Replication protein A.
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|ntroducci6n

Klebsiella pneumoniae es un bacilo Gram-negativo
comensal, caracterizado por su naturaleza entérica
encapsulada y no movil. K. pneumoniae puede causar
una amplia gama de infecciones asociadas a la aten-
cion médica, incluidas neumonias, bacteriemias,
meningitis, heridas o infecciones asociadas al sitio
quirdrgico'. El punto mas importante en el ciclo de vida
de K. pneumoniae es su acceso al cuerpo, ya que esto
influye en si su comportamiento sera comensal o pato-
génico. K. pneumoniae representa el 8% de todas las
infecciones nosocomiales, siendo la neumonia la prin-
cipal causa de casos. La infeccidén por K. pneumo-
niae solo sobreviene cuando la bacteria es capaz de
evadir y superar las respuestas inmunes primarias y
secundarias del huésped, un escenario altamente pro-
bable en entornos hospitalarios. La propagacion de la
infeccion por K. pneumoniae ocurre principalmente a
través del contacto persona a persona. Aunque menos
comun, la transmisién también puede ocurrir a través
de heridas abiertas, cortes desatendidos, contusiones
o contaminacién ambiental.

Se han documentado varios brotes de infecciones
por K. pneumoniae a nivel mundial. Se estima que
casi el 12% de todos los casos de neumonia adquirida
en el hospital a nivel mundial son causados por este
patégeno?. Segun lo informado por los Centers
for Disease Control and Prevention (CDC),
aproximadamente el 80% de las infecciones por
Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos se
deben a K. pneumoniae?.

La Organizacion Mundial de la Salud ha clasificado
a este patégeno bacteriano como una amenaza cri-
tica debido a su resistencia adquirida a farmacos
actuales como meticilina, penicilina, oxacilina, cefoxi-
tina y carbapenémicos®. La presencia de enzimas
B-lactamasa, combinada con alteraciones en las bom-
bas de eflujo, ha facilitado la diversificacion clonal de
cepas resistentes a antibidticos en esta bacteria'*.
Por lo tanto, la situacion actual subraya la necesidad
urgente de desarrollar compuestos terapéuticos
potentes y novedosos para combatir tales infecciones
patégenas.

Obtener informacidn genética completa de organis-
mos vivos resulta esencial para lograr una compren-
sion integral de los mismos como sistemas bioldgicos.
Varias bases de datos y herramientas bioinformaticas
estan disponibles para la anotacién funcional vy
estructural de proteinas hipotéticas. Se emplearon

extensamente enfoques computacionales para el
seguimiento de la resistencia a antibiéticos®. Los avan-
ces recientes en ciencias médicas y farmacéuticas han
utilizado de manera prominente datos derivados
de secuencias completas del genoma®’. Dentro de
este conjunto de datos, el andlisis de fagos, plasmidos
y resistomas de antibiéticos tiene una promesa consi-
derable para las ciencias de la vida, posibilitando un
conocimiento mas profundo de los mecanismos de
defensa empleados por los patdgenos. Los profagos
se consideran factores fundamentales que contribuyen
a la virulencia bacteriana, la diversificacion gendmica
y la aptitud y son prevalentes en todos los genomas
bacterianos®. Ademas, la resistencia a los antibioti-
cos sigue siendo una preocupacion significativa®. La
identificacion y clasificacion de los genes responsables
de la resistencia a los antibidticos puede facilitar el
desarrollo de nuevos compuestos antibiéticos.

En este estudio, se investigaron las secuencias
gendmicas completas de 15 pldsmidos fagicos selec-
cionados de cepas de K. pneumoniae subsp. pneu-
moniae por sus perfiles de resistencia a antibiéticos
y se buscaron regiones estables que pudieran ser
objetivo de un compuesto inhibidor.

Materiales y métodos

Analisis BLAST y seleccion de
secuencias

La secuencia del plasmido pKPHS1 de K. pneumo-
niae subsp. pneumoniae HS11286 (National Center for
Biotechnology Information [NCBI] Acc. No:
CP003223.1), que pertenece al fago Salmonella SSU5,
fue sometida a una busqueda BLASTN en el NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi, consultado el
28 de diciembre de 2024). A partir de los resultados
de BLAST, se seleccionaron las secuencias genémi-
cas completas de 15 plasmidos fagicos por su posi-
cién en el arbol filogenético, y las secuencias se
descargaron de la base de datos del NCBI (https:/
www.ncbi.nim.nih.gov/) (Tabla 1). Las secuencias se
proporcionan en el material adicional S1.

Analisis del resistoma de antibioticos

Las regiones de resistencia a antibiéticos de los plas-
midos se determinaron mediante el método biocinforma-
tico de Zankari et al'®. Los genes de resistencia a
antimicrobianos (RAM) se identificaron utilizando la
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Las 15 secuencias genoémicas completas seleccionadas de fagoplasmidos de Klebsiella pneumoniae utilizadas para los

andlisis. El simbolo
BLAST en la figura 1.

-" representa "desconocido". Las secuencias se listan seguin su posicion en el arbol filogenético del andlisis

1 CP129187.1 China: Jiangsu - 135702 Noviembre-2022/28 junio 2023

2 CP152770.1 Noruega Sangre: Homo sapiens 110383 2017/22 marzo 2024

3 CP166442.1 EE.UU. Hisopado rectal: Homo sapiens 106731 21 abril 2024/15 mayo 2024

4 CP133013.1 India: Bangalore Orina: Homo sapiens 122792 17 marzo 2023/11 agosto 2023

5 CP146193.1 China: Kunming Homo sapiens 112792 11 enero 2020/08 febrero 2024

6 CP138518.1 China: Wuhan Orina: Homo sapiens 111727 26 septiembre 2020/22 septiembre 2023
7 CP107386.1 China: Wuhan Esputo: Homo sapiens 111727 04 diciembre 2018/07 octubre 2022
8 CP133391.1 India: Bangalore Orina: Homo sapiens 122824 24 febrero 2023/24 agosto 2023

9 CP166074.1 Indonesia: Mataram Cepa de laboratorio 122802 11 julio 2024/05 agosto 2024

10  Mz475705.1 China Transconjugante 246861 15 diciembre 2020/10 junio 2021

11 CP107348.1 China: Wuhan Esputo: Homo sapiens 111727 04 diciembre 2018/07 octubre 2022
12 CP102393.1 China: Beijing Sangre 113637 19 diciembre 2021/04 agosto 2022
13 0U877720.1 Espana - 118859 19 octubre 2021

14 CP021962.1 EE.UU. - 132217 13 junio 2017

15 CP003223.1 China: Shanghai 122799 22 diciembre 2011

NCBI: National Center for Biotechnology Information.

herramienta ResFinder 4.6.0 (http://genepi.food.dtu.dk/
resfinder) con un umbral de identidad del 90%. Ademas,
el tipo de fago y el contenido de GC se determinaron
mediante PhageAl (https://app.phage.ai/phages) y los
replicones de plasmidos se determinaron con
PlasmidFinder 2.1 (https://cge.food.dtu.dk/services/
PlasmidFinder/, consultado el 29 de diciembre de 2024)'".
Las secuencias se analizaron por numeros de
acceso, utilizando el servidor web PHASTEST'™. Los
resultados de PHASTEST clasificaron los genomas
de fagos como intactos, cuestionables o incompletos
en base al recuento de secuencias codificantes de
ADN vinculadas a profagos y la deteccion de genes
asociados a fagos. El arbol filogenético de los plés-
midos-fagos se construyd mediante PhageGE (https:/
jason-zhao.shinyapps.io/PhageGE_Update)™.

Alineamiento de secuencias, modelado
por homologia, prediccion de proteinas y
analisis de acoplamiento

Se utilizd Progressive-MAUVE del software Geneious
(Geneious Prime® 2025.0.3) para determinar las

regiones comunes entre todos los genomas™'. La
region gendmica invariante se elimind y la secuencia
se transformd en una secuencia de proteinas utilizando
el servidor de protedmica ExPASy (https://web.expasy.
org/translate/)'” y luego se cargé en el servidor
[-TASSER (lterative Threading ASSEmbly Refinement)
de la Universidad de Michigan, EE.UU. (https:/zhan-
glab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) para la predic-
cion de proteinas'™®. Los modelos de homologia para
la proteina objetivo, predichos por el sistema de servi-
dor I-TASSER, se obtuvieron del Protein Data Bank
(PDB) (www.rcsb.org) (Tabla 2). Las secuencias de
proteinas se alinearon y el modelado por homologia se
realizé utilizando el servidor de protedmica ExPASy
para obtener mas informacion estructural'.

Tanto el modelado por homologia como el analisis
de prediccion de proteinas se han utilizado para pro-
bar el gen responsable de la proteina de replicacion
A, con un derivado de fabimicina como ligando. La
estructura del derivado de fabimicina se recuper6 de
la base de datos PubChem (https:/pubchem.ncbi.nim.
nih.gov/). Esta estructura se utilizo para los calculos
de acoplamiento. La estructura 3D seleccionada del
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Lista de genes de resistencia antibiética en los fagoplasmidos seleccionados. Como se muestra, los fagoplasmidos albergan

un amplio espectro de genes de resistencia.

1 50.41 Templado  IncFIB aac (3)-IV, aadAt1, - sul3 cmlA1 -
aph (4)-la, aadA1
2 49.09 Templado  IncFIB - - - -
3 49.19 Virulento IncFIB - - - -
4 49.45 Templado  IncFIB blaCTX-M-15 - - -
5 48.98 Virulento IncFIB - - - -
6 48.95 Virulento IncFIB - - - -
7 48.95 Virulento IncFIB - - - -
8 49.44 Templado  IncFIB blaCTX-M-193 - - -
9 49.47 Templado  IncFIB blaCTX-M-14 - - -
10 47.42 Templado  IncFIB aac (6')-1b3, blaCTX-M-3, - catB2 fosA3
aadA1, aph (3')-XV  blaVIM-1,
blaTEM-1B
11 48.95 Virulento IncFIB - - - -
12 49.11 Virulento IncFIB - - - -
13 49.30 Templado  IncFIB - - - -
14 49.12 Templado  IncFIB aph (3')-VI blaNDM-1 - - -
15 49.46 Templado  IncFIB blaCTX-M-14 - - -

ligando se recupero de la base de datos de compues-
tos PubChem en formato de archivo de datos de
estructura, seguida de la conversién a formato mmoL2.
El acoplamiento ciego guiado por deteccion de cavi-
dades se realizd principalmente para analizar la inte-
raccion entre la proteina de replicacién A y el derivado
de fabimicina (http://clab.labshare.cn/cb-dock/)?°. Los
resultados del acoplamiento se visualizaron con UCSF
Chimera (ver. 1.18) y Biovia discovery studio visualizer
(ver. 24.1.0.23298)2"22, Posteriormente, se realizd un
acoplamiento especifico de acuerdo con los resulta-
dos y coordenadas del acoplamiento ciego previo. Los
pardmetros del ligando se analizaron utilizando el ser-
vidor en linea PRODRG (http:/prodrg2.dyndns.org/
cgi-bin/prodrg.cgi)?. Se aplicé el principio de comple-
mentariedad de forma con una desviacion cuadratica
media de las raices de agrupacion de 4.0 para los
calculos de acoplamiento. El estudio de acoplamiento
flexible se realizo utilizando AutoDock v 4.0%. El ana-
lisis de interaccion de los complejos proteina-ligando

y sus posiciones de aminoacidos con distancias de
enlace se calcularon y visualizaron utilizando el sof-
tware PyMol (Ver. 3.1). Los resultados de la simula-
cion de acoplamiento molecular también se confirmaron
mediante el servidor de acoplamiento de proteinas
SWISS-DOCK (http://www.swissdock.ch/docking) den-
tro de las interacciones entre receptores de proteinas
y ligandos?®®. Posteriormente, se utiliz6 pymol para
obtener informacion sobre todas sus preferencias de
unién dentro del sitio activo de estos receptores®.

Resultados
Analisis BLAST

El analisis BLAST mostr6 que muchas cepas
de K. pneumoniae tienen las secuencias del
fago Salmonella SSU5 como profago integrado cro-
mosomicamente o fagoplasmido. Se seleccionaron 15
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@ Klebsiella pneumoniae strain KLB_MDR_391377 plasmid p377C1, complete sequence

OKlebsiella pneumoniae strain S-P-C-016.01 chromosome

@Klebsiella pneumoniae strain S-P-N-031.01 chromosome

Klebsiella pneumoniae strain NK_H2_007 plasmid pNK_H2_007.2, complete sequence s 2

@K lebsiella pneumoniae strain 2024CK-00646 plasmid unnamed3, complete sequence 3
@Klebsiella pneumoniae strain KLB_MDR_390314 plasmid p314C1, complete sequence s 4
Klebsiella pneumoniae strain S-P-N-054.01 chromosome

Klebsiella pneumoniae strain kp1 plasmid unnamedC, complete sequence = 5§

Klebsiella pneumoniae strain CRKP_39 plasmid unnamed3, complete sequence

Klebsiella pneumoniae strain CRKP_29 plasmid unnamed3, complete sequence 7

Klebsiella pneumoniae strain CRKP_38 plasmid unnamed3, complete sequence

@ Klebsiella pneumoniae strain CRKP_31 plasmid unnamed3, complete sequence

A Klebsiella pneumoniae strain SIDKP002 plasmid pKPHS 1, complete SeqUENCe 9
Klebsiella pneumoniae strain CRKP_40 plasmid unnamed3, complete sequence

@Klebsiella pneumoniae strain S-P-C-024.01 chromosome

Q
." Klebsiella pneumoniae strain JS187-vir plasmid unnamed5, complete sequence

OKlebsiella pneumoniae strain CRKP_36 plasmid unnamed3, complete sequence s 11
Klebsiella pneumoniae strain 14spc chromosome

R Klebsiella pneumoniae strain K64 plasmid pRM-3, complete sequence = 12

L Klebsiella pneumoniae isolate 179KP-HG genome assembly, plasmid: 4 =13

Klebsiella pneumoniae strain AR_0139 plasmid tig00000008, complete sequence =14
®Klebsiella pneumoniae isolate 97ca48¢c2-b809-11e8-aae5-3c4a9275d6c8 genome assembly, chromosome: 1
[P Klebsiella pneumoniae strain S-P-C-007.01 chromosome

2 Klebsiella pneumoniae strain S-P-N-044.01 chromosome

@ Klebsiella pneumoniae strain 56spn chromosome

@Klebsiella pneumoniae strain S-P-N-036.01 chromosome

P Klebsiella pneumoniae strain 28spn chromosome

@Klebsiella pneumoniae strain S-P-C-037.01 chromosome

DKlebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae HS11286 plasmid pKPHS1, complete sequence

BKiebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae HS11286 plasmid pKPHS1, complete sequence 15

@Klebsiella pneumoniae strain HS11286-vir2 plasmid unnamed1, complete sequence

Figura 1. Anélisis BLAST de la secuencia del plasmido pKPHS1. Se numeran los fagopldsmidos seleccionados utilizados en analisis posteriores.

fagopldsmidos segun sus posiciones en el arbol filo-
genético del andlisis BLAST (Fig. 1).

Anélisis del resistoma de antibiéticos y
alineacion de secuencias

Se hallaron varios genes de resistencia a antibidti-
cos en 7 de los 15 plasmidos seleccionados (Tabla 2).
Los resultados fenotipicos predichos indican resisten-
cia a aminoglucésidos desconocidos, gentamicina,
tobramicina, higromicina, estreptomicina, espectinomi-
cina, amikacina, amoxicilina, amoxicilina + &cido

clavulanico, ampicilina, ampicilina + &cido clavulanico,
cefepima, cefixima, cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima,
piperacilina, ertapenem, imipenem, meropenem, pipe-
racilina + tazobactam, aztreonam, temocilina, ticarci-
lina, ceftazidima + avibactam, ceftriaxona, cefalotina,
sulfametoxazol y fosfomicina-cloranfenicol (Tabla 2).
Se hall6 que el 10° fagoplasmido de origen chino era
el que presentaba la mayor cantidad de regiones de
resistencia a antibidticos, y un mayor numero de
nucledtidos que los demas. También fue descrito como
“transconjugante” en el sistema NCBI (Tablas 1y 2).
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Figura 2. Resultados del andlisis Progressive MAUVE de fagoplasmidos. La region de la izquierda (purpura), marcada con una flecha roja, y con
una longitud de 0-300 bp, se muestra genéticamente estable entre todas las secuencias.

Se debe mencionar que el andlisis de Phage Al cla-
sificé 6 de los fagoplasmidos como virulentos y el resto
como templados (Tabla 2). Esta propiedad podria afec-
tar la gravedad de la infecciéon por neumonia en los
pacientes. Todos los replicones de plasmidos pertene-
cen al grupo IncFIB (Tabla 2), lo cual confirma estudios
previos que indicaron que las p-lactamasas de espectro
extendido suelen estar asociadas con plasmidos tipo

IncF?"28, Se debe mencionar que los plasmidos IncF
utilizan sistemas de muerte post-segregacional y adic-
cion para asegurar su propagacion y mantenimiento
entre poblaciones bacterianas de alto riesgo®.

El andlisis de Mauve revel6 una comparativa gend-
mica entre 15 fagoplasmidos diferentes, destacando
la presencia de regiones comunes en el
genoma (Fig. 2). La salida del andlisis de comparativa

375
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El arbol filogenético de los 15 fagoplasmidos seleccionados muestra 3 ramas principales: A, B, C. El arbol filogenético indica que la

raiz ancestral es India o China.

genomica mostro variacion y similitud basadas en los
origenes de los subtipos (Fig. 2). Se observaron
patrones de agrupamiento similares entre las mismas
regiones geograficas. Los subtipos con el mismo ori-
gen se agruparon dentro del mismo sub-cluster, como
las secuencias 11 y 7 de China, Wuhan; 4 y 8 de
India, Bangalore y 6 y 5 de Wuhan y Kunming en
China. Estos hallazgos indican que los plasmidos,
especialmente de China e India, muestran una diver-
sidad genética similar, ya que geograficamente son
vecinos. Ademas, el arbol filogenético construido por
PhageGE confirmd la presencia de 3 grupos principa-
les (A, B, C) en la figura 3, validando, mas si cabe,
los resultados de Mauve. Los datos filogenéticos
recientes indican que el inicio del proceso de evolu-
cion de los fagoplasmidos es China o India, lo cual
deberian confirmar nuevos estudios.

El arbol filogenético se corresponde con el mapa
de Mauve y proporciona informacion sobre la propa-
gacion de los fagoplasmidos en los paises. China o
India fue el punto de origen y se extendié a otros
paises desde estos origenes. Se puede predecir que
el aumento del transporte y el comercio, especial-
mente entre paises cercanos y lejanos, es resultado

de esta diseminacién. Aunque no se puede afirmar
nada de las 15 secuencias limitadas que no represen-
tan el perfil de patdégenos de los paises, la posibilidad
de una epidemia es un hecho bien conocido, y en
este sentido, la distribucion de fagoplasmidos en
otros paises deberia examinarse con estudios mas
amplios. Se sabe que estos fagopldsmidos afectan la
infeccion bacteriana y la resistencia a los antibidticos.
En este sentido, también debe investigarse si el fago
derivado de Salmonella alojado por K. pneumo-
niae podria aumentar la incidencia del desarrollo de
la enfermedad.

La distribucion genética circular del fagoplasmido 1
(China: Jiangsu) segun los resultados de PHASTEST
se muestra en la figura 4. Las distribuciones genéticas
de todos los fagoplasmidos se ofrecen en el materia
adicional S2. La tabla 3 muestra que 15 plasmidos
contenian el fago Salmonella SSU5 (NCBI Acc. No:
NC_018843) y 14 de ellos, fago intacto. Las longitudes
de las regiones y los contenidos de GC fueron distintos
en todos los fagos. Un estudio reciente ha demostrado
que se predijo que un plasmido en la cepa K. pneu-
moniae Kp1604 era un fago Salmonella SSU5 intacto
y que el fago podria contribuir a la defensa del
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Ejemplo de plasmido 1 (China: Jiangsu) para mostrar la distribucion gendmica circular de los genes.

MLSAVNDMLSAVRYMLPTVLCMLSAVIDVCCQRLEPKGIHMSTKNKKESEIKEIPEDNEI
LEEDALNLYTGDLVPNSNNTVQPIALMRLGLFVPTLKGTKNSSRNKSNMIDASRELVQLE
VARSEGYSNIKITGPRLDMDHDFKTWVGVVRSLAEY GEPTGRVELSITKFAKFCGYPSSQ

IRKTLRDRLTNSLLK

Los resultados de la secuencia enviada se transformaron en una secuencia de aminodcidos a través del servidor de protedmica
ExPASy (https://web.expasy.org/translate) para facilitar el analisis estructural utilizando el servidor I-TASSER.

huésped contra los elementos de ADN transportados®.
Estudios adicionales sobre este mecanismo podrian
ayudarnos a comprender como proporciona fenotipos
adaptativos al huésped durante la infeccion.

Alineamiento de secuencias, modelado
por homologia, prediccion de proteinas y
analisis de acoplamiento

En el andlisis de Mauve se observo que la region
inicial de 0-320 bp era la region invariante (Figs. 2y 5).
El analisis de Swiss dock de esta regién nos mostré
que se trata de la proteina de replicacion A (gen:
AOAQH3GVC2_KLEPH, organismo: K. pneumoniae
subsp. pneumoniae (cepa HS11286; https://www.uni-
prot.org/uniprotkb/AOAOH3GVC2/entry). Esta proteina

puede utilizarse como sitio diana para el desarrollo
de moléculas antifagoplasmido. Aunque los resulta-
dos de I-TASSER predijeron los mayores aciertos de
PDB y se enumeraron en la tabla 4, las proteinas
predichas fueron en su mayoria varias proteinas de
iniciacion de replicacion bacteriana. Las simulaciones
de acoplamiento se realizaron considerando los resul-
tados de Swiss dock (Material adicional S3).

El analisis I-TASSER de esta region revela que el
ligando es un farmaco nucledsido (4cido) llamado
(2E)-3-[(7S)-7-amino-8-0x0-6,7,8,9-tetrahidro-5H-
pirido[2,3-b]azepin-3-il]-N-metil-N-[(3-metil-1-benzo-
furan-2-il)metillprop-2-enamida®" es un derivado de
la fabimicina (Material adicional S3). Se ha encon-
trado una patente sobre este fdrmaco nucledsido
(acido) y también un ensayo clinico relacionado®32,
El andlisis de acoplamiento ciego de la proteina de
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Lista de propiedades de fagos segun los resultados de PHASTEST. Los datos indican que los fagoplasmidos varian en
muchas propiedades gendmicas (por ejemplo, longitud de la regién, cantidad de proteinas, contenido de GC) y se distribuyen en

diferentes regiones del genoma del plasmido.

1 1 52.3 Cuestionable 43

2 56.3 Intacto 56
2 1 92.3 Intacto 90
3 1 77.2 Intacto 78
4 1 64.1 Intacto 70
5 1 89.3 Intacto 80
6 1 92.6 Intacto 83
7 1 80.4 Intacto 77

2 20.9 Cuestionable 32
8 1 64.1 Intacto 70
9 1 64.1 Intacto 68
10 1 511 Incompleto 50

2 39.5 Cuestionable 33
11 1 80.4 Intacto 77

2 20.9 Cuestionable 32
12 1 90.1 Intacto 82
13 1 29.7 Incompleto 28

2 59 Intacto 66
14 1 63.6 Intacto 63
15 1 259 Incompleto 27

2 64.1 Intacto 74

1550-53924 PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 52.26
46860-103245  PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 51.31
17908-110253  PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 49.21

1550-78766 PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 49.32
26523-90658  PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 50.31

1550-90868 PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 48.85

1-92641 PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 48.75
1-80454 PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 49.20
90403-111370  PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 49.76
26524-90687  PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 50.31
26524-90665  PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 50.37
89918-141106 ~ PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 49.42
141031-180549  PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 49.43
1-80454 PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 49.20
90403-111370  PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 49.76
1550-91713 PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 49.01
1-29774 PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 49.22
27379-86402  PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 50.00
35850-99511 PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 49.07
72-26052 PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843 49.10
26524-90662  PHAGE_Salmon_SSU5_NC_018843

Modelado por homologia de las proteinas usando I-TASSER
(https://izhanglab.ccmb.med.umich.edu/l-TASSER) y considerando la
secuencia especifica

1* 2NRA 0.07 0.22 0.90 1.69
2 6H24 0.08 0.17 0.26 1.19
3 5UBFA 0.19 0.15 0.44 1.08
4 2NRA 0.06 0.22 0.35 1.06
5 6H24 0.12 0.17 0.35 1.08
6 2790 0.14 0.19 0.43 1.06
7 2790 0.17 0.19 0.74 1.08
8 5UBF 0.21 0.18 0.43 1.03
9 6KLCA 0.21 0.17 0.85 0.60
10 7TBOA 0.12 0.16 0.85 0.68

*EI PDB hit més alto fue 2NRA. PDB: banco de datos de proteinas

replicacion A con el derivado de fabimicina mostrd
una interaccién entre ellos (Material adicional S4).
Interaccién que se confirmd con AutoDock (Fig. 6)
siendo la energia de unién, -7,82 kcal/J (Material
adicional S3).

Discusion

La distribucion de los fagoplasmidos en este estu-
dio muestra que existe una resistencia particular a los
antibiéticos aminoglucésidos y B-lactamicos (Tablas
1y 2). Estos resultados y los reordenamientos gené-
ticos obtenidos con el analisis de Mauve (Fig. 2) indi-
caron que el plasmido-fago esta evolucionando hacia
una amplia gama de resistencia a los antibiéticos
modernos en diferentes regiones del mundo. Ante
todo, la presencia de fagoplasmidos portadores de
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La visualizacion ilustra el andlisis de acoplamiento de la union del derivado de fabimicina con la proteina de replicacion A. A: vista
superior de la superficie indicada en circulo rojo. B: vista lateral de la superficie indicada en circulo rojo. C: la interaccion entre el derivado de
fabimicina y la proteina de replicacion A indicada por una flecha roja. D: representacion de los enlaces de hidrégeno formados durante la inte-
raccion. E: representacion 2D que detalla las uniones del derivado de fabimicina con el sitio activo de la proteina de replicacion A.

genes de resistencia antibidtica en China e India coin-
cide con la investigacion sobre resistencia antibictica
emergente en estos dos paises®***®. Se ha mencio-
nado en estudios previos que existe un uso intensivo
de antibidticos en alimentos, ganaderia y farmacia en
estos paises®®” y podria concluirse que esta es la
razoén principal de la rapida evolucion bacteriana
debido a la presion antimicrobiana. El hecho de que
la mayoria de estos datos de secuenciaciéon del
genoma completo (SGC) sean de los ultimos 4 afios
(Tabla 1) y la mitad de los 15 plasmidos selecciona-
dos aleatoriamente porten genes de resistencia anti-
bidtica (Tabla 2). Por su parte, la bacteria huésped
podria definirse como hipervirulenta.

Tal y como se ha descrito en estudios previos, los
fagos son particulas extrafias e inmunogénicas capa-
ces de provocar respuestas inmunes humorales y des-
encadenarla produccién de anticuerpos antifagicos'-3-40,
Ademas, Sweere et al.*" informaron que un bacteriéfago
ligado a Pseudomonas aeruginosa (Pa) desencadena
mecanismos de defensa antiviral en humanos y dificulta
la eliminacion de infecciones bacterianas. Estos resul-
tados indican que el compromiso entre las células
inmunes y la Pa infectada por fago provoco la sintesis
de ARN de fago, lo cual sugiere que un bacteriéfago
natural y no alterado podria ser capaz de producir
ARNm dentro de células humanas.

Los resultados de los estudios de acoplamiento en
este estudio indican que el derivado de fabimicina

podria interrumpir la maquinaria de replicacion tanto
del fagoplasmido como de la bacteria. Un estudio
previo también confirmé que la fabimicina resulté ser
un prometedor candidato a antibidtico, eficaz contra
més de 200 aislados clinicos de K. pneumo-
niae, Escherichia coli y Acinetobacter baumannii,
incluido un modelo desafiante de infeccion del tracto
urinario*2. Este farmaco candidato se centra en la
enzima Fabl, una enoil-acil-proteina portadora reduc-
tasa que cataliza el paso limitante de la velocidad en
la biosintesis de acidos grasos bacterianos*.

Dirigirse a una regién invariante del genoma podria
ser un punto critico para el disefio de farmacos. Segun
estudios ya realizados, la region diana podria seleccio-
narse en el genoma's'6404446 Estos resultados indica-
ron que el desarrollo de farmacos eficaces y de bajo
coste laboral podria ser posible en cualquier region
gendmica diana si las secuencias invariantes estan
disponibles.

La RAM es un problema internacional de primer
orden. En 2019, el nimero de muertes en todo el
mundo asociadas a RAM alcanzé los 1,27 millones.
En ese afio, la RAM podria haber provocado 5 millo-
nes de muertes, y 1 de 5 cinco de las personas falle-
cidas por RAM eran nifios menores de 5 afos*. En
2015, el European Center for Disease Prevention and
Control calculé que la Unidn Europea y el Espacio
Econdmico Europeo experimentaron 671.689 infeccio-
nes secundarias a bacterias resistentes a los
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antibiéticos provocando un total de 33.110 muertes.
La mayoria se adquirieron en entornos médicos*. El
desarrollo de nuevos métodos para combatir la RAM
es un objetivo primordial en los sistemas de atencién
médica sostenibles®.

Estudios recientes indican que los fagopldsmidos
son prevalentes y transfieren una amplia variedad de
genes de resistencia a antibiéticos clinicamente sig-
nificativos entre bacterias®®. A pesar de su impor-
tancia ecoldgica, la mayoria de estos elementos no
han sido caracterizados y su evolucién como
fagoplasmidos sigue siendo poco comprendida. Se
necesitan mas estudios multidisciplinares con la cola-
boracién de medicina, farmacologia y bioinformatica
para el seguimiento continuo de la RAM y el desarro-
llo de nuevos tratamientos in silico e in vitro.

Aunque este estudio evalué un pequefio nimero de
fagoplasmidos, los datos proporcionados contribuyen
a la comprensién de la epidemiologia molecular de
los fagoplasmidos mediadores de resistencia en
varios paises. En los ultimos afos, las técnicas de
SGC baratas y rapidas se han aplicado con éxito para
caracterizar la resistencia a antibidticos entre las
cepas de K. pneumoniae. Se necesita una base de
datos completa de genomas de K. pneumoniae en
cada pais para una comprension completa de la plas-
ticidad gendmica de estos organismos, lo cual mejo-
raria, notablemente, el seguimiento de la resistencia
antibiotica entre las distintas cepas.

Conclusiones

Este estudio de fagoplasmidos de K. pneumo-
niae identificé una amplia gama de genes de resisten-
cia a antibidticos clinicamente importantes. Los
estudios filogenéticos mostraron que el origen principal
de estos fagoplasmidos pertenece a India o China.
Estos fagoplasmidos podrian afectar la gravedad y la
incidencia de las infecciones por K. pneumoniae. El
andlisis de Mauve indicd que la region que codifica la
proteina de replicacion A es genéticamente estable
con bajas variaciones y podria ser un punto objetivo
para el disefio de nuevos farmacos. Ademas, los estu-
dios de acoplamiento molecular indicaron que un deri-
vado de fabimicina dirigido a la proteina de replicacion
A podria utilizarse tanto contra los fagoplasmidos
como contra su huésped K. pneumoniae. Futuros estu-
dios in vitro y ensayos clinicos podrian confirmar estos
hallazgos y también ampliar nuestro conocimiento
sobre los fagoplasmidos y los nuevos tratamientos
contra las infecciones por K. pneumoniae.
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