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Abreviaturas y Simbolos

e APl (Interfaz de Programacién de Aplicaciones): conjunto de reglas y protocolos que permite
que diferentes sistemas de software se comuniquen entre si.

e ADN: Acido desoxirribonucleico.

e ARN: Acido ribonucleico.

* ARNt (ARN de transferencia): molécula de ARN que participa en la sintesis de proteinas.

e Query: consulta o solicitud especifica para obtener datos de una base de datos.

e CBD (endolisinas): Cell wall-binding domain - dominio de unidn a la pared celular. Dominio de
una enzima cuya funcién principal es unirse a componentes de la pared celular.

e CD: Coding DNA, regién codificante de un gen que se traduce a proteina.

e Datos crudos: informacidn original tal como se ha capturado, que no han sido sujetos al

procesamiento o manipulacion posterior.




Disminucidon Media de la Precisién (Mean Decrease in Accuracy): medida que informa cuanto
disminuye la precision del modelo si eliminamos una variable o permutamos sus valores.
Disminucidon Media de Gini (Mean Decrease in Gini): mide cuanto contribuye cada variable a
la homogeneidad de los nodos en el arbol de decisidn.

EAD: Enzymatically active Domain — dominio de accién enzimatica cuya funcién principal es
catalizar una reaccién.

N/A: del inglés Not available se refiere a los datos que no estan disponibles.

GBF: GeneBank Flatfile

ORF: Open Reading Frame, es la secuencia comprendida entre un codén de inicio de secuencia
y uno de terminacién de la misma.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa, técnica de laboratorio para amplificar pequefias
cantidades de material genético.

Pipeline: cadena de procesos que se conectan de tal manera que la salida de cada uno es la
entrada del siguiente.

Singletons: grupos conformados por un solo individuo.



RESUMEN

Staphylococcus aureus es un patobionte de humanos y otros mamiferos, capaz de causar un amplio
espectro de enfermedades, desde cuadros leves hasta infecciones severas. Actualmente, se encuentra
en la lista prioritaria de patégenos de la Organizacidn Mundial de la Salud (OMS) debido al creciente
problema de resistencia a los antimicrobianos. Frente a esta amenaza, ha resurgido el interés por los

bacteriéfagos, enemigos naturales de las bacterias y, por ende, potenciales agentes terapéuticos.

La aplicacién de bacteriéfagos o sus proteinas en ambitos como la medicina, la industria alimentaria
o la quimica requiere una caracterizacion rigurosa de los mismos mediante herramientas
bioinformaticas, que permita detectar posibles riesgos -como genes de virulencia- y facilitar su disefio
y mejora funcional. Durante el desarrollo de esta tesis, se anotaron y caracterizaron catorce genomas
de fagos activos sobre S. aureus aislados en el Laboratorio de Microbiologia Molecular de la Facultad

de Cs. Médicas de la Universidad de Rosario.

Ademas, se desarrollaron distintos protocolos de trabajo (pipelines) bio-informaticos que permiten
automatizar distintos analisis y se implementaron algoritmos especificos para la caracterizacion y
clasificacidon de dichos genomas y de genes y proteinas particulares. Cada pipeline fue disefiado de
forma modular permitiendo integrar informacion de distintas fuentes, ya sea interna (como la salida
de otros andlisis) o externa, y posibilitando la seleccion de manera flexible de los procedimientos a

aplicar.



INTRODUCCION

Resistencia a antimicrobianos

La resistencia antimicrobiana (RAM) es la capacidad de los microorganismos de desplegar
mecanismos especificos que le permiten sobrevivir frente a sustancias que anteriormente le
resultaban nocivas como antibiéticos y desinfectantes; esto conlleva un aumento tanto de la
morbilidad como de la mortalidad de los infectados como en la propagacién de las enfermedades
(1). En la actualidad, la resistencia bacteriana a los antibidticos representa uno de los mayores
desafios para la salud publica mundial. Se predice que para el afio 2050 se perderdn anualmente

diez millones de vidas por esta causa (2).

El uso inadecuado y excesivo de antibidticos favorece la seleccidn de bacterias resistentes a los
mismos a través de mutaciones genéticas o por la adquisicion de genes de resistencia mediante
transferencia horizontal. Entre los desafios que plantea la RAM se encuentran, por un lado, la
necesidad de tratamientos clinicos noveles, y por otro, el disefio de desinfectantes eficaces
aplicables en sectores diversos con impacto en el ser humano (sector agricola-ganadero, industria
alimentaria y entornos hospitalarios, entre otros). Ademas, la RAM representa una carga
econdmica significativa debido a tratamientos prolongados y hospitalizaciones recurrentes, lo cual
genera un impacto directo sobre la estabilidad de los sistemas de salud, especialmente en paises

con sistemas publicos de salud (1,3,4).

La gravedad del tema es de tal magnitud que, desde hace afios, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) publica una lista de patdgenos prioritarios resistentes a antibidticos, con el fin de fomentar
la investigacién y desarrollo (I+D) de nuevos componentes antimicrobianos para combatir dicho
problema a nivel mundial. Entre los patdgenos catalogados con prioridad elevada, tanto por su alta
morbilidad como por su mortalidad asociada a la pérdida de eficacia de los tratamientos
convencionales, se encuentra Staphylococcus aureus (S. aureus) resistente a Meticilina (MRSA), el
cual también ha demostrado capacidad de adquirir resistencia a otros agentes antimicrobianos,

generando infecciones dificiles de tratar.

Resaltando su relevancia, S. aureus se encuentra, ademas, entre las bacterias agrupadas bajo el
término ESKAPE, acrénimo que incluye a Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp. -bacterias

grampositivas y gramnegativas responsables de la mayoria de las infecciones nosocomiales (5).
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Staphylococcus aureus

Aspectos generales

Staphylococcus es un género bacteriano compuesto por cocos Gram positivos, catalasa positivos,
responsables de multiples infecciones en humanos y en animales. Son bacterias no mdviles, no
esporuladas y generalmente carentes de capsula. Staphylococcus aureus es la especie de nuestro
interés que, en humanos, se encuentra habitualmente colonizando la piel y las mucosas nasales sin
causar enfermedad. Sin embargo, bajo ciertas condiciones, puede tornarse patogénico (por
ejemplo, ante un aumento de carga bacteriana, evasion de barreras defensivas o inoculacion en
tejidos) causando una amplia gama de infecciones, desde eczema cutdneos (de presentacion Unica,

recurrente o crénica) hasta infecciones mas graves como neumonia, endocarditis o sepsis.

Las infecciones a causa de S. aureus se dan en dos contextos: nosocomial y comunitario. En el primer
caso, al tratarse de un patdgeno intrahospitalario, las infecciones tienden a ser severas, ya que
afectan pacientes con comorbilidades, inmunocomprometidos o con heridas expuestas. En el
ambito comunitario, la prevencion de contagio es mas dificil debido a su diseminacidn por aerosoles

y por contacto persona-persona de portadores asintomaticos (6,7).

Evolucidn de la resistencia a antimicrobianos

A nivel mundial, el tratamiento de las infecciones por S. aureus se basa en la terapia con
antibidticos. El descubrimiento de la penicilina en 1928 por Alexander Fleming dio comienzo a la
“era de los antibidticos” iniciando asi el tratamiento de las infecciones bacterianas. Sin embargo,
menos de dos décadas después comenzaron a registrarse cepas resistentes a este antibidtico,
marcando el inicio del proceso de resistencia bacteriana. Este fendmeno, aunque continuo, se ha
conceptualizado en términos de “olas de resistencia”, que definen periodos entre la introduccion

de un antibidtico y la aparicidn de resistencia al mismo (Figura 1) (8).

Como se menciond anteriormente, la primera ola comenzd con la resistencia a la penicilina,
conferida por la modificacidn de los sitios blancos en las bacterias donde esta droga se une para
ejercer su accion antibacteriana (PBP, del inglés penicilin-binding protein). Posteriormente, vemos
una segunda ola que inicia con la introduccién de la meticilina y la aparicidn de cepas resistentes
(MRSA, Metbhicillin-Resistant S. aureus) en los siguientes meses. Dichas cepas no presentan las
variantes tipicas de PBP sensibles a beta-lactamicos, sino que expresan la proteina PBP2a -una
proteina codificada por el gen mecA, localizado en un casete cromosomal estafilocécico (SCCmec,

por sus siglas en inglés) ubicado cerca del origen de la replicacién del cromosoma (7).

10
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Figura 1: Linea histdrica del aumento de resistencia a antimicrobianos en Staphylococcus aureus.

Posteriormente, nuevos clones de MRSA fueron apareciendo seguidos por el uso de vancomicina y
su subsiguiente resistencia (VRSA). Este ultimo antibidtico generd una presion selectiva tan intensa
que provocd el resurgimiento de cepas MRSA en contextos comunitarios (CA-MRSA), cuando
previamente eran exclusivos del entorno hospitalario. Por ultimo, podemos observar como el uso

de nuevos antibidticos genera nuevas resistencias.

En bacterias, la resistencia puede surgir por mutaciones genéticas espontaneas, seleccionandose
aquellas que otorgan ventajas frente al agente antimicrobiano. No obstante, las formas mas
estudiadas y de mayor trascendencia evolutiva son las adquiridas a través de la transferencia
horizontal de genes de una bacteria resistente a una que no lo es. Entre los elementos genéticos
moviles que median esa transferencia se encuentran los profagos, plasmidos, islas de patogenicidad
y transposones, los cuales pueden modificar tanto la resistencia a los antibidticos como la virulencia

bacteriana (8).
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Finalmente, el uso de concentraciones sub-6ptimas de antibidticos elimina las bacterias sensibles a
la droga administrada permitiendo la supervivencia y multiplicacién de las resistentes, lo que

acelera la pérdida de la eficacia de estos tratamientos (9).

Factores de virulencia

Los factores de virulencia son aquellos que permiten la invasion y la resistencia a las defensas del
huésped. El éxito de S. aureus durante la infeccion depende en gran medida de la regulacién
coordinada de dichos factores que actian de manera conjunta a través de la comunicacion célula a
célula; esta capacidad bacteriana se conoce como percepcion de quérum (QS, quorum-sensing).
Especificamente para esta especie, el sistema se denomina agr (por accessory gene regulator) y
regula la expresion de adhesinas de exotoxinas. Este sistema también es responsable de la
produccién de biopeliculas (biofilms): comunidades bacterianas asociadas en una matriz compuesta
por polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y lipidos. Esta matriz, permite la adhesién a distintas
superficies bidticas y abidticas, y protege a la comunidad bacteriana frente a los mecanismos
inmunes de defensa del hospedador (por ejemplo, la fagocitosis). Las biopeliculas también juegan
un rol crucial al disminuir el ingreso de los antibidticos al citoplasma bacteriano, favoreciendo asi la
persistencia bacterianay la acumulacién de mutaciones utiles para el objetivo final de la resistencia

(7,10).
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Figura 2: Factores de virulencia en Staphylococcus aureus. Extraido de Cervantes-Garcia, et al.

Como se puede observar en la figura 2, existen multiples factores de virulencia, algunos de ellos,
como las adhesinas y las lipasas, se encuentran como proteinas de superficie con funciones del
metabolismo de dicha pared celular o participando en la adhesion al tejido del hospedador

facilitando la evasidn del sistema inmune. Otros factores de virulencia, como las toxinas, estan
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codificados en elementos genéticos mdviles, como bacteriéfagos o islas gendmicas, lo cual es clave,
ya que la transferencia horizontal de estos elementos es el pilar de la evolucién y adaptabilidad

bacteriana, especialmente en términos de patogenicidad y competencia (11,12).

En este contexto, los bacteriéfagos cumplen un rol central no solo como agentes de transferencia
horizontal de genes de virulencia, sino también como moduladores de la evolucidon bacteriana,

influyendo en la adaptacion, patogenicidad y diversidad gendmica de S. aureus.

Bacteriofagos

Necesidad de nuevas estrategias frente a la resistencia antimicrobiana
La necesidad urgente de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas ha impulsado la investigaciéon

en el uso de bacteriéfagos como una alternativa viable y prometedora (13).

Los bacteriofagos, o fagos, poseen la capacidad intrinseca de infectar especificamente a sus
huéspedes bacterianos y la ventaja de co-evolucionar con ellos, lo que los convierte en
herramientas potencialmente poderosas en la lucha contra infecciones bacterianas resistentes a
antibidticos. Sin embargo, su uso terapéutico, o de algunas de sus enzimas (por ejemplo,
endolisinas), exige un entendimiento profundo de sus interacciones con las bacterias
hospedadoras, asi como de su biologia y genética. En este contexto, la bioinformdtica emerge como
una disciplina clave, proporcionando las herramientas y métodos para analizar grandes volimenes
de datos gendmicos y funcionales de fagos, facilitando su disefio y optimizacién para aplicaciones

terapéuticas (14).

La terapia fagica tiene una historia centenaria, iniciada tras el descubrimiento de los fagos a
principios del siglo XX, con los primeros resultados publicados por el bacteridlogo francés Félix
d'Hérelle. Sin embargo, su desarrollo se vio eclipsado por el auge de los antibiéticos en 1940 luego
del descubrimiento de la penicilina. No obstante, en la ex Unidn Soviética y en Europa del Este, las
terapias fagicas continuaron desarrolldandose activamente. Con el aumento de la resistencia
antibidtica, estas terapias han resurgido como una opcién terapéutica viable. En los Ultimos afios,
se ha registrado un renovado interés y un crecimiento significativo en la investigacion y aplicacion

de fagos en la medicina humana, la industria alimentaria y la agricultura (15-17).

En la medicina humana, pese a las largas fases de investigacién requeridas para la aprobacion de
nuevos medicamentos, los fagos ya se han utilizado exitosamente en casos de infecciones
bacterianas resistentes a los antibidticos. Por ejemplo, en Georgia, el Eliava Institute of
Bacteriophages, Microbiology and Virology (IBMV) ha sido pionero en el desarrollo de productos

terapéuticos, profilaxis y diagndstico durante décadas, con numerosos casos de éxito
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documentados. Ademas, en Europa y Estados Unidos, se estan llevando a cabo ensayos clinicos

para evaluar su eficacia y seguridad frente a distintas infecciones.

Existen diversas patentes registradas para el uso de fagos en tratamientos humanos. Empresas
como Phage Therapeutics y Adaptive Phage Therapeutics han desarrollado fagos especificos para
tratar infecciones causadas por Staphylococcus aureus y otras bacterias resistentes. Mas alla de la
medicina humana, los fagos también aplican en la industria alimentaria para prevenir y controlar
infecciones bacterianas en productos perecederos, extendiendo asi su vida util y mejorando la
seguridad alimentaria. La empresa Intralytix, por ejemplo, ha desarrollado fagos empleados en Ila

industria carnica y aviar para reducir la contaminacién por Listeria, Salmonella y Shigella (18-20).

En agricultura y ganaderia, el uso de fagos gana terreno debido a su capacidad para controlar
infecciones bacterianas sin dejar residuos quimicos ni afectar la calidad del producto. Se han
utilizado con éxito para tratar infecciones en cultivos como tomate y papa, y para prevenir
infecciones en ganado y aves de corral, reduciendo asi el uso de antibidticos y otros quimicos

(21,22).

Se espera que las terapias fagicas complementen —e incluso reemplacen en algunos casos- a los
antibidticos tradicionales, especialmente en el tratamiento de infecciones resistentes. Su
combinacion con otros antimicrobianos podria mejorar la eficacia terapéutica y reducir la aparicién
de nuevas resistencias. Un estudio reciente proyecta que, para el afio 2030, la terapia fagica podria
consolidarse como una opcién comun para tratar diversas infecciones bacterianas, respaldada por

herramientas bioinformaticas avanzadas.

La personalizacidon de las terapias fagicas mediante el uso de fagos especificos para cada paciente
es una de las dreas mas prometedoras de la medicina de precisidn. El andlisis gendmico del
patdgeno especifico que infecta a un paciente permitira seleccionar fagos mas efectivos,
aumentando las tasas de éxito terapéutico. En este escenario, la integracién de la bioinformatica
en la practica clinica sera fundamental, exigiendo el desarrollo de plataformas capaces de analizar
de forma rapida y precisa genomas bacterianos y fagicos, facilitando la implementacién de estas

terapias en hospitales y clinicas (23).

Caracteristicas generales

Se estima que existen 103 fagos en la Tierra, presentes en todos los nichos ecolégicos conocidos.
Su abundancia y diversidad hacen que su clasificacién dependa de multiples criterios. Asi, cada vez
gue un fago es aislado, se lo compara con los ya descriptos utilizando un esquema de clasificacion

multiple, para luego poder describir las caracteristicas Unicas del individuo en cuestion (12,24).
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Los genomas fagicos presentan un alto grado de organizacidn: los genes suelen disponerse en
clusteres con funcidon semejante interrumpidos por genes con funciones conservadas entre
especies. Ademas, su informacion genética estd densamente empaquetada, superponiendo genes
y evitando largos espacios inter-génicos vacios (gaps). Si bien fagos de un mismo género comparten

clusteres con genes conservados, las variaciones Unicas les otorgan caracteristicas distintivas (25).

Segun el tipo de acido nucleico sea acido desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN) y el
numero de hebras (simple [ss] o doble [ds]) los fagos agrupan en cuatro tipos: dsADN, ssADN, dsARN
o ssARN. Estas categorias tienen valor descriptivo, pero no taxondmico. Actualmente, existen
cuatro criterios principales de clasificacién: por ciclo de vida, morfologia, taxonomia y supergrupo
(26). Sin embargo, debido al avance de las tecnologias de secuenciacién y la reduccién de sus costos,

la clasificacion basada en morfologia estd en declive.

Clasificacion segun su ciclo de vida

El ciclo de infeccidn de los fagos comienza con la adsorcidn, una unién especifica y reversible, en
primera instancia, de los mismos a la célula hospedadora gracias a la interaccién de la cola del
primero con los receptores de superficie de la ultima. Este proceso culmina con la absorcién
irreversible y la inyeccion del genoma a la bacteria blanco. A partir de alli, se pueden seguir cuatro

vias distintas: litica, lisogénica, pseudolisogénica o crénica (Figura 3).

Los fagos virulentos, liticos estrictos, luego de la infeccidn utilizan la maquinaria genética del
hospedador para replicar su material genético y ensamblar nuevas particulas fagicas que son
liberadas gracias a la accidn de enzimas del fago. Los fagos temperados, en cambio, pueden ingresar
al ciclo lisogénico, el cual consiste en convertirse en un profago que puede mantenerse en reposo
como un episoma circular o integrarse al cromosoma bacteriano replicandose con el ADN huésped
para ser heredado por toda la progenie. Distintos cambios moleculares, desencadenados
especialmente por condiciones ambientales como la densidad bacteriana o el estrés nutricional,
activan o desactivan la transcripcién de genes cuyos productos se encargan de determinar si el
profago se mantiene en el ciclo lisogénico o entra en el ciclo litico produciendo la lisis de la célula

huésped (12,26-28).

Estos mecanismos han sido ampliamente estudiados. En el caso del bacteriéfago lambda, cuando
multiples copias infectan simultdneamente una misma célula de Escherichia coli, se requiere una
"decision unanime" por parte de todos los fagos para establecer la lisogenia. En el fago phi3T en
Bacillus, se ha identificado un sistema de comunicacidn basado en péptidos: durante la infeccion,
el fago libera una pequefia molécula sefializadora (“arbitrium”), cuya acumulacidn progresiva tras

varios ciclos de infeccidon favorece la entrada al ciclo lisogénico. Por otro lado, en algunos
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micobacteridéfagos, se ha observado que el gen del represor contiene una etiqueta en su extremo
C-terminal que promueve su degradacién antes de la integracién del genoma; una vez insertado,

esta etiqueta se separa y el represor se estabiliza permitiendo mantener la lisogenia (29).

ago se adhiere a la casionalmente, el profago se
_ Elf: dhi I Ocasionalmente, el prof
© © LJ célula huésped e inyecta su separa del cromosoma
Li. ?&\ g o ADN bacteriano y entra en el ciclo litico
I?

O O -
e/ N/ N

@&7 i cicLo o QO CICLO O O

LITICO LISOGENICO
@ Lisis celular, se El ADN del fago se @ La bacteria lisogénica se
liberan los viriones circulariza y entra en un cicle reproduce normalmente
Q 0°
¥\

Elnuevo ADN y las proteinas

del fago se sintetizany EI ADN del fago se integra

- dentro del cromosoma
ensamblan en viriones bacteriano
. C El fago se adhiere a la
= ) ¥ élula huésped e inyect: .
(®) <Q J-. KeDLrjqa uesped e lnyecta su Los pseudo-lisogenos pueden entrar al
s L ciclo litico y convertirse en viriones o
© entrar al ciclo verdaderamente lisogénico
| O)- =
;i"“ /' \ ~
/ AN
i A
o ©
€
r&? + cICLO o O CICLO PSEUDO o O
CRONICO LISOGENICO
Se liberan viriones El ADN del fago se @ Conndiciones ricas en
sin lisis celular circulariza y entra en un ciclo nutrientes

\ /
- i) (oo

nutrientes

e E rfuevo ADN ’;éf:.s proteinas Fago inactive en huésped
el fago se sintetizany hambriento
ensamblan en viriones
@ S Cromosoma
* Fago Eig;ig?ijelula bacteriano . Profago

Created in BioRender.com bio

Figura 3: Diagrama de flujo que muestra las interacciones generales entre fagos y huéspedes: (a) ciclo litico, (b) ciclo
crénico, (c) ciclo lisogénico, (d) ciclo pseudo-lisogénico. Adaptado de Chung et. al, 2023 y realizado en

https://BioRender.com

Una ventaja de esta clasificacion es que no requiere andlisis in silico, ya que puede determinarse en
el momento del aislamiento observando el tipo de placas (halos) que forman en el hospedador
bacteriano sembrado en medio de cultivo sélido. Se describe un tercer tipo de ciclo, el crénico,

similar al lisogénico con la diferencia de que puede secretar los viriones por gemacion en vez de
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causar la lisis de la célula hospedadora, lo que dificulta su deteccién en placas, ya que, si bien
disminuye la tasa de crecimiento de las bacterias, no genera un halo de lisis en la placa. Por ultimo,
se describe un ciclo pseudolisogénico, que representa una variante del ciclo lisogénico en la que el
fago permanece inactivo dentro de la célula hospedadora, sin integrarse al genoma ni replicarse
activamente, lo cual suele ocurrir en condiciones de estrés, como la escasez de nutrientes.

(26,30,31).

Es importante remarcar que, entre las cualidades mds importantes de los fagos temperados de S.
aureus, se encuentra su capacidad de movilizar las islas de patogenicidad de esta bacteria (S. aureus
Pathogenic Islands, SaPlIs), fragmentos cromosémicos de aproximadamente 15kb que se integran

al genoma y codifican factores de virulencia como superantigenos y toxinas (32,33).

Clasificacion morfoldgica

Esta clasificacidn se basa en la observacion directa mediante microscopia electrénica de
transmisién (TEM). De esta forma, los fagos se agrupan en dos grandes tipos: sin cola (pleomérficos,
filamentosos o poliédricos) o con cola. Estos ultimos, pertenecen al orden de los Caudovirus, el cual
incluye a la mayoria de los fagos conocidos y a todos los fagos activos en S. aureus. En este orden
se reconocen tres familias: (i) los Podovirus con colas cortas no contractiles, (ii) los Myovirus con
colas largas y contractiles y, por ultimo, (iii) los Siphovirus con colas largas no contractiles. Existe
una correlacién entre la morfologia y el tamafio de los genomas. Aunque esta clasificacidn es util
para describir fagos, no es valida para su clasificacidon taxondmica, la cual ha sido refinada gracias a

las técnicas de secuenciacion de genomas (26,31).

Clasificacion taxondmica

La clasificacidn taxondmica actual se basa en la homologia de las secuencias nucleotidicas y es
determinada por el Comité Internacional para la Taxonomia de Virus (ICTV). Segun sus criterios, en
un alineamiento de comparacion por pares, dos fagos pertenecen a la misma especie si comparten
al menos el 95% de su genomay, al mismo género si este porcentaje es del 70% (25). En la siguiente

tabla se resumen dichas clasificaciones las cuales exceden los objetivos de esta tesis.

Tabla 1: Taxonomia de bacteriofagos

(0]

Clasificacion Tipo acido Tipo Forma del acido nucleico Morfologia Ciclo de vida
nucleico hebra
DNA ds Lineal Con cola Litico
lisogénico
Kalamavirales DNA ds Lineal Icosaédrico Litico
Autolykiviridae DNA ds Lineal Icosaédrico Litico
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Vinavirales DNA ds Circular Icosaédrico Litico
Matshushitaviridae = DNA ds Circular Icosaédrico Lisogénico
Plasmaviridae DNA ds Circular Esférico/ Lisogénico
pleomorfo

Finnlakeviridae DNA ss Circular Icosaédrico Litico
Hofneiviricota DNA SsS Circular, lineal Filamentoso | Atipico
Phixiviridae DNA ss Lineal Icosaédrico Litico
Vidaverviricetes RNA ds Tri-segmentado Icosaédrico Litico
Leviviricetes RNA ss Lineal Icosaédrico Litico
Picobirnavirus RNA ds Bisegmentado/unisegmentado Esférico Litico

Clasificacion segun supergrupos

Los supergrupos, también llamados clusteres o familias, no forman parte de la taxonomia oficial del
ICTV, pero su utilizan ampliamente para el andlisis funcional y evolutivo. En este esquema genomas
sin alta homologia nucleotidica y, por ende, cercania evolutiva, pueden pertenecer a un mismo
supergrupo si comparten un conjunto de genes, organizacion (sintenia) o vias regulatorias comunes

(26).

Bacteriéfagos activos sobre Staphylococcus aureus

Infeccion de las bacterias blanco

El proceso de infeccidn fagica consta de cinco fases: unién a receptores bacterianos —en primer
momento reversible y luego irreversible-, inyeccién del material genético, replicacion y biosintesis
macromolecular, ensamblaje y lisis. Tres de estas etapas son particularmente relevantes, ya que S.
aureus puede interferir con ellas limitando la accién de los fagos y reduciendo su rango de

hospedador (es decir, el nimero de cepas susceptibles a ser infectadas y eliminadas).

En primer lugar, se encuentra la union de los fagos a la pared celular de S. aureus, una estructura
compleja y dinamica, que en estas bacterias Gram-positivas estd compuesta principalmente por
una capa gruesa de peptidoglicano (20-40 nm de espesor), formado por cadenas de disacaridos (N-
acetilglucosamina [GIcNAc] y acido N-acetilmuramico [MurNAc]) unidas por puentes peptidicos de
pentaglicina que conectan residuos especificos entre péptidos. Esta red altamente entrecruzada
confiere rigidez y proteccidn mecdnica, actuando como barrera contra el estrés osmoético y
componentes antimicrobianos (Fig. 4). Es importante sefalar que los péptidos precursores del
peptidoglicano consisten en L-alanina, D-isoglutamina, L-lisina con una pentaglicina unida al grupo
amino épsilon y una D-alanina-D-alanina terminal cuya sintesis es blanco de algunas terapias

antibidticas (34,35).
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Figura 4: Estructura de la envoltura celular de estafilococos.

Integrados en esta matriz se encuentran los acidos teicoicos (WTA) de tipo ribitol, polimeros
anionicos [poly-RboP] unidos covalentemente a residuos de acido N-acetilmuramico mediante
enlaces fosfato de glicerols-N-acetilmanosaminil  (1->4) GIcNAc. Estos acidos teicoicos forman una
matriz superficial esencial para la morfogénesis celular, la adhesién a tejidos y la interaccién con
componentes del sistema inmune. También actian como zonas de anclaje para proteinas de
superficie y receptores de fagos, donde la variabilidad en el grado de entrecruzamiento del
peptidoglicano y la disponibilidad de puentes pentaglicina no unidos podria modular la accesibilidad

de los fagos a sus receptores (33).

Entonces, el primer paso en el proceso de infeccidn es la unién de los fagos a estos receptores de
la pared celular externa de S. aureus, pudiendo ser también el primer motivo de resistencia, ya sea
porque los receptores estén ausentes, bloqueados o no sean capaces de reconocer al fago. Se han
identificado mutaciones en la sintesis de los acidos teicoicos de pared que afectan tanto el polimero
poly-RboP como la cadena de GIcNAc en los mondmeros de ribitol, explicando fendmenos de

resistencia al reconocimiento fagico (36).

En la fase de replicacion y biosintesis, existen tres mecanismos por los cuales se puede perturbar la

infeccién. Uno es la inmunidad a la superinfeccién: un fago integrado en el cromosoma bacteriano
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(profago) produce una proteina (represor) que impide que el mismo active su escision del
cromosoma y se replique llevando a la lisis celular. Este estado, conocido como lisogenia, beneficia
a la bacteria (al adquirir genes fagicos) y al profago (que puede ser movilizado desde el cromosoma
a otras células de S. aureus). El represor producido puede bloquear eficazmente la replicacion de
los fagos entrantes si estan relacionados genéticamente con el profago (37-39). El segundo proceso
consiste en la degradacién del ADN del fago antes de que este pueda replicarse e iniciar el ciclo
litico o lisogénico mediante alguno de los sistemas de restriccién/modificacion (sistemas R-M). Este
sistema permite a las bacterias reconocer secuencias cortas de su ADN modificado por enzimas
metilantes; también, contiene enzimas con accidn endonucleasa que reconocen la misma
secuencia, pero no modificada por metilacidn; es decir, si el ADN es extrafio (fago o pldasmido) la
endonucleasa lo corta iniciando su degradacion. Por ultimo, se encuentran los sistemas CRISPR
(repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente espaciadas) que incorporan de forma
adaptativa segmentos cortos del ADN de los fagos que ya han destruido en el genoma bacteriano
(espaciadores) que luego se expresan y procesan generando crRNAs maduros que forman
complejos con proteinas Cas (enzimas con funcidon endonucleasa) que reconocen y se unen a

secuencias complementarias del ADN del fago invasor y lo cortan para asi neutralizarlo.

La ultima barrera descripta se ubica en el momento de ensamblaje, las islas de patogenicidad de S.
aureus (SaPl) parasitan fagos auxiliares mediante interferencia en su ensamblaje: remodelan
capsides haciéndolas mas pequenas (y por ende especificas para el tamafo de la SaPl), inhiben el
empaquetamiento del ADN fagico mediante proteinas de interferencia (Ppi) y bloquean genes
tardios del fago, propagando asi factores de virulencia sin lisar la célula hospedadora, en un

escenario de co-evolucién constante (33,40).

Caracteristicas gendmicas

Los bacteriéfagos presentan una organizacion gendmica compacta, con escasas y pequefias
regiones intergénicas, lo que da lugar, en el caso de fagos de S. aureus, a una densidad génica alta
gue ronda en promedio los 1,67 genes/kb. Sin embargo, la mayoria de estos genes hipotéticos
tienen funciones desconocidas, y muchos no presentan dominios funcionales reportados (11).
Otra caracteristica de estos fagos es que su contenido de guanina y citosina (%GC) es similar al de

su hospedador de (~ 33%) (7).

Como se menciond anteriormente, los fagos de S. aureus pertenecen al orden de los Caudovirus.
Morfolégicamente, pueden diferenciarse segun la clasificacién propuesta por Ackermann (41) en
tres familias, las cuales tienen intima relacion con su tamafio gendmico y su ciclo de vida. La

mayoria son fagos temperados pertenecientes a la familia de Siphovirus, con cabeza icosaédrica y
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cola no contractil finalizada en una estructura de base de plato, y un tamafio gendmico de
aproximadamente 40 kbp. Los Podovirus tienen genomas mas pequefios (menor a 20 kbp) y colas
cortas, no flexibles ni contractiles, siendo los menos frecuentemente descriptos. En cambio, los
Myovirus presentan colas contractiles y genomas mayores a 125 kb. (42). Dentro de esta ultima
familia se encuentran los denominados fagos “jumbo” cuyos genomas superan las 200 kbp debido

a la presencia de abundantes intrones (43).

Cada familia tiene una organizacién modular caracteristica, donde los genes se agrupan segun
funciones relacionadas (Fig. 5). Estos genes tienden a transferirse juntos durante los eventos de
recombinacidn o transferencia horizontal, lo que refuerza la importancia de estudiar estos
genomas también a nivel modular (44). Existen cuatro médulos comunes a todas las familias: (i)
metabolismo del ADN, (ii) empaquetamiento del ADN y morfogénesis de capside, (iii)
morfogénesis de cola y (iv) lisis. En los Siphovirus, ademas, hay un quinto mdédulo de lisogenia
presente Unicamente en los fagos temperados. Entre dicho médulo y el de lisis suelen localizarse

los factores de virulencia, agrupados formando clusteres

a) Siphovirus
tamafio del genoma: ~ 40kb

Empagquetamiento
Lisogenia  Metabolismo ADM del ADN y capside Cola Lisis

Factores de virulencia

b) Podovirus
tamafio del genoma: < 20kb

unién a ssDNA  polimerasa

c) Myovirus
tamafio del genoma: > 125kb

Elementos estructurales
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Figura 5: Organizacion modular de los genomas de los fagos de estafilococo. Adaptado de Deghorain et. al, 2012.

Dos caracteristicas importantes de los genomas fagicos son: (i) la alta proporcién de genes sin

funcién asignada, que pueden estar dispersos por todo el genoma -como en el caso de los
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Siphovirus- o agrupados en regiones especificas, como en las restantes familias de fagos (Fig. 5 en
color gris); y (ii) la tendencia a maximizar el espacio codificante mediante superposicion de genes.
Estas particularidades abren nuevas posibilidades de investigacion bioinformatica, como la
asignacion de funciones a proteinas hipotéticas o la identificacidn de genes codificantes en

regiones intergénicas, incluidos aquellos que producen péptidos cortos de aun no caracterizados.

Casete de lisogenia

Este mddulo, presente exclusivamente en Siphovirus, es el responsable de la evolucién bacteriana
a corto plazo debido a que permite la integracion en el genoma bacteriano y la transferencia de
factores de virulencia. En S. aureus, destacan: la leucocidina de Panton-Valentine (lukSF-PV), la
toxina exfoliativa A (eta), la proteina anclada a la pared celular (SasX) y el grupo de evasién
inmunitaria (IEC) compuesto por la enterotoxina S (sea), la estafiloquinasa (sak), la proteina
inhibidora de la quimiotaxis (chp) y el inhibidor del complemento estafilocdcico (scn). Ademas,
estos fagos temperados pueden alterar la expresidon de genes del hospedador y protegerlos frente

a infecciones de otros fagos (28,45).

La integracién de los fagos al genoma bacteriano (Fig. 6) se da gracias a enzimas altamente
especificas que catalizan la recombinacién de forma unidireccional en sitios especificos. Estas
proteinas, denominadas integrasas, también participan de la escision del profago para luego
continuar con el ciclo litico, proceso que requiere proteinas accesorias como la excisionasas (Xis) o

los factores de direccionalidad de recombinacion (RDF) (46).

attB
X
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Figura 6: Sitios de integracion y escision de fagos.
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Las integrasas se clasifican, en primera instancia, seguin el aminodcido en sus sitios cataliticos: en
integrasas de tirosina (T-int) o serina (S-int) siendo las primeras las mas frecuentes en fagos (45).
Otra clasificacion, propuesta por Goerke y su equipo (47), agrupa las integrasas en doce grupos
(Salint a Sal2int) segun su polimorfismo génico. Existe una asociacion entre el tipo de integrasa,
los factores de virulencia que introducen y los sitios de integracion, aunque también se han

reportado eventos donde la S-int3 se integra a un sitio de unién ilegitimo.

Una ultima relacidn corresponde a este mdédulo y el de lisis, donde se ha descripto una correlacién
entre los genes que codifican holinas y endolisinas, lo que sugiere un beneficio evolutivo al

intercambiar ambos mddulos en conjunto (36,45).

Metabolismo del ADN

La ubicacidon del mddulo de metabolismo del ADN, asi como su posible subdivision en dos
submaddulos, varia entre familias fagicas (Fig. 6). Los productos génicos presentes en este mddulo
tienen funciones de replicacién y de regulacién del material genético incluyendo enzimas como

ADN polimerasas, primasas, proteinas de union al ADN monocatenario y helicasas (11,48).

Los mecanismos moleculares de la replicacién en fagos (es decir, la duplicacion de su material
genético) han sido ampliamente estudiados y, en muchos casos, sirven como modelos para

comprender procesos equivalentes en organismos mas complejos, como bacterias y eucariotas.

En organismos con genomas de ADN de doble cadena (dsDNA), esta molécula forma una estructura
helicoidal antiparalela, con las bases nitrogenadas orientadas hacia el centro de la hélice. Para que
ocurra la replicacion, es necesario separar las hebras, un proceso catalizado generalmente por
helicasas que consumen ATP. A continuacién, las ADN polimerasas sintetizan nuevas hebras

utilizando las cadenas originales como molde, siempre en direccién 5’ a 3.

Debido a la orientacidn antiparalela, solo una hebra (la hebra lider) puede copiarse de manera
continua. La otra, denominada hebra rezagada, se sintetiza de manera discontinua mediante la

formacién de fragmentos cortos conocidos como fragmentos de Okazaki.

Tanto las helicasas como las polimerasas son componentes centrales del replisoma: un complejo
multi-proteico que coordina el desenrollamiento y la sintesis del ADN. Sin embargo, algunos
estudios han revelado que ciertos fagos pueden replicar su ADN en ausencia de helicasas, lo que

indica la existencia de mecanismos alternativos de replicacion (49,50).

Empaquetamiento del ADN y morfogénesis de cdpside
El proceso de ensamblaje de las capsides en los Caudovirus comienza en el vértice portal mediante

la co-polimerizacién de las proteinas de andamiaje y la proteina principal de la capside, lo que
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conduce a la formacién de los precursores de la misma llamados pro-cdpside. Estas estructuras
estan compuestas por la proteina portal, el nucleo interno de andamiaje y la cubierta externa de
proteina principal de la capsula que rodea a este nucleo. En muchos fagos, existe ademds una
proteina de andamiaje secundaria localizada en el ndcleo interno, que asegura una geometria

adecuada durante la construccién de la capside.

Las pro-capsides de numerosos fagos contienen proteasas de maduracion de la cabeza, activadas
tras el ensamblaje, que degradan parcial o completamente el nucleo interno, liberando los
productos de dicha digestion para dar lugar al ADN gendmico. En otros casos, este nucleo proteico
no se degrada y la proteina de andamiaje es expulsada intacta de la cdpsula durante el
empaqguetado del ADN, probablemente empujada por el ADN entrante y saliendo a través de

aberturas en la cubierta de la pro-capside (51,52).

El genoma es empaquetado en la pro-cdpside mediante translocacion activa de ADN a través del
vértice portal, impulsada por la hidrélisis de ATP, en un proceso mediado por el complejo de la
terminasa, formado por dos subunidades: (i) TerL (subunidad larga), con dominios funcionales
ATPasa y nucleasa responsables de la union y translocacién del ADN a la pro-cépside, y (ii) TerS
(subunidad pequefia), encargada de reconocer el sitio de inicio del empaquetamiento y estimular
la actividad ATPasa TerL. Durante este proceso, la pro-capside sufre cambios estructurales para
convertirse en la capsula madura. En muchos casos, los sitios donde comienza y finaliza el proceso

de empaquetamiento se denominan sitios cos y pac respectivamente (53,54).

Sin embargo, no todos los fagos utilizan estas sefiales especificas, ya que existen al menos seis
estrategias diferentes de empaquetamiento del ADN, cada una asociada con tipos particulares de
extremos gendmicos y mecanismos de corte, siendo las cinco restantes: (i) extremos cohesivos (cos
ends), fragmentos de cadena sencilla en 5’ 0 3’ que se pueden reunirse tras la inyeccién del ADN;
(i) repeticiones terminales directas circularmente permutadas donde el empaquetamiento es en
serie; (iii) repeticiones terminales exactas (cortas o largas); (iv) secuencias terminales derivadas del
ADN del hospedador; (v) proteinas unidas covalentemente a los extremos del ADN (54). La
naturaleza de la subunidad TerL y sus dominios funcionales permite predecir el tipo de estrategia
de empaquetamiento que es empleada por cada fago, remarcando la importancia de los andlisis

bioinformaticos (55).

Durante la etapa final de maduracion, las cdpsulas de muchos fagos adhieren proteinas de
estabilizacion y/o decoracidén en su superficie externa. Finalmente, tras el empaquetamiento del
genoma, el motor de translocacion de ADN se disocia del vértice portal y se adhieren las proteinas

de finalizacién de la cépside, sellando la puerta del portal y proporcionando un nucleo para el
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ensamblaje de la cola, en los podofagos, o una plataforma para la unién de la cola pre-ensamblada

en los sipho- y myofagos (51,52).

Morfogénesis de cola

La cola de los fagos es especialmente importante ya que permite reconocer al hospedador, penetrar
su barrera celular y transportar el ADN al citoplasma. La unién de los fagos a las moléculas de la
superficie celular de las bacterias formada por acidos teicoicos (WTA), marca el inicio del ciclo de
infeccidn siendo un proceso extremadamente especifico mediado por las proteinas de unién a los

receptores (RBPs), proteinas ubicadas en el extremo mas distal de la cola.

No todos los receptores presentes en la superficie de las bacterias son candidatos para unirse a los
fagos, deben ser: estructuralmente estables (para permitir la adaptacion evolutiva del fago a los
distintos cambios en la apariencia del receptor), fisicamente accesibles y estar presentes en
cantidades suficientes para que se pueda producir el contacto entre la RBP y el receptor con alta
frecuencia. En el caso de S. aureus, todas estas caracteristicas las ofrecen los acidos teicoicos de la
pared celular. La especificidad entre distintas variantes de los acidos teicoicos y RBPs modela la
transferencia de distintos factores de virulencia y mecanismos de adaptacién de las bacterias que,

en ultima instancia, diferencian los distintos clones bacterianos (45).

Las principales proteinas que componen este casete se muestran en la figura 7. Existen diferencias
en las proteinas que podemos hallar en las tres familias que le otorgan la morfologia caracteristica
a cada una de ellas. En el caso de los Siphovirus, las proteinas de vaina de la cola que brindan la
capacidad contractil a los Myovirus estan ausentes. Los Podovirus, si bien tienen una organizacion
similar a estas dos familias a pesar de tener un tamafio menor, muestran distintas proteinas debido
a que el ensamble de la cola a la capside se realiza por una via distinta a las otras familias (52). Las
caracteristicas particulares de cada clase determinan también el mecanismo de unién al
hospedador (56). En concordancia con esto, los fagos liticos son los reportados como de mayor

rango de hospedador, actividad anti-biofilm y mayor efectividad para combatir las infecciones (36).

La complementariedad entre RBPs y los receptores bacterianos determina el rango de hospedador
de los fagos; por lo tanto, su estudio es fundamental al planificar estrategias de uso de fagos en
terapias contra cepas resistentes a antimicrobianos. Dependiendo del caso, pueden disenarse
estrategias con fagos polivalentes —fagos capaces de infectar dos o mas géneros bacterianos-, con
aplicaciéon en el caso de las co-infecciones, o utilizar fagos monovalentes, especificos para un solo

género (31,57).
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Figura 7: Representacion esquemdtica de fagos Myovirides

Casete de lisis

El casete de lisis es el responsable de |la destruccion de la integridad de la envoltura del hospedador
por los fagos y la liberacion de los nuevos viriones. Se caracteriza por dos tipos de proteinas que se
encuentran en genes cercanos: holinas y endolisinas. Las primeras, son las encargadas de formar
un poro en la membrana celular permitiendo que el peptidoglicano este accesible para las segundas

(57,58).

Las endolisinas son una clase de enzimas pertenecientes a las lisinas, encargadas de unirse
especificamente al peptidoglicano de la pared celular de la bacteria huésped comprometiendo su
integridad y causando la lisis osmética de la célula con el fin de liberar la progenie de fagos. Aunque,
su funcién natural es desde el interior de la célula, también pueden realizar la lisis de afuera hacia
adentro en bacterias Gram positivas, lo que, sumado a su especificidad a nivel del género, especie
y/o cepa las convierte en candidatos prometedores para su uso como nuevos antimicrobianos. Por
consiguiente, su andlisis mediante herramientas bioinformaticas resulta imprescindible a la hora de

comparar endolisinas o combinar sus dominios (58,59).

El sistema holina-endolisina permite la lisis bacteriana mediante una coordinaciéon temporal y
precisa luego de la replicacién viral. Las holinas se acumulan como depésitos citoplasmaticos hasta
alcanzar un umbral critico, momento en que se insertan en la membrana citoplasmatica

produciendo poros y la disipacién de potencial de membrana permitiendo el pasaje de las
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endolisinas desde el citoplasma a la cara interna de la pared celular. Estas endolisinas alcanzan al
peptidoglicano e hidrolizan enlaces especificos del mismo, debilitando la pared y provocando la

explosién celular por presiéon osmatica interna (60) (Fig. 8).
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Figura 8: Representacion esquemadtica del sistema litico holina-endolisina

La clasificacién de endolisinas se realiza en base a su arquitectura de dominios: tipicamente poseen
un dominio de reconocimiento y unién a la célula (CBD, por su traduccién del inglés de Cell Binding
Domain) -que confiere alta especificidad a nivel de género e inclusive de especie- y uno o mas
dominios cataliticos (EAD, enzymatically active domain) responsable de la lisis celular mediante su
accién sobre los diversos enlaces quimicos del peptidoglicano (61,62). Estos dominios se separan

por un conector flexible compuesto por aminoacidos con carga y polares (63).

Se ha observado una correlacidn entre los CBDs y los EADs que lleva a suponer que existe una co-
evolucidn de los mismos maximizando la eficiencia litica (64). Hasta el momento, las endolisinas de
fagos activos en S. aureus se clasifican en seis grupos distintos dependiendo de los dominios

funcionales que poseen (Tabla 2) (65).
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Tabla 2: Clasificacion de endolisinas de Staphylococcus aureus basada en la composicion de dominios funcionales

Grupo Dominios funcionales Dominios Pfam

Tipo_lI EAD (CHAP) — CBD (sin homologia 1) PF05257

Tipo_ll EAD (CHAP) — CBD (SH3) PF05257 — PFO8460

Tipo_lll EAD (CHAP — amidasa2) — CBD (SH3) PF05257 — PF01510 — PF08460
Tipo_IV EAD (CHAP — amidasa3) — CBD (SH3) PF05257 — PF01520 — PF08460
Tipo_V EAD (CHAP — amidasa3) — CBD (sin homologia2) PF05257 — PF01520

Tipo_VI EAD (peptidasa_M23, amidasa2) — CBD (SH3) PF01551 — PFO1510 — PF08460

Estado del Arte: analisis bioinformaticos de fagos

Aumento masivo de secuencias de fagos

En los ultimos afos, el desarrollo de tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS) ha
revolucionado la capacidad para secuenciar genomas completos de manera rapida y econédmica
permitiendo a los investigadores identificar y caracterizar una vasta cantidad de fagos vy
proporcionar informacién crucial sobre su diversidad genética, estructura gendmica y funciones
bioldgicas. Gracias a esto y a nuevas herramientas para detectar profagos en genomas bacterianos,
se ha producido un notable incremento en la disponibilidad de secuencias genémicas de fagos en
bases de datos publicas. GenBank (66), PhageDB (https://phagesdb.org/) y otras plataformas
especializadas contienen actualmente miles de secuencias de fagos, proporcionando una valiosa

fuente de informacién para el analisis y disefio de nuevas terapias fagicas (29).

Este crecimiento de datos ha hecho que los anadlisis bioinformaticos sean cada vez mas
imprescindibles. La bioinformatica, entendiéndola como la disciplina que busca soluciones a
problemas biolégicos mediante el uso de tecnologias computacionales, permite gestionar, analizar
e interpretar grandes volimenes de datos, facilitando la identificacion de genes clave, la

comparacion de secuencias y el estudio de las interacciones fago-hospedador.

Por otra parte, dado que los fagos liticos no solo son menos frecuentes sino también presentan
genomas de mayor tamafio que los temperados (>= 150 kb. vs. 50 kb.), una estrategia explorada
consiste en eliminar las regiones que codifican los genes para la lisogenia en los fagos temperados,
transformandolos en fagos liticos. Este desafio de detectar regiones prescindibles del fago puede

ser abordado convenientemente gracias a la bioinformatica.

Adicionalmente, la disponibilidad masiva de secuencias fagicas ha abierto nuevas posibilidades en
el campo de la biologia sintética, permitiendo el disefio racional de fagos modificados con

propiedades mejoradas para aplicaciones industriales o terapéuticas. A partir del conocimiento
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detallado del repertorio genético, es posible identificar y ensamblar médulos funcionales -como
genes de lisis, adhesinas o inhibidores de mecanismos de defensa bacteriana- para producir fagos
sintéticos personalizados contra cepas especificas de S. aureus (67,68). La ingenieria de fagos
representa un enfoque prometedor para superar las limitaciones de los fagos naturales y optimizar

su eficacia y seguridad en aplicaciones clinicas (69).

Andlisis bioinformdaticos para fagos

El crecimiento exponencial del nimero de genomas fagicos disponibles en bases de datos publicas
ha transformado el estudio de bacteriéfagos en un campo fuertemente impulsado por la
bioinformatica. Previamente al auge de las tecnologias de secuenciacion masiva y los enfoques
computacionales, la mayoria de los métodos descriptivos y de clasificacion que se utilizaban se
basaban en resultados obtenidos mediante la reaccién de la cadena polimerasa (PCR) o en

caracteristicas morfoldgicas determinadas por microscopia electrénica.

En lo ultimos afos, se ha observado un avance significativo en el desarrollo y la democratizacion de
técnicas de machine learning lo que ha ampliado el acceso a andlisis computacionales complejos
sin requerir necesariamente conocimientos avanzados de programacién. No obstante, en el estudio
de fagos persisten metodologias fundamentales resultan indispensables y que son susceptibles de
ser automatizadas en pipelines integrales, tales como la anotaciéon gendmica, la descripcién de

caracteristicas basicas y la clasificacion de proteinas claves como integrasas y endolisinas.

Si bien los enfoques comparativos clasicos basados en alineamientos gendmicos completos y redes
de similitud proteica han demostrado ser robustos, su aplicacién se vuelve cada vez mas costosa y
dificil de escalar a medida que aumenta la cantidad de genomas disponibles. En este contexto,
enfoques alternativos basados en la arquitectura funcional de los genomas, el analisis modular y el
uso de técnicas de aprendizaje automatico emergen como herramientas prometedoras para la

clasificacidn, caracterizacion y prediccion funcional de nuevos fagos.

Andlisis de Secuencias Genomicas

Una vez aislado, secuenciado y ensamblado el fago de interés el primer paso para su caracterizacion
es la anotacion de su genoma. Este proceso comprende la prediccion de los marcos abiertos de
lectura (ORFs por Open Reading Frames) -anotacién estructural- y la asignacidon de su funcion
hipotética, -anotacién funcional-, asi como la prediccidon de ARN, promotores y terminadores (70).
La anotacion puede realizarse de forma automatica y/o manual. Hasta el momento, la anotacion
manual sigue siendo indispensable, dado que los métodos automaticos, pese a que los algoritmos
han evolucionado radicalmente en los Ultimos afos, aun presentan falsos positivos o negativos que

deben corregirse. Para estas tareas se utilizan herramientas como Artemis (71) para facilitar la
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visualizacidn de los genomas; BLAST (72), para comparar secuencias gendmicas de fagos con bases
de datos existentes facilitando la identificacion de genes y regiones funcionales; e InterPro (73),
gue integra distintos recursos en un solo sitio para la clasificacién de proteinas en familias y para

predecir los dominios y motivos funcionales.

Tradicionalmente, las anotaciones automaticas se realizaron utilizando herramientas
bioinformaticas disefiadas para genomas bacterianos, como GeneMark (74,75), Glimmer (76) y
Prodigal (77), causando una baja performance en la identificacién presuntiva de los genes y una
pobre anotacién de las funciones de los mismos pese a haber lanzado en la ultima década versiones
adaptadas a genomas fagicos. Otros programas, como DNA Master (78), PHAST (79) y PROKKA (80),
integran uno o varios de estos predictores en sus flujos de trabajo, pero comparten el mismo
enfoque de homologia a genes bacterianos. Es importante sefialar que la automatizacion de las
anotaciones en procariotas es posible gracias a la co-linealidad del ADN que —salvo pocas
excepciones- permite que los transcriptos de ARN sean un espejo de la secuencia de ADN del que

fueron transcriptos.

En 2019 se lanzé PHANOTATE (81), que introdujo un nuevo algoritmo disefiado exclusivamente para
fagos mejorando asi las predicciones. A diferencia de otros programas, PHANOTATE no requiere
entrenamiento previo con genes conservados ni perfiles de homologia, lo que lo convierte en una
herramienta libre de referencias. Esto es especialmente util en fagos, cuyos genes suelen mostrar

baja similitud con secuencias conocidas.

En sus evaluaciones, PHANOTATE fue comparado con otras herramientas ampliamente utilizadas
como GeneMarks, Glimmer y Prodigal. En un andlisis realizado sobre mas de 2.000 genomas de
fagos completos disponibles en GenBank, PHANOTATE mostrd un alto grado de coincidencia con
los genes anotados por estas herramientas (alrededor del 82%). También fue capaz de predecir
aproximadamente un 6% mas de ORFs que los otros programas. Muchos de estos ORFs adicionales
mostraron evidencia de funcionalidad, ya sea por su similitud con proteinas conocidas en bases de
datos o por su presencia recurrente en estudios metagendmicos. Ademas, estd disponible como
software de cddigo abierto, facil de instalar, y permite exportar resultados en diversos formatos

estandar como GenBank, GFF o FASTA, lo cual facilita su integracion con otros flujos de trabajo.

Para finalizar esta etapa, distintas métricas descriptivas son utilizadas para la caracterizacién de
nuevos genomas de fagos como por ejemplo el contenido de guanina y citosina y la cantidad de

secuencias codificantes (CDs).

Se estima que entre el 60% y el 95% de las secuencias virales carecen de una funcién asignada,

constituyendo la “materia negra” viral. Su estudio podria revelar nuevas proteinas con potencial
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anti-bacteriano (82). Dentro de este conjunto destacan los péptidos cortos —secuencias de menos
de 50 aminodacidos-, las cuales han cobrado relevancia en los ultimos afios por su capacidad para
modular el ciclo de vida del fago, la expresién génica bacteriana y ejercer funciones regulatorias e
incluso terapéuticas (83-85). Actualmente, gracias a los avances en inteligencia artificial (IA),
especificamente en redes neuronales profundas y todo lo necesario para su funcionamiento, este

tdpico esta siendo abordado mediante Modelos de Lenguaje Grande (LLMs) (86)

Andlisis filogenéticos y evolutivos
Los analisis filogenéticos son esenciales para estudiar las relaciones evolutivas entre diferentes
fagos y sus hospedadores. En fagos temperados, una misma bacteria puede contener varios

profagos, favoreciendo la adquisicidon de factores de adaptacion (45).

Programas como MEGA (87) y RAXML (88) permiten construir arboles filogenéticos basados en
secuencias completas, proporcionando informacion sobre la evolucion y diversificacion de los
fagos. Estos estudios son cruciales para identificar patrones de co-evolucidn y adaptacién entre

fagos y bacterias, favoreciendo el disefio de terapias fagicas mads efectivas.

Hasta el momento se utilizaron diferentes enfoques para clasificar a los fagos, no solo a través de
las distancias en arboles filogenéticos de los genomas completos sino bajo el estudio de mddulos o
proteinas especificas. Por ejemplo, se estudiaron los genes del empaquetamiento de ADN y los de
cola mediante la caracterizacion de los sitios cos y pac. También, se ha estudiado la relacién de
polimorfismos de genes de distintos mddulos como los que codifican las integrasas, holinas,
endolisinas, represores y factores de virulencia con el fin de mejorar la clasificacién y comprension

de la diversidad fagica (45,47,89).

Estudios recientes han enfatizado el rol emergente de la terapia fagica frente a infecciones causadas
por bacterias multirresistentes y han examinado su seguridad, eficacia, y barreras regulatorias en
contextos clinicos actuales. Por ejemplo, Subramanian (17) discute estrategias de formulacion,
sinergias con antibidticos y desafios de implementacién clinica de fagos como agentes terapéuticos
frente a patdgenos resistentes. Ademas, revisiones contempordneas destacan que, a pesar de los
avances, la evidencia clinica sigue siendo limitada, lo cual subraya la importancia de enfoques
integrativos que combinen herramientas bioinformaticas y biologia fagica para avanzar hacia

aplicaciones seguras y eficaces (14,90,91).

Hipdtesis de trabajo
Se plantea como hipdtesis que el proceso de anotacion, caracterizacidn y analisis bioinformatico de

genomas de bacteriéfagos puede automatizarse mediante la integracién de herramientas
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bioinformaticas y algoritmos especificos dentro de un pipeline computacional. Dicha
automatizacidon permitiria obtener resultados comparables a los alcanzados mediante andlisis
manuales, reduciendo significativamente el tiempo de procesamiento, minimizando la intervencién

del operador y favoreciendo la estandarizacion y reproducibilidad de los analisis.
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Objetivo General

Staphylococcus aureus es un patdgeno prioritario a nivel global por su creciente resistencia a
antibidticos convencionales, lo que ha renovado el interés en los bacteriéfagos como alternativas

terapéuticas y herramientas biotecnoldgicas.

En este contexto, el objetivo general de esta tesis es automatizar e implementar nuevas estrategias
para la anotacién, caracterizacién y analisis evolutivos de los genomas de fagos activos sobre S. aureus
aislados en el Laboratorio de Microbiologia Molecular (Fac. de Cs. Médicas, UNR) donde, desde hace
mads de una década, se trabaja con fagos liticos y temperados. Este abordaje busca identificar regiones
gendmicas susceptibles de modificacion o reemplazo para el desarrollo de biosensores y/o para

incrementar el rango de hospedador.

Objetivos especificos

a) Desarrollar herramientas bioinformaticas para el laboratorio que permitan la anotacion
gendmica de los fagos secuenciados, su clasificacion y agrupamiento.

b) Identificar genes no esenciales para la replicacion de fagos temperados (tales como médulos
de lisogenia) y genes no deseables (codificantes) para su eliminaciéon en la construccion
sintética de biosensores.

c) Realizar la busqueda in silico en nuestros fagos de homadlogos a RBP reportadas, tanto para
fagos de la familia Siphovirus, Myovirus como Podovirus. Analizar variaciones de secuencia y
presencia de dominios y correlacionar estos datos con los de rango de hospedador de dichos

fagos.
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Métodos computacionales

En este apartado se describen las herramientas y enfoques computacionales empleados en la
anotacién y caracterizacion de genomas fagicos, asi como las técnicas de aprendizaje automatico

(Machine Learning, ML) utilizadas para su clasificacion.

Bases de datos bioldgicas

Las bases de datos bioldgicas son repositorios organizados que almacenan, gestionan y permiten el
acceso a informacion relacionada con las ciencias de la vida, como secuencias nucleotidicas,
secuencias y estructuras de proteinas, metadatos experimentales y literatura cientifica relacionada.
Estas bases de datos pueden ser locales, alojadas en los servidores de una institucion, o remotas,

accesibles en la nube a través de plataformas mantenidas por organizaciones internacionales.

Existen bases de datos especializadas por dominio taxondmico -como reino, género o especie- asi
como bases de datos generalistas que abarcan una gran variedad de organismos. La eleccién de una
base de datos depende del tipo de informacidon requerida, pero también de factores como su
frecuencia de actualizacidn, la calidad de los datos y el respaldo institucional. Idealmente, se priorizan
aquellas mantenidas por entidades de prestigio como el National Center for Biotechnology

Information (NCBI) (92) y el European Bioinformatics Institute (EBI) (93).

En el estudio de bacteriéfagos, la calidad y curacidn de las bases de datos resulta particularmente
critica debido a la alta proporcién de proteinas hipotéticas y a la naturaleza “en mosaico” de sus

genomas.
Entre las bases de datos mas relevantes destacan:

e GenBank (NCBI): una de las bases de datos mds utilizadas y completas para secuencias
nucleotidicas. Contiene datos de secuencias de genes, genomas completos, elementos
regulatorios y anotaciones asociadas. GenBank (66) es parte del consorcio International

Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC, http://www.insdc.org) (94), lo que

garantiza interoperabilidad con otras bases como el European Nucleotide Archive (ENA,
https://www.ebi.ac.uk/ena/) y el DNA DataBank of Japan (DDBJ,

https://www.ddbj.nig.ac.ip/).

e InterPro (EBI): una base de datos que integra informacion de multiples fuentes para identificar
dominios, familias y sitios funcionales en proteinas. Utiliza modelos de alineamiento y perfiles

de secuencia para ofrecer anotaciones funcionales precisas y estandarizadas (73).


http://www.insdc.org/
https://www.ddbj.nig.ac.jp/
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e Protein Data Bank (PDB): base de datos central para el almacenamiento y consulta de
estructuras tridimensionales de proteinas, acidos nucleicos y complejos macromoleculares.
Incluye datos experimentales obtenidos por cristalografia de rayos X, RMN y microscopia

electronica, siendo esencial para estudios estructurales y de disefio de farmacos (95,96).

Alineamiento de secuencias

Los métodos de alineamiento de secuencias se basan en algoritmos disefados para comparar
secuencias de ADN, ARN o proteinas con el objeto de identificar similitudes que indiquen relaciones
evolutivas, funcionales o estructurales. Estos andlisis consideran eventos como mutaciones,
inserciones, deleciones y reordenamientos bajo ciertos modelos de penalizacion y puntuacién. Son
herramientas fundamentales en los estudios bioldgicos in silico, ya que constituyen la base para otros
enfoques analiticos como los analisis filogenéticos, la identificacion de dominios y la deteccion de

motivos conservados (97).

Existen distintos modelos matematicos para realizar alineamientos, entre los que se destacan el
alineamiento global, que compara secuencias en toda su extension (por ejemplo, con el algoritmo de
Needleman-Wunsch), y el alineamiento local, que identifica regiones de alta similitud dentro de
secuencias mas extensas (como el algoritmo de Smith-Waterman). De acuerdo al nimero de
secuencias a alinear, estos métodos se clasifican en alineamientos por pares o multiples (MSA) que
permiten comparar dos secuencias o varias secuencias en simultaneo, respectivamente, revelando

patrones de conservacion evolutiva o funcional (98,99).

Dado que los algoritmos exactos, como Needleman-Wunsch y Smith-Waterman, son
computacionalmente costosos, especialmente en el contexto de grandes bases de datos, se han
desarrollado métodos heuristicos que permiten realizar alineamientos de forma mucho mas rapida,
aunque con una leve pérdida de precision. Estos métodos no exploran todas las posibles soluciones,
sino que utilizan estrategias aproximadas para encontrar alineamientos éptimos o cercanos al 6ptimo
en tiempos razonables. Herramientas como BLAST y FASTA son ejemplos cldsicos de enfoques
heuristicos ampliamente utilizados en bioinformatica para busquedas rdpidas y eficientes en grandes

conjuntos de secuencias (100).

Entre las herramientas mas utilizadas se encuentran BLAST (para alineamientos locales rapidos),
Clustal Omega y MUSCLE (para alineamientos multiples), y MAFFT, que ofrece una alta precisién en el
alineamiento de grandes conjuntos de secuencias. Para aplicaciones estructurales, herramientas
como T-Coffee y HHPred permiten integrar datos funcionales y estructurales en los alineamientos

(97,101,102).
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ClustalW implementa una estrategia de alineamiento progresivo basada en un arbol guia,
incorporando esquemas de ponderaciéon de secuencias y matrices de sustitucidn especificas para
proteinas, lo que lo hace especialmente adecuado para conjuntos de secuencias con niveles
moderados a altos de homologia. Ademas, ha sido extensamente utilizado en estudios filogenéticos y
comparativos, lo que facilita la comparacidn con trabajos previos y garantiza resultados robustos y
reproducibles. MAFFT suele ofrecer un mejor rendimiento computacional y mayor precisidén en
conjuntos de secuencias grandes o altamente divergentes, sin embargo, su implementacién no pudo
ser ejecutada en el entorno de R utilizado en este trabajo debido a limitaciones de compatibilidad y

dependencias del sistema.

Anotacion gendmica

La anotacion gendmica es el paso posterior al ensamblado del genoma y consiste en interpretar
biolégicamente la secuencia obtenida. Este proceso incluye la prediccién de genes, la localizacidn de
regiones codificantes (CDS), y la asignacidén de funciones probables a través del reconocimiento de

dominios funcionales, motivos conservados y similitudes con secuencias previamente caracterizadas.

La prediccion de genes se llevd a cabo utilizando PHANOTATE (81), que introduce un enfoque
innovador para la anotacidn de genes en genomas fagicos, basado en una representacién del genoma
como un grafo dirigido y ponderado. Resumidamente, en esta estructura los nodos corresponden a
inicios y terminaciones de coddn, mientras que las aristas representan posibles marcos abiertos de
lectura (ORFs), asi como los solapamientos y espacios que pueden ocurrir entre ellos. A cada tipo de
arista se le asigna un peso o penalizacidn, que refleja su plausibilidad bioldgica. Estos pesos se calculan
considerando factores como la longitud del ORF, la probabilidad de que no aparezca un coddén de

parada (“stop codon”) en esa regién y la penalizacién adicional si el ORF implica un cambio de hebra.

El modelo de puntuacion utilizado por PHANOTATE tiene en cuenta diferentes elementos. Para los
OREFs, se calcula una probabilidad de no encontrar un codén de parada en la secuencia, que se basa
en la frecuencia observada de los codones en el genoma analizado. Este valor se ajusta ademas
mediante un analisis del contenido de GC en los tres marcos de lectura, lo que permite detectar cual
de los marcos es mas probable que sea funcional. En el caso de las regiones sin codificacion entre
ORFs, la penalizacion depende de su longitud y de si ocurre un cambio de hebra. Para los
solapamientos (“overlaps”), se calcula un valor combinado que incluye la media de los pesos de los

ORFs implicados y una penalizacion adicional si hay cambio de hebra.

Una vez construida esta representacion del genoma como grafo, PHANOTATE aplica el algoritmo de
Bellman-Ford, que permite encontrar el camino con la menor suma total de penalizaciones a lo largo

del genoma. El resultado es un conjunto éptimo de ORFs que maximiza la probabilidad de representar
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genes reales en el genoma, aun en casos donde estos se solapan o estdn anidados, como es comun en
fagos. La asignacion de funciones hipotéticas se realizé mediante la busqueda de dominios Pfam (103)
en la base de datos de InterProScan y la anotacidn segun el consenso tal como se explica en el apartado

Descarga y procesamiento de archivos asociados.

La prediccién de ARNt (Acidos Ribonucleicos de transferencia) se llevé a cabo mediante el programa
tRNAscan-SE (104) (versidn 2.0.9), programa que emplea modelos de covarianza para capturar la
informacién de las secuencias primarias y las estructuras secundarias en los datos de entrenamiento

para luego encontrar los ARNt en las secuencias consulta.

Técnicas de Machine Learning

Las técnicas de aprendizaje automatico empleadas en este trabajo corresponden a enfoques
supervisados, en los cuales los modelos son entrenados a partir de datos previamente etiquetados.
Estas metodologias permiten identificar patrones complejos en datos biolégicos de alta

dimensionalidad, como secuencias de proteinas o perfiles funcionales gendmicos.

Clasificacion a través de SVM

El clasificador de Mdaquinas de Vectores de Soporte (SVM, por sus siglas en inglés) es un método de
aprendizaje supervisado utilizado principalmente para problemas de clasificacién y regresion. La idea
central de un SVM es encontrar el hiperplano que mejor separa las clases en un espacio de
caracteristicas, maximizando el margen entre las clases mas cercanas (vectores de soporte) y el
hiperplano. Se habla de aprendizaje supervisado cuando un modelo es entrenado utilizando un

conjunto de datos etiquetados.

Cuando se trabaja con secuencias de aminoacidos, el principal desafio es que los SVM tradicionales
requieren vectores numeéricos como entradas, pero las secuencias bioldgicas son cadenas de
caracteres. Aqui es donde entra en juego el paquete “kebabs”, que esta disefiado para manejar
secuencias bioldgicas como datos de entrada en un SVM. Este paquete permite representar
secuencias de aminodacidos utilizando kernels especificos para secuencias. Un kernel es una funcién
gue mide la similitud entre dos secuencias, permitiendo asi que el SVM opere en el espacio de
caracteristicas implicito sin necesidad de convertir directamente las secuencias en vectores de
caracteristicas. En este trabajo, uno de los kernels utilizados para el clasificador de endolisinas, fue el
Gappy Pair Kernel que considera pares de k-mers con un cierto nimero de posiciones intermedias

(gaps) entre ellos.

Una vez entrenado el modelo, se pueden clasificar nuevas secuencias de aminoacidos utilizando el

modelo SVM entrenado. El modelo calculara la similitud entre las nuevas secuencias y las secuencias
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de entrenamiento a través del kernel, y luego determinard en qué lado del hiperplano se encuentran

las secuencias nuevas para hacer la prediccién de clase.

Clasificacion a través de kNN

El clasificador k-Nearest Neighbors (kNN) es un método de aprendizaje supervisado no paramétrico
gue asigna una clase a una observacién desconocida en funcién de las clases de sus k vecinos mas
cercanos en el espacio de caracteristicas. La similitud entre observaciones se define mediante una
métrica de distancia, de modo que una nueva instancia se clasifica segun la clase mayoritaria entre
sus vecinos mas proximos. Debido a su simplicidad conceptual y a que no requiere un entrenamiento
explicito del modelo, kNN resulta especialmente adecuado para conjuntos de datos de tamafio
moderado y con relaciones no lineales, como ocurre en problemas de clasificacién bioldgica basados
en medidas de similitud entre secuencias. Este método fue utilizado de manera exploratoria como

referencia comparativa frente a enfoques mas complejos.

Random Forest (drboles de decision)

Random Forest es un método de aprendizaje supervisado basado en conjuntos de arboles de decision
ampliamente utilizado tanto para problemas de clasificacion como de regresion. El algoritmo
construye un gran nimero de arboles de decision de manera independiente, utilizando diferentes

subconjuntos aleatorios de los datos de entrenamiento y de las variables predictoras.

Durante el entrenamiento, cada drbol se genera a partir de una muestra aleatoria del conjunto de
datos y en cada nodo de division se considera solo un subconjunto aleatorio de variables. Esta
estrategia introduce diversidad entre los arboles y reduce el sobreajuste caracteristico de los modelos
basados en un Unico arbol de decisidn. La prediccidn final del modelo se obtiene mediante un esquema

de votacién mayoritaria entre los drboles individuales.

Una ventaja central de Random Forest es su robustez frente a datos ruidosos y de alta
dimensionalidad, asi como su capacidad para manejar conjuntos de datos desbalanceados cuando se
incorporan pesos de clase. Ademas, el método permite estimar de manera interna el desempefio
predictivo mediante el error out-of-bag (OOB), sin necesidad de un conjunto de validacion

independiente.

Otro aspecto relevante es la posibilidad de evaluar la importancia relativa de las variables,
comunmente estimada a través de métricas como el Mean Decrease in Accuracy y el Mean Decrease
in Gini. Estas medidas permiten identificar qué caracteristicas contribuyen de manera mas significativa
a la capacidad predictiva del modelo, proporcionando una interpretacion biolégica adicional en

estudios gendmicos.
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Debido a estas propiedades, Random Forest resulta especialmente adecuado para el analisis de datos
gendmicos complejos, donde las relaciones entre variables pueden ser no lineales y altamente
interdependientes. Este método fue empleado para la clasificacidon de fagos en subclusters a partir de

matrices binarias de presencia/ausencia de dominios funcionales.

Coleccidén de datos

Los datos para la realizacion de esta tesis provinieron tanto de secuencias gendmicas propias como de

aquellas alojadas en bases de datos publicas y su informacidon asociada.

Bacteriéfagos secuenciados en el laboratorio

Se utilizaron 14 secuencias de genomas de bacteriéfagos temperados activos contra S. aureus aislados
por miembros del Laboratorio de Microbiologia Molecular. El método de aislamiento para todos los
fagos fue mediante la induccidon con mitomicina C de cepas de S. aureus provenientes de muestras
humanas y veterinarias, de distintos lugares de nuestro pais, (ver Tabla 3) segin la metodologia
descripta en “Bioinformatic Analysis of a set of 14 temperate bacteriophages isolated from

Staphylococcus aureus strains highlights their massive genetic diversity”(105).

Tabla 3: Origen de los aislados

Bacteriofago Fuente N° de fagos obtenidos / N° Método de Ubicacién

de muestras analizadas aislamiento geografica
277g, 287, 308, Aislados humanos de @ 37/75 Induccién con @ La Plata, Bs.As.,
320, 321c, 690, manos de portadores mitomicina C Argentina

713, 760, 775, sanos (carniceros)

832

173 Aislados de vacas con | 4/23 Rafaela, Santa
mastitis Fe, Argentina

Mh1, Mh_4, Aislados clinicos = 10/18 Rosario, Santa

Mh15 (hemocultivos, Fe, Argentina

muestras blandas de

infecciones tisulares

Las secuencias fueron secuenciadas en INDEAR (Instituto de Agrobiotecnologia de Rosario) mediante
un equipo Hiseq/Illumina y ensamblados en el mismo lugar utilizando el pipeline A5 (106). El extremo
izquierdo de los mismos fue establecido en el gen que codifica la integrasa con el fin de permitir

comparaciones colineales entre genomas.
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Los genomas fueron renombrados segun las directrices de nomenclatura propuestas por Kropinski et
al. (107) luego de analizar el tamafio gendmico a través de electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE) y de confirmar la existencia del gen de la integrasa en los mismos. Asi, los nombres fueron

armados como “vB_SauS_x" donde x es el nombre original del bacteriéfago.

Estas secuencias ensambladas previamente por otros miembros del laboratorio fueron los materiales

de inicio para este trabajo.

Creacién de base de datos local de bacteridfagos de Staphylococcus spp.

Extraccion, transformacion y limpieza de datos

Se cred una base de datos local con las secuencias de bacteriéfagos aislados en Staphylococcus spp.
disponibles en NCBI en la coleccién de nucleétidos y los metadatos de las mismas (Fecha de
actualizacion: 26/02/2025). En primer lugar, se realizé la busqueda por términos para recuperar todos
los elementos que fuesen bacteriéfagos de Staphylococcus spp. y correspondan a la especie virus
evitando asi todas las secuencias de bacterias. El término de busqueda fue formulado de forma tal

gue permita la devolucién del mayor nimero de secuencias completas posibles:

Search_term = '(Staphylococcus[Organism] OR Staphylococcus[Title]) AND
phage[All Fields] AND (complete genome [All Fields] OR complete sequence
[All Fields]) AND viruses[filter]"

Es importante aclarar que la bisqueda se realizé mediante la automatizacién del proceso utilizando la
libreria “rentrez” que permite la conexién a NCBI a través de una API (Interfaz de Programacion de
Aplicaciones) y aloja los resultados en una lista que posee los identificadores Genlnfo Identifier (Gi)
permitiendo luego, con los mismos, la busqueda de toda la informacién asociados mediante el
entrecruzamiento de bases de datos de NCBI. De esta forma, se obtiene una tabla con los datos crudos
que luego sufrira un proceso de limpieza y transformacion cuyo destino final es un archivo en formato

Excel.

El proceso de limpieza de datos consiste en la aplicacidon de distintos filtros para que, en ultima
instancia, la base de datos este formada por ejemplares Unicos. El término de busqueda utilizado
aseguré que todos los individuos pertenezcan al género Staphylococcus y sean genomas completos.
Sin embargo, algunos eran plasmidos y otros eran organismos sin verificar (Titulo =
“UNVERIFIED_ORG"). Por esta razdn, se procede al primer filtrado eliminando todos individuos no
deseables. En una segunda instancia se desagregan las columnas “SubType” y “SubName” creando

nuevas columnas cuyos nombres de las variables son aquellas de “SubType” y cuyo registro es el dato
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de “SubName” en orden de aparicién. Es importante aclarar que no todos los registros tienen el mismo
numero de variables, pero, al hacer esta transformacidon se igualan las mismas para todos los

individuos con campos “N/A” (del inglés not available) en los casos que no habia informacién.

Luego, se eliminaron duplicados (igual titulo u organismo) priorizando aquellos que estaban en la base
de datos de Reference Sequence (RefSeq)(108) sobre los que estaban en International Nucleotide
Sequence Database Collaboration (INSDC)(109); esta eleccidn se basa en que RefSeq es una base de
datos con conjuntos de secuencias completas, no redundantes y bien anotadas: las secuencias
primero se suben a INSDC y, una vez revisadas, pasan a RefSeq con distinto Gi impidiendo el rastreo

por el mismo identificador, por lo tanto, no es posible detectar duplicados por Gi.

También, se transformaron los datos para homogeneizar las fuentes de donde fueron aislados y se
agregd una nueva variable que indique de que especie se trata para luego filtrar segun el analisis lo
requiera. Aquellas especies que tienen menos de 20 individuos en la base de datos se agruparon bajo

el término ‘otro’.

Los metadatos, ademas de guardarse en un archivo Excel como se menciond anteriormente, fueron
guardados en un RDATA junto con los Gi Unicos para Staphylococcus aureus y no aureus para facilitar

trabajos posteriores en el entorno de R.

Hasta este punto todos los procesos se realizan de forma automatica y estdn orientados a
bacteriéfagos de Staphylococcus spp. con posterior discriminacidn por especie. A continuacidn, se
realizd el analisis de la composicidn de la base de datos mediante la realizacion de un tablero utilizando
Microsoft Power Bl (110), herramienta que permite la inspeccién dindmica de los datos y permite

compartir informes a distintos usuarios. Asi, la base de datos sufrié una ultima curacion manual.

Se compard mediante BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) a aquellos fagos que poseian
idéntica longitud de secuencia asumiendo que la probabilidad de que al azar dos secuencias posean
la misma longitud y sean distintas es baja; si poseian una cobertura alta y un alto porcentaje de
identidad (>95% en ambos casos) fueron asumidos como fagos similares y, por lo tanto, solo una de
las secuencias permanecié en la base de datos. Otro filtro fue realizado por la longitud, los fagos
tienden a tener similar longitud segun la familia a la que pertenecen, cualquier valor atipico lleva a
suponer que hay algun error en la secuencia y, por ende, a revisarla (ver Gi de fagos eliminados en
Anexo Tabla 15). Por ultimo, debido a que el momento de la actualizacién de la base de datos los
genomas trabajados en esta tesis ya fueron depositados en la base de datos del NCBI, se procedio a
eliminar los mismos. De esta forma, los Gi que se quieren eliminar se guardan en un Excel que ingresa

nuevamente a R para eliminar las secuencias no deseables al inicio de la préxima etapa.
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Descarga y procesamiento de archivos asociados

Las secuencias gendmicas se encuentran tipicamente disponibles en dos formatos principales: FASTA
y GBF. Mientras que el primero contiene Unicamente la secuencia nucleotidica, los archivos GBF
incluyen, ademads, la informacion de la anotacién asociada a cada gen. Ambos formatos resultan

necesarios para los andlisis posteriores desarrollados en este trabajo.

Por este motivo, se realizd una nueva consulta a la base de datos de nucleétidos del NCBI para extraer
los archivos GBF correspondientes a cada fago. Para esta tarea se utilizd nuevamente la libreria
“rentrez” en una funcién que recibe como entrada (“input”) cada identificador Gi de la tabla de

metadatos y devuelve los archivos GBF, los cuales fueron almacenados en una carpeta especifica.

A partir de estos archivos, se extrajeron las secuencias nucleotidicas de los genomas utilizando la
funcién “gb2fasta” de lalibreria “seqinr”, generandose archivos individuales en formato FASTA.
Asimismo, se construyd un archivo multifasta que reune todas las secuencias gendmicas de la base de

datos.

Dado que varios de los andlisis realizados en este trabajo se desarrollan a nivel proteico, fue necesario
extraer todas las secuencias de proteinas codificadas por las regiones CDS presentes en los archivos
GBF. Para esto, se utilizé el paquete “read.gb”, que permite recuperar la informacioén asociada a
cada CDS (posiciébn gendmica, producto, identificadores, entre otros atributos), la cual fue

posteriormente organizada en una tabla para su limpieza y curacion.

Con el objetivo de lograr un consenso en la anotacidn de las funciones de dichas proteinas se
extrajeron las secuencias Unicas y se transformaron en una matriz utilizando herramientas del
ecosistema “Bioconductor”, obteniendo el formato requerido para utilizar los servicios de
InterProScan mediante su APl empleando el paquete “httr”. La identificacion de dominios
funcionales se realizé considerando las bases de datos Pfam, GENE3D (111), SUPERFAMILY (112) o

NCBIFAM, priorizando un Unico dominio por proteina y siguiendo el orden de aparicién mencionado.

En funcidn de los dominios funcionales detectados y de las anotaciones previas, se generd una
anotacién  consensuada  siguiendo las  normativas  propuestas  por  SEA-PHAGES

(https://seaphages.org/). Entre las cuales recomiendan no usar abreviaturas o unifican las anotaciones

por ejemplo llamar “tyrosine integrase” a todas las “tyrosine homologous recombinase” o “T-Int”. Una
vez finalizado este proceso, la tabla definitiva con todas las secuencias proteicas asociadas a los fagos
de la base de datos fue incorporada al archivo RDATA generado previamente, y las secuencias fueron

almacenadas adicionalmente en formato FASTA para su uso en andlisis posteriores.
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Anotacion de genomas, caracterizacion y clasificacion

En este apartado se describen los procesos necesarios para anotar, caracterizar y clasificar los catorce

fagos aislados en el Laboratorio de Microbiologia Molecular que fueron previamente publicados (105).

El anadlisis incluye procedimientos considerados esenciales en el estudio gendmico de fagos, tales
como la anotacién de los genomas, la descripcion de caracteristicas generales (%GC, cantidad de CDS,
etc.), la categorizacidn segun el clister gendmico y el andlisis de genes particulares. Todos los andlisis

se dividieron en dos enfoques metodolégicos complementarios:

1. Método 1: es un enfoque basado en multiples tareas manuales realizadas por el operador y el
uso de diversos softwares independientes. Los resultados fueron publicados en “Bioinformatic
Analysis of a Set of 14 Temperate Bacteriophages Isolated from Staphylococcus aureus Strains
Highlights Their Massive Genetic Diversity” (105) y se utilizaron como referencia para evaluar
la concordancia y veracidad de los resultados obtenidos mediante el pipeline semi-
automatico. Aquellos analisis realizados exclusivamente por otros miembros del laboratorio
seran debidamente indicados.

2. Método 2: corresponde el desarrollo e implementacién de un pipeline semi-automatico que
integra los analisis necesarios para la anotacion y clasificacion gendmica de bacteriéfagos. Este
pipeline fue disefiado de manera tal que, ante la incorporacién de nuevas secuencias
gendmicas de fagos activos contra S. aureus, estas puedan ser alojadas en un directorio

especifico y procesadas de forma encadenada y reproducible (Fig.9).
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Figura 9: Flujo de trabajo del pipeline semi-automdtico
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Es importante remarcar que, si bien el flujo de trabajo contempla distintas etapas en las que podria
realizarse curacion manual, en esta tesis no se efectuaron dichas curaciones, con el objetivo de

comparar ambos métodos con la mayor fidelidad posible.

Procesamiento de datos propios: anotacién de genomas

Meétodo 1:

Para la anotacion de los genomas se utilizd DNAMaster (74)(http://Phagesdb.Org/DNAMaster/)

mediante el cual se realizo la prediccidn de los marcos abiertos de lectura (ORFs) utilizando Glimmer
(version 3.02) (76) y GeneMarkS (versidn 4.28) (74) las cuales luego fueron curadas manualmente.
Para la asignacion de funciones probables se utilizé BLASTP internamente desde DNAMaster, y
externamente se utilizaron HHPred (113), Pfam (114), y tRNAscan-SE (104) para la busqueda de ARNt.
Por otra parte, se utilizd IslandViewer (115) para la prediccion de islas genémicas. Las caracteristicas
de los genomas fueron calculadas en R Software (versién 3.6.3) (ver descripcién en Método 2). Los
mapas gendmicos fueron creados en la misma plataforma utilizando el paquete genoPlotR (version

0.8.11). Por ultimo se detectaron los factores de virulencia con VFanalyzer (116).

Meétodo 2:

Prediccion de ORFs

Entrada: secuencias gendmicas en formato FASTA.

Salida: archivos en formato .TSV con los datos de cada ORF predicho.

Para la prediccion de marcos abiertos de lectura (ORFs) se utilizd6 Google Colaboratory

(https://colab.research.google.com/) donde se instald y ejecuté PHANOTATE, un programa

desarrollado en Python disefiado especificamente para genomas fagicos (81).

El primer paso fue integrar Google Drive a la notebook de Colab, alojando alli una carpeta con todos
los archivos FASTA. Luego, estos archivos se procesan uno por uno generando dos archivos de salida
en formato TSV para cada secuencia, que son almacenados en una carpeta separada vy, al finalizar el

proceso, se descarga a una carpeta local.

El primer archivo TSV contiene para cada ORF: la posicién de inicio y fin de cada ORF, si la cadena es
la codificante (+) o la complementaria (-), y el puntaje asignado por el programa. El segundo archivo,
que sera utilizado como entrada en andlisis posteriores, incluye los encabezados ajustados y agrega

las secuencias nucleotidicas y proteicas correspondientes a cada ORF.

Dicho script también contiene las sentencias necesarias para correr tRNAScan-SE. Los archivos de

entrada son los mismos que se utilizan para la prediccién de ORFs con PHANOTATE, pero la salida es
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un solo archivo TSV con los ARNt encontrados en todos los fagos que son descargados

automaticamente al finalizar la corrida. Si no se encuentran ARNt no se descarga ningun archivo.

Tanto el alojamiento de los archivos FASTA en Google Drive como la ejecucidn del script se realizan
manualmente. El dltimo paso manual, posterior a la descarga automdtica de los archivos, es
descomprimir la carpeta que aloja los archivos TSV de PHANOTATE vy trasladarla, junto con el archivo
de salida con la prediccion de ARNt (de encontrarse) al entorno local de R Studio para continuar con

los siguientes andlisis.

Asignacién de funcién probable

Entrada: archivos en formato TSV con los datos de cada ORF predicho.
Salida: libro de Excel (archivo .xlsx) con las anotaciones con

advertencias.

Se procesé cada archivo con las predicciones de los ORFs para generar una tabla Unica con la
informacién de origen mas otras variables como los calculos de longitud de los ORFs, overlaps o gaps.
Para la asignacién de las funciones probables se utilizé el servidor de InterProScan de la misma forma

gue se menciona en el apartado Descarga y procesamiento de archivos asociados homologando la

nomenclatura de las funciones.

Se siguieron los siguientes principios para crear advertencias y que faciliten la decision de eliminar o

no algun gen o no:

e Overlaps mayores a 30 pb.

e Gaps mayores a 100 pb.

e Longitud de genes menor a 150 pb.

e Cambios de orientacién de solo un gen desde la hebra lider a rezagada (forward to reverse) o
viceversa.

e Al menos 50 pb entre los sitios de inicio de dos genes contiguos transcriptos en direcciones
opuestas para dejar lugar a los promotores.

e Losgenes que codifican proteinas deber finalizar con los codones de finalizacién “TAG”, “TGA”
0 “TAA”.

e Los genes que codifican proteinas deber iniciar con los codones “ATG”, “GTG” o “TTG”.

El archivo con las anotaciones y las advertencias se guardan en formato .xIsx para su revisidn y

modificacion manual de corresponder.
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Analisis explorativos de las secuencias

Caracteristicas generales y organizacion de los genomas

Entrada: archivo .x1sx.
Salida: (1) archivo .xlsx con las caracteristicas generales, (2) archivo
.png con las imagenes de los genomas, (3) archivo .GFF con las anotaciones

finales.

El archivo de ingreso es el Excel de salida del punto anterior. Se realiza la limpieza de los datos
eliminando automaticamente solamente los genes que tienen errores en los codones de inicio o

finalizacion y/o aquellos con longitudes demasiado cortas de 50 pb.

En el caso de las secuencias que poseian intrones se preservé dicha anotacion y, ademas, se guardd

otra solo con el exdn para poder realizar los analisis a nivel de proteinas.

Las caracteristicas generales de los genomas fueron resumidas y exportadas a un archivo .x1sx. Para
cada fago se describié su tamafio gendmico, %GC, numero de genes y de CDs, la densidad gendmica,
la longitud promedio de los CDs y el porcentaje codificante del genoma. A continuacién, se citan los

calculos accesorios:

1. Porcentaje de G+C:

%GC = G+e x 100
T A+T+G+C
2. Porcentaje de secuencia codificante:
. e ?:1 LCDSi
%Codificante = —Ic x 100
3. Densidad génica (genes/kb):
Densidad génica = M
g LG ~ 1000
4. Longitud promedio de los genes codificantes:
", LCDs;
Longitud promedio = %

Donde:
o G (G A T - numero de nucleétidos de Guanina, Citosina, Adenina y Timina,
respectivamente, en el genoma.
e LCDs; - longitud de los CDs en 7 pares de bases
e - numero total de CDs en el genoma
e LG~ longitud del genoma

®  Ngnes > nUmero total de genes codificantes anotados
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Se utilizd el paquete Gviz para graficar la organizacidon de los genomas donde cada mddulo fue
coloreado de forma distinta para su fdcil visualizacién. Ademads, las anotaciones finales fueron

exportadas a un archivo GFF con la ayuda de la libreria “Bioc.gff”.

A partir de este punto los datos necesarios para la continuacién del pipeline ya se encuentran en el

entorno de Ry se exportan los resultados a un unico libro de Excel y las imagenes en formato png.

Clasificacidon de fagos

Gendmica comparativa

Método 1

La clasificacidon taxondmica de los bacteriéfagos analizados se realizé utilizando vConTACT2, ejecutado
en la plataforma CyVerse (https://cyverse.org/). Como datos de entrada se empled un archivo
multifasta que contenia todas las proteinas codificadas por los genomas de los fagos estudiados, junto
con un archivo de mapeo gen—genoma. La similitud proteina—proteina fue calculada mediante
DIAMOND, utilizando un umbral de valor E de 1x107°. La construccién de los clisteres virales (virus
clusters, VC) se llevd a cabo empleando el algoritmo ClusterONE. Para esta comparacion se utilizé

como base de referencia la coleccion NCBI Bacterial and Archaeal Viral RefSeq, versién 85.

La asignacion de los fagos a subclusters, tanto para los genomas analizados en este trabajo como para
aquellos que no habian sido incluidos en el analisis de Oliveira et al. (117), se realizé siguiendo un
enfoque comparativo basado en similitud gendmica global. En primer lugar, se utilizd6 Gegenees para
realizar un alineamiento fragmentado de un conjunto de 187 genomas de fagos. A partir de la matriz
de similitud obtenida, se construyd una red filogenética mediante el método Neighbor-Net,
implementado en el programa SplitsTree version 4.0. Esta aproximacion permitié definir relaciones
filogenéticas entre los fagos y asignarlos a los subclusters correspondientes de acuerdo con su

proximidad gendmica.

Método 2

Como estrategia complementaria al enfoque comparativo cldsico, se desarrolld6 un método
automatizado para la asignacion de bacteriéfagos a los subclusters utilizando aprendizaje supervisado.
Este método se basé en la composicion de dominios funcionales codificados en los genomas de los

fagos, integrando informacion estructural y funcional de las proteinas virales.

Para el entrenamiento del modelo se utilizd un conjunto de fagos previamente clasificados en
subclusters, obtenidos a partir del analisis de Oliveira et al. (117) y curados manualmente para
asegurar la consistencia entre genomas y anotaciones funcionales. La unidad de clasificacion fue el

genoma del fago, identificado por su nimero de acceso, mientras que las variables predictoras
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correspondieron a la presencia o ausencia de dominios proteicos anotados en cada genoma. Los
dominios funcionales fueron definidos a partir de anotaciones InterPro/PFAM y, cuando correspondid,
se agruparon en arquitecturas de dominios para evitar redundancias debidas a anotaciones parciales
o solapadas. La eleccidn de las mismas se realizd en base a lo reportado previamente por el equipo de

Oliveira sin tener en cuenta proteinas hipotéticas.

A partir de estas anotaciones se construyd una matriz binaria de caracteristicas (feature matrix),
donde cada fila representdé un fago y cada columna un dominio funcional, codificado como 1
(presente) o 0 (ausente). Adicionalmente, se incorpord informacidn sobre la especie hospedadora
como variables categdricas binarias, con el objetivo de evaluar su contribucién a la discriminacion

entre subclusters.

El modelo de clasificacidn se entrend utilizando el algoritmo de arboles de decisién (Random Forest),
implementado en el paquete randomForest de R. Dado el marcado desbalance entre subclusters —
incluyendo subclusters representados por un Unico genoma— se aplicaron pesos de clase
inversamente proporcionales a la frecuencia de cada subcluster, con el fin de mitigar el sesgo del
modelo hacia las clases mayoritarias. El entrenamiento se realizé utilizando 2.000 arboles y se habilitd

el calculo de medidas de importancia de variables.

El desemperio del modelo se evalué mediante el error fuera de bolsa (out-of-bag, OOB), asi como a
través de la inspeccidn de la matriz de confusion, lo que permitio identificar subclusters correctamente
clasificados y aquellos con mayor tasa de error. La importancia de los dominios funcionales en la
clasificacidn se analizd a partir de las métricas de Disminucidon Media de la Precisién (Mean Decrease
in Accuracy) y Disminucién Media de Gini (Mean Decrease in Gini), permitiendo identificar dominios

informativos a nivel global y especificos de determinados subclusters.

Finalmente, el modelo entrenado fue utilizado para predecir la asignacién a subclusters de fagos no
incluidos en el conjunto de entrenamiento, generando una clasificacion automatica basada

exclusivamente en su composicién funcional.

Andlisis de genes esenciales

Casete de Lisogenia

Método 1

Se extrajeron las secuencias nucleotidicas de 44 integrasas utilizadas por Goerke y su equipo (47) de
la base datos del NCBI y se analizaron junto con las 14 integrasas de nuestra coleccidn. Las secuencias
se alinearon con ClustalW y se construyd un arbol filogenético por Neighbor-Joining usando SeqinR y

visualizado con iTOL para clasificar los diferentes tipos de integrasas. Adicionalmente, otros miembros
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del equipo de nuestro laboratorio alinearon las secuencias proteicas con MAFFT y se generd una
visualizacidon en Jalview. Ademas, estimaron las relaciones evolutivas entre integrasas de serina

mediante mdaxima verosimilitud en PhyML, con la representacion final del arbol en iTOL.

Método 2
Con el finde replicar dicho trabajo e implementar la automatizacion de la clasificacion de las integrasas

se procede en tres fases:

1. Fase I: Andlisis no supervisado para definir los grupos Salnt.
2. Fase ll: Clasificacidn supervisada de nuevas integrasas.

3. Fase lll: Clasificacion de nuevas secuencias (fase que se incluye en el pipeline automatico).

Fase |: Andlisis no supervisado para definir los grupos Salnt

Se recolectaron las secuencias de aminodcidos de integrasas disponibles en la base de datos de
referencia junto con sus metadatos asociados, incluyendo identificadores de proteina, arquitectura
de dominios Pfam, tipo de integrasa (serina [S-Int] o tirosina [T-Int]). Cuando estuvo disponible, se
incorpord ademas la clasificacidon propuesta por Goerke et. al., asignando a las integrasas los grupos

Salntl- Salnt12.

Las secuencias proteicas fueron alineadas mediante el alineamiento multiple de secuencias (MSA)
utilizando el algoritmo ClustalW, implementado en el paquete msa, un método ampliamente validado
para la comparacion de secuencias proteicas homdlogas. A partir del alineamiento se calculé una
matriz de distancias entre secuencias, basada en la divergencia de aminodcidos. Esta matriz se utilizé
para dos propdsitos complementarios: (i) la visualizacion de la similitud global entre las integrasas
mediante un arbol Neighbor-Joining (NJ) y (ii) la definicidén objetiva de clisteres mediante clustering

jerarquico aglomerativo.

El arbol NJ se construyd utilizando el método Neighbor-Joining, con el objetivo de representar la
similitud global entre las secuencias y facilitar la exploracién de las relaciones evolutivas entre
integrasas. Cabe destacar que este arbol se empled exclusivamente con fines descriptivos y

exploratorios, y no como una reconstruccion filogenética formal.

En paralelo, la matriz de distancias se utiliz6 como entrada para un analisis de clustering jerarquico
aglomerativo (funciéon hclust), empleando el método de enlace promedio (average linkage). El
dendrograma resultante fue evaluado sistematicamente explorando distintos puntos de corte,
analizando la relacion entre la altura de corte, el nimero de clisteres resultantes y el tamafio minimo
de cada cluster. A partir de este analisis se seleccioné empiricamente un corte que definid 13 clusteres

evolutivamente coherentes.

49



MATERIALES Y METODOS

Cada cluster fue evaluado en funcién de: (1) la presencia de integrasas previamente clasificadas segun
Goerke et al.,, (2) la coherencia del tipo de integrasa (S-Int o T-Int) y (3) la consistencia de la
arquitectura de dominios Pfam. El resultado de esta fase fue un conjunto de integrasas de referencia
etiquetadas y validadas, que se utilizé6 como conjunto de entrenamiento para la fase de clasificacidon

supervisada.

Fase II: Clasificacion supervisada de nuevas integrasas

Con el objetivo de asignar nuevas integrasas a los grupos Salnt definidos en la Fase |, se desarrollé un
enfoque de clasificacion supervisada basado en distancias. A partir de la matriz de distancias par-a-
par derivada del alineamiento multiple, se construyé una tabla de caracteristicas (features) donde
cada integrasa fue representada por un vector de distancias medias a cada uno de los clisteres de
referencia. Para cada integrasa, se calculd la distancia promedio a las secuencias pertenecientes a
cada grupo, generando un espacio de caracteristicas de dimension igual al nimero de clisteres. Este
enfoque permite capturar la proximidad relativa de una integrasa a los distintos grupos evolutivos

definidos previamente.

Asi, se utilizd un clasificador k-Nearest Neighbors (kNN) entrenado sobre este espacio de distancias,
donde la clase asociada a cada instancia correspondié al grupo asignado en la Fase I. La performance
del clasificador se evalué mediante validacion cruzada Leave-One-Out (LOOCV), explorando distintos
valores del parametro k. El valor 6ptimo de k se seleccioné en funcién de la precisién global del modelo
y del equilibrio entre exactitud y robustez frente al sobreajuste. La exactitud del clasificador fue
evaluada para distintos valores del pardmetro k. Se observd una exactitud muy elevada para valores
bajos de k, con un desempefio maximo para k = 1 (exactitud = 1.00) y una meseta de alta exactitud
para k =3y k=5 (exactitud = 0.99). Para valores mayores de k, la exactitud disminuyd levemente y se
estabilizé alrededor de 0.97. En base a estos resultados, se selecciond k = 3 como valor éptimo, al

combinar una elevada exactitud con una mayor robustez frente a ruido local.

Una vez optimizado, el clasificador final se entrend utilizando la totalidad del conjunto de referencia
y se almacené junto con la matriz de distancias y los metadatos minimos necesarios para su

reutilizacion.

Fase lll: Clasificacion de nuevas secuencias

Esta fase corresponde a la implementacién del clasificador dentro de un pipeline automatico para la
clasificacidn de nuevas integrasas. En esta etapa, las secuencias nuevas se alinean junto con el
conjunto de referencia, permitiendo el calculo de las distancias entre las nuevas integrasas y las

secuencias de entrenamiento previamente definidas.
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Las nuevas integrasas, en este caso las correspondiente a los 14 fagos temperados, no se incorporan
al clustering jerarquico original, con el fin de preservar la estructura de referencia de los grupos. En
cambio, se calculan las distancias entre cada nueva integrasa y los grupos de referencia, generando el

vector de caracteristicas requerido por el clasificador kNN entrenado en la Fase Il.

Cada integrasa nueva es entonces asignada a uno de los 13 grupos mas probable, de acuerdo con la
clase mayoritaria entre sus k vecinos mas cercanos en el espacio de distancias. Este enfoque permite
la incorporacion escalable y reproducible de nuevas secuencias sin necesidad de recalcular el

clustering original, asegurando la consistencia del sistema a lo largo del tiempo.

Casete de Empaquetamiento del ADN y morfogénesis de cdpside

Método 1

El mecanismo de empaquetamiento del ADN fue inferido mediante el analisis filogenético de las
subunidades grandes de la terminasa (TerlL). Para ello, las secuencias aminoacidicas de TerlL
correspondientes a los fagos analizados fueron comparadas con un conjunto de secuencias de
referencia para las cuales el mecanismo de empaquetamiento ha sido determinado

experimentalmente (52).

Un total de 87 secuencias de TerlL fueron alineadas utilizando el programa MAFFT, empleando el
método iterativo G-INS-i, adecuado para alineamientos precisos de proteinas con regiones
conservadas. A partir de este alineamiento, las regiones filogenéticamente informativas fueron
seleccionadas mediante el programa BMGE (version 1.2), utilizando un umbral de entropia de 0.8 para

eliminar posiciones poco informativas o altamente variables.

Sobre la base del alineamiento depurado, se construyé un arbol filogenético utilizando el algoritmo
FastTree. La inferencia del mecanismo de empaquetamiento se realizé asumiendo que los fagos que
agrupan filogenéticamente con secuencias de referencia previamente caracterizadas y que comparten

proteinas TerL homologas utilizan un mecanismo de empaquetamiento de ADN similar.

Método 2

Se identificé el médulo de empaquetamiento del ADN de las anotaciones previas de los fagos a utilizar.
Para esto se extrajeron, para cada contig, los genes comprendidos desde el ultimo ORF asignado al
casete de metabolismo de ADN, ARN y nucleétidos hasta el ORF inmediatamente anterior al casete de
morfogénesis de cola. Este criterio se aplicd de manera consistente a todos los genomas, permitiendo
aislar un bloque génico conservado correspondiente al mdédulo de empaquetamiento y regién

estructural temprana.
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La organizacion génica del modulo fue analizada graficamente mediante primero, la generacién de
objetos GRanges, en los que las coordenadas génicas fueron normalizadas por contig, estableciendo
el inicio del médulo en la posicién cero. Para facilitar la comparacidn entre fagos, cada mdédulo fue
representado como un track independiente utilizando la libreria Gviz, manteniendo la orientacion
génica y la anotacion funcional de cada ORF. Las funciones proteicas se representaron mediante un
esquema de colores consistente, facilitando la identificacidon visual de genes homdlogos entre

genomas.

Posteriormente, se identificd la proteina terminasa de subunidad grande (Terl) a partir de su
anotacién funcional. Para cada Terl se registrd su longitud proteica estimada, calculada a partir de la
longitud nucleotidica del ORF correspondiente, y su arquitectura de dominios, obtenida a partir de las
anotaciones de dominios conservados. Adicionalmente, se evalud la presencia de una proteasa de
pro-cabeza (prohead protease) codificada en el mismo médulo, dado su rol funcional en ciertos

mecanismos de empaquetamiento del ADN.

La estrategia de empaquetamiento del ADN fue inferida integrando la arquitectura de dominios de la
TerL y la presencia o ausencia de una proteasa asociada al mddulo. Las TerL que presentaron
arquitecturas de dominios compatibles con proteinas tipo P22 fueron clasificadas como asociadas a
un mecanismo de empaquetamiento tipo pac. En contraste, aquellas TerL con arquitectura compatible
con proteinas tipo HK97 fueron clasificadas como asociadas a un mecanismo tipo cos. Los casos que
no se ajustaron claramente a estos criterios fueron clasificados como ambiguos. Esta inferencia se
utilizé exclusivamente como una categorizacion funcional basada en caracteristicas estructurales y
organizacionales del médulo, y no implica la identificacidon directa de sitios de corte o sefiales de

empaquetamiento en las secuencias gendmicas.

Los resultados del andlisis de TerL, incluyendo la arquitectura de dominios, longitud proteica estimada
y la estrategia de empaquetamiento inferida, fueron integrados en una tabla resumen y exportados

para su posterior uso en analisis comparativos y visualizacién conjunta con otros médulos funcionales.

Casete de Morfogénesis de cola

Método 1

El andlisis del médulo de interaccidon con el hospedador se realizd con el objetivo de identificar y
caracterizar las proteinas estructurales involucradas en el reconocimiento y la adhesion del
bacteriéfago a la célula bacteriana. La funcidn putativa de los componentes de este médulo se evalud
mediante la comparacion de estructuras proteicas y dominios conservados utilizando las bases de

datos HHPred, Protein Data Bank (PDB) y Pfam.
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Otros miembros del laboratorio continuaron con el andlisis reconstruyendo primero la organizacién
génica del mdédulo de interaccidn a partir de los genomas completos de los fagos mediante el uso del
software EasyFig (versidn 2.2.2) (118), lo que permitid la visualizacion comparativa de la disposicién

de los genes involucrados en la estructura de la cola y la placa basal.

Las proteinas medidoras de la cola (tail measure proteins, TMPs) fueron analizadas en mayor
profundidad debido a su relevancia estructural y funcional dentro del médulo. Para ello, se construyd
una base de datos local compuesta por secuencias de aminodcidos de TMPs. Estas secuencias fueron
alineadas utilizando el programa MAFFT (version 7), empleando el método iterativo G-INS-i, con
ponderacién por WSP (weighted sum-of-pairs) y evaluacién de consistencia del alineamiento seguido
de la identificacidon de las regiones filogenéticamente informativas del alineamiento mediante el
programa BMGE (version 1.2) (119), utilizando un umbral de entropia de 0,8 para la eliminacién de
posiciones poco informativas. A partir del alineamiento filtrado se construyd un arbol filogenético

empleando el método de méxima verosimilitud implementado en el software PhyML.

La visualizacién y edicion final de los arboles filogenéticos se realizaron utilizando la plataforma
Interactive Tree Of Life (iTOL), lo que permitié una representacion clara de las relaciones evolutivas

entre las proteinas analizadas.

Método 2

Se disefid el siguiente flujo de trabajo para caracterizar el médulo de interaccidn con el hospedador
de los bacteridfagos analizados mediante un enfoque no supervisado, centrado en la organizacién
génica y en el analisis estructural y funcional de proteinas clave de la cola. Este abordaje permite
evaluar de manera comparativa los componentes involucrados en el reconocimiento del hospedador
sin asumir clasificaciones previas. El analisis se estructurd en tres fases complementarias: (i) analisis
de las Tape Measure Proteins (TMPs), (ii) identificacidon y caracterizacién de proteinas candidatas a

Receptor Binding Proteins (RBPs), y (iii) analisis de la organizacién génica del médulo de cola.

Fase |: Andlisis de Tape Measure Proteins (TMPs)
Se realizd un analisis descriptivo focalizado en las TMPs, proteinas cuya longitud se ha asociado con la
morfologia del virion y con la organizacién del médulo de reconocimiento del hospedador cuya

funcidn es facilitar el transito del ADN al citoplasma de la célula durante la infeccidn.

Estos genes fueron identificados a partir de las anotaciones funcionales del conjunto de genomas,
seleccionando aquellas proteinas anotadas como tape measure protein. Para cada fago, se verifico la
presencia de una Unica TMP dentro del médulo de morfogénesis de cola, condicion esperable dada la

organizacién conservada de este médulo en fagos caudovirales.
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La longitud de las TMPs fue calculada directamente a partir de la secuencia nucleotidica y utilizada
como variable cuantitativa para comparar los fagos analizados. Paralelamente, la arquitectura de
dominios se definié como la combinacién de dominios detectados en cada proteina, permitiendo
agrupar las TMPs segun su organizacion modular independientemente de su longitud absoluta. Los
datos fueron organizados en una tabla resumen que incluyé el identificador del fago, el identificador

de la proteina, la longitud de la TMP (recuento de nucledtidos) y los dominios detectados.

La variabilidad en la longitud de las TMPs fue visualizada mediante graficos de tipo lollipop (cada TMP
fue representada como un segmento vertical desde el origen hasta su longitud total, acompafiado por
un punto terminal), ordenando los fagos segun la longitud proteica y coloreando las proteinas de
acuerdo con su arquitectura de dominios. Este enfoque permitid evaluar simultaneamente la

variabilidad de tamafios y la diversidad estructural de estos genes entre los genomas analizados.

Este enfoque permite identificar patrones de conservacién y divergencia en las TMPs entre los
distintos fagos analizados, asi como explorar la relacién entre la organizacién del médulo de colay la
arquitectura proteica, sin recurrir a andlisis filogenéticos ni a modelos supervisados. Los resultados
obtenidos en esta fase fueron posteriormente integrados con la organizacion genémica del médulo

de cola para su interpretacién funcional.

Fase Il: Andlisis de proteinas candidatas a proteinas de unién a receptores (RBPs)

Para cada genoma, se delimité el casete de morfogénesis de cola como la region comprendida entre
la primera proteina anotada dentro de dicho casete y la proteina inmediatamente anterior a la holina,
la cual constituye de forma consistente el primer gen del médulo de lisis. Esta estrategia permitié
excluir proteinas claramente asociadas a lisis, evitando al mismo tiempo la pérdida de proteinas liticas
ocasionales anotadas dentro del casete de cola, y conservar proteinas hipotéticas o con funciones
adicionales potencialmente relevantes para el reconocimiento del hospedador (como las

glucosaminidasas).

Dado que en fagos caudovirales las RBPs suelen encontrarse en posiciones relativas posteriores a las
TMPs, las proteinas candidatas a RBP se definieron como aquellas localizadas corriente abajo de este
gen y se extrajeron sus secuencias proteicas. En paralelo, se recopild un conjunto de RBPs de
referencia previamente caracterizadas en fagos de Staphylococcus aureus, seleccionadas a partir de

la literatura y de bases de datos publicas (Tabla 4).

Las secuencias candidatas y de referencia se alinearon conjuntamente mediante alineamiento
multiple utilizando el algoritmo MUSCLE, seleccionado por su desempefio robusto en alineamientos

de proteinas con baja identidad de secuencia y longitudes variables. El alineamiento resultante fue
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convertido en una matriz de caracteres para su analisis cuantitativo y se calculd, asi, el porcentaje de
identidad par-a-par (PID) entre todas las secuencias, ignorando posiciones con gaps en ambas
secuencias comparadas. El resultado fue una matriz de identidad aminoacidica all-versus-all que

incluyé tanto proteinas candidatas como RBPs de referencia.

Tabla 4: Proteinas de union a receptores (RBPs) de referencia

Fago ORF Id en base de datos Publicacion
d11 gpa5 NP_803298.1 Kizziah JL, Manning KA, Dearborn AD, Dokland T (2020)
80a gp61 YP_001285375.1 (120)

®SA012 Orfl03  YP_009006774.1  Takeuchi et. al. (2016) (121)
®SA012 Orfl05  YP_009006776.1

812 Orfl23  YP_009224533.1  Botka et. al. (2019) (122)
812 Orfl25  YP_009224535.1

La matriz de similitud fue visualizada mediante mapas de calor (heatmap), permitiendo inspeccionar
patrones globales de similitud y agrupamiento entre las proteinas analizadas. Adicionalmente, se
realizd una comparacion dirigida entre cada proteina candidata y todas las RBPs de referencia,
conservando todos los valores de similitud mayores a 20% para cada par candidato—referencia. Este
enfoque permitié detectar similitudes multiples potenciales, en concordancia con la evidencia de que

algunos fagos pueden codificar mas de una RBP funcional.

Los resultados fueron integrados con informaciéon contextual, incluyendo la distancia relativa de cada

proteina candidata a la TMP, facilitando la posterior definicion de RBPs candidatas finales.

Fase lll

Con el fin de comparar la organizacion génica del mdédulo de cola entre los distintos fagos, se
representd graficamente el médulo de morfogénesis de cola para cada genoma. Para permitir una
comparacion directa entre fagos de diferente tamafio, las coordenadas gendmicas fueron

transformadas a posiciones relativas, estableciendo el inicio en la posicidn cero para cada contig.

Las regiones génicas fueron representadas mediante objetos GRanges, incorporando informacion
sobre orientacion, funcidon anotada y tipo de caracteristica. Para la visualizacién se generaron pistas
gendmicas individuales para cada fago (GeneRegionTrack), utilizando un cromosoma ficticio
comun, y se representaron las proteinas como flechas orientadas segun el marco de lectura utilizando

la libreria Gviz.
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Las proteinas fueron coloreadas de acuerdo con su funcidn anotada, permitiendo identificar patrones
conservados de organizacion génica y variaciones entre fagos. Este andlisis permitido evaluar la
estructura modular del casete de cola entre los 14 fagos analizados y contextualizar la posicion de las

TMPs y RBPs candidatas dentro de la arquitectura global del médulo.

Casete de Lisis

Método 1

La composicién de dominios proteicos de las endolisinas codificadas por los fagos fue analizada
utilizando la base de datos Pfam, empleando un umbral de significancia de E-value < 1. A partir de los
dominios identificados, las endolisinas fueron clasificadas en distintos tipos de acuerdo con el
esquema propuesto por Changy Ryu (65) (Tabla 5), el cual se basa en la arquitectura modular de estas

proteinas y permite distinguir variantes funcionales y estructurales.

En paralelo, el polimorfismo de longitud de las holinas fue determinado de manera manual a partir de
las secuencias nucleotidicas obtenidas de los genomas de fagos anotados. Este andlisis consistid en la
comparacién directa de la longitud (recuento de nucledtidos) de las holinas, criterio utilizado
previamente para su clasificacion en diferentes grupos, dado que la variabilidad en el tamafio de estas
proteinas se podria asociar con diferencias en su funcién y mecanismo de accién durante el proceso

de lisis celular.

Tabla 5: Arquitectura de dominios funcionales de endolisinas segun el tipo

Tipo EAD EAD CBD
PF05257 - *PF24246
CHAP domain - SH3b T
PF05257 - PF08460
CHAP domain - SH3 5
PF05257 PF01510 PF08460
CHAP domain Amidase 2 SH3 5
PF05257 PF01520 PF08460
CHAP domain Amidase 3 SH3 5
PF05257 PF01520 *PF25606
CHAP domain Amidase 3 SH3b_P2
PF01551 PF01510 PF08460
Peptidase family M23 Amidase 2 SH3 5
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Método 2
Con el objetivo de reproducir y sistematizar el andlisis manual del casete de lisis, se desarrollé un
pipeline automatico que permitié analizar de forma estandarizada las holinas y endolisinas codificadas

por los fagos.

Fase |: Caracterizacién automatica de holinas y endolisinas

En el caso de las holinas, se estudié tanto la arquitectura de dominios Pfam como el polimorfismo de
longitud mediante el recuento del nimero de nucleétidos correspondiente a cada gen. Este enfoque
permite clasificar las holinas en funciéon de su tamafio génico, replicando el criterio utilizado en el

analisis manual, pero de manera reproducible y escalable.

A continuacion, las endolisinas fueron clasificadas de acuerdo con su tipo funcional. Para ello, se
extrajeron las secuencias proteicas correspondientes desde la base de datos con su anotacién de
dominios derivadas de Pfam. Cada endolisina fue etiquetada en funcién de la combinacién de

dominios detectados, siguiendo la clasificacién previamente establecida (Tipos | a V).

Fase Il: Curacién del dataset y entrenamiento del clasificador de endolisinas

Durante la anotacién automatica de dominios se observd que, dependiendo del momento de la
busqueda en la base de datos Pfam, algunas endolisinas Tipo | y Tipo V cuyos dominios de unién a la
pared celular (CBD) no presentan homologia a dominios SH3 reportados podian aparecer
erroneamente como portadoras de dichos dominios. Esta ambigiiedad dificulté la discriminacién
directa entre endolisinas Tipo | vs Tipo Il y Tipo V vs Tipo IV basandose exclusivamente en la anotacién

de dominios.

Con el fin de resolver esta limitacidn, se desarrollé un clasificador supervisado capaz de distinguir
entre estos tipos de endolisinas. Previo al entrenamiento, se llevd a cabo una curacion estricta del
conjunto de datos, excluyendo aquellas secuencias que cumplian al menos uno de los siguientes

criterios:

e Secuencias cuya arquitectura no correspondia a ninguno de los tipos de endolisinas
considerados o que presentaban dominios inesperados.

e Secuencias con endolisinas tipo VI debido al bajo nimero de representantes disponibles (N =
1), lo cual impide un analisis estadistico y computacional robusto.

e Secuencias con longitudes proteicas atipicas para su grupo (outliers) (<200nt.).

e Secuencias incorrectamente anotadas.

Como resultado de este proceso de curacion se generd un dataset final compuesto por 295 secuencias

de endolisinas, cada una asociada a una etiqueta de clase numérica (1 a 5) correspondiente a su tipo
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funcional. Este conjunto fue vinculado con las secuencias aminoacidicas mediante identificadores

Unicos, permitiendo su utilizacidn directa en el entrenamiento del modelo.

Sobre este conjunto se entrend un modelo de Support Vector Machine (SVM) utilizando un kernel
Gappy Pair, implementado mediante los paquetes kebabs y e1071. Se emplearon los parametros k =
1y m =2, adecuados para capturar patrones locales de secuencia relevantes para la discriminaciéon
entre tipos de endolisinas. Dado el marcado desbalance entre las clases, se incorporaron pesos de
clase inversamente proporcionales a su frecuencia, con el fin de evitar el sesgo del clasificador hacia

los grupos mayoritarios.

El conjunto de datos fue dividido aleatoriamente en un 70% para entrenamiento (N = 206) y un 30%
para prueba (N = 89). El desempefio del modelo fue evaluado mediante el calculo explicito de métricas
de clasificacién, incluyendo la precision (accuracy) global y balanceada, sensibilidad y precisiéon por
clase, asi como la construccion de una matriz de confusién. Una vez validado su desempefio, el modelo
entrenado fue almacenado para su utilizacién posterior en la clasificacion de nuevas secuencias de

endolisinas.

Fase lll: Clasificacion de nuevas endolisinas

El clasificador SVM entrenado fue finalmente aplicado para la clasificacion automatica de las
endolisinas correspondientes a los 14 fagos del laboratorio. Las predicciones obtenidas fueron
comparadas con las clasificaciones reportadas previamente (Método I), las cuales habian sido
realizadas de manera manual mediante la identificacion de dominios en la plataforma web de

InterPro.

Este enfoque permitid evaluar la concordancia entre el método automadtico y el analisis manual, asi
como validar la capacidad del pipeline propuesto para reproducir y extender la clasificacién funcional

de endolisinas de manera reproducible y escalable.

Analisis Complementarios

Ausencia de CBDs en endolisinas

Con el objetivo de explorar la posible presencia de dominios de unién a carbohidratos (CBDs) no
detectables mediante enfoques basados en anotacion automatica de dominios funcionales, se realizd
un andlisis estructural complementario de endolisinas seleccionadas. Este analisis se enfocd en
aquellas endolisinas que, de acuerdo con la caracterizacion basada en dominios Pfam, no presentaban

CBDs conocidos.

Se modelaron las estructuras tridimensionales de las endolisinas correspondientes a los fagos

vB_SauS_308 (endolisina Tipo 1) y vB_SauS_287 (endolisina Tipo V, al igual que vB_SauS_713), ya que
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ninguna de estas proteinas presentd dominios funcionales compatibles con CBDs previamente
reportados. Adicionalmente, se modelé la endolisina de vB_SauS_287 clasificada como Tipo V, con el
objetivo de establecer comparaciones estructurales, dado que las endolisinas Tipo IV y Tipo V se
diferencian principalmente por la ausencia de un CBD reconocido en estas ultimas. Asimismo, se
incluyé en el analisis la comparacién con la endolisina Tipo |, la cual carece no solo de CBDs

identificables sino también del segundo dominio catalitico (dominio amidasa).

Las predicciones estructurales se realizaron utilizando AlphaFold Server
(https://alphafoldserver.com/) (123), empleando los parametros por defecto. Las estructuras
obtenidas fueron posteriormente superpuestas y alineadas utilizando ChimeraX (124). Este enfoque
permitid evaluar la conservacidn estructural y la posible presencia de regiones estructurales
compatibles con funciones de unién a la pared celular, aun en ausencia de dominios funcionales

anotados.

Proteinas de unidn a receptores y rango de hospedador.

El rango de hospedador de los fagos fue determinado fenotipicamente mediante ensayos de spot para
dieciséis estafilococos coagulasa negativos (CNS) (4 S. epidermidis, 4 S. hominis, 2 S. caprae, 2 S.
haemolyticus, 2 S. capitis, 1 S. lugdunensis, and 1 S. sciuri) por otros miembros del laboratorio.
Brevemente, la técnica consiste en preparar placas indicadoras con medio TS y los cultivos de las cepas
a ensayar. Luego se realizan dos spots por cada fago con distinta concentracidn y se incuban las placas
a 30° por 24 horas para luego ser evaluadas. El detalle de dicha técnica puede consultarse en Suarez
et. al (105). Ademas, algunos de los fagos se testearon en diferentes cepas de S. aureus para

caracterizar su especificidad en el marco de la Tesis de Doctorado de Boncompain C.
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Se presentan los resultados del pipeline semi-automatico y se omiten los resultados del método
manual, cuyos resultados ya han sido publicados, (105) referencidndose solo con fines comparativos

y de validacién.

Analisis de la base de datos

Numero de individuos en la base de datos

Se cred una base de datos local con las secuencias en formato FASTA, anotaciones en formato GBF y
metadatos (como un Excel para uso externo y tabla en el entorno de R) de fagos de Staphylococcus
spp. alojadas en la base de datos de nucledtidos del NCBI. El término de budsqueda hallé informacion

de 901 secuencias.

A través de los Gi se accedid a los metadatos de la misma, cuyos datos crudos poseian 24 variables
para caracterizarlos. En primera instancia, se filtré teniendo en cuenta que los individuos posean los
criterios especificos de busqueda: ser secuencias completas, cuyo material genético sea ADN, no sean
plasmidos, sean organismos verificados y, por supuesto, pertenecer al género de Staphylococcus,
provocando la disminucién a 686 identificadores Unicos. El Ultimo proceso de limpieza consistid en:
(1) eliminar duplicados (por titulo, organismo o longitud de la secuencia con alto porcentaje de
identidad) que estuviesen tanto en la base de datos de RefSeq como de INSDC, priorizando los
primeros y (2) aplicar un filtro a nivel de la longitud de la secuencia eliminando, por un lado, aquellos
individuos con una longitud menor a 5000 pb vy, por otro lado, analizando aquellas de igual longitud.
Esto ultimo se basa en la premisa que, debido a la variabilidad de las secuencias, es poco probable
encontrar dos que posean la misma longitud por azar. Por lo tanto, las secuencias fueron alineadas
mediante BLAST NCBI y se observé que la mayoria de ellas eran posiblemente las mismas secuencias,
teniendo en cuenta la cobertura de la secuencia y el porcentaje de identidad (poniendo un corte en el
95% para ambos casos, pero siendo en la mayoria igual o mayor al 99%). Solo tres pares de secuencias
mostraron tener la misma longitud, pero baja cobertura o poca identidad y se mantuvieron en la base
de datos (Gi: 2904591305 y Gi: 2618404572; Gi:2046360946 y Gi:2320100154; Gi:2260453719 y
Gi:2905010333). Asi, como resultado final, la base de datos fue conformada por 524 secuencias

gendmicas (Material Suplementario: 01_metadata_db_st.xlsx).

Mediante los Gi de los 524 individuos se obtuvieron las secuencias en formato FASTA y los archivos
GBF con las anotaciones de cada fago. Gracias al proceso de limpieza de los datos la cantidad de
identificadores (y por ende secuencias) Unicas y confiables para utilizar representan aproximadamente

59% del niumero de individuos inicial.
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Analisis de la composicion de la base de datos

Se analizé la informacién proveniente a los metadatos de los fagos disponibles en la base de datos
mediante un tablero en Power BI (Fig. 10) (Material Suplementario: 02_analisis_db.pbix). Al tratarse
de un tablero dindmico, no solo logra una eficiente visualizacién de los datos para su presentacion,
sino que, ademas, permite la rapida inspeccién de los mismos al momento de realizar la limpieza y
transformacidn. Es importante remarcar, en este punto, que la informacién puede ser parcial ya que
no es obligacién al subir las anotaciones a la base de datos del NCBI que todos los campos estén
completos. Ademas, aun aquellos que estan completos, tienen falta de criterio de homologacion (por
ejemplo, la fuente de aislamientos); razén por la cual, se unificaron las anotaciones en todos los

campos que fue posible.

Recuento fagos de Staphylococcus spp. por pais
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Figura 10: Tablero con informacion de las secuencias genomicas de fagos contra Staphylococcus spp. disponibles en la base

de datos local

Todo esto puede visualizarse en la cantidad de individuos que tienen el campo “Pais” (region
geografica del aislamiento) con datos (270, 52% del total). Entre los paises con mayor cantidad de
aislamientos se encuentra China (24%) seguido por Australia (11%) y Estados Unidos (10%), aportando
entre los tres el 75% de las secuencias con origen conocido. Esta tesis suma 14 secuencias a la base de
datos, posicionandonos entre los diez paises con mas secuencias publicadas y demostrando el impacto

de la misma.
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Como se puede observar en la figura 10, del total de fagos del género Staphylococcus el 62.60%
corresponden a la especie aureus, el 8.97% a S. epidermidis y el 28.44% restante a otras especies (S.

pseudintermedius, S. haemolyticus, S. warneri, entre otros).

Otro dato evidente es el aumento de la cantidad de secuencias a partir de 2020, suponiendo al menos
dos motivos para este incremento: la disminucidn del costo de secuenciacién y la pandemia COVID-
19. Esta ultima, a pesar de las distintas medidas de contencién de la enfermedad llevada adelante por
cada pais, llevd a un aislamiento general de la poblacién imposibilitando los trabajos de wet-lab y

dirigiéndose los grupos de investigacién a realizar mayor cantidad de analisis in silico.

Fagos aislados de Staphylococcus aureus en la base de datos

De las 524 secuencias en la base de datos local, 328 corresponden a fagos activos sobre S. aureus de
los cuales menos del 50% se especifica la fuente de la cual fueron aislados (Fig. 11) siendo el ~72%
aislados de aguas residuales o de muestras clinicas humanas. Las muestras restantes provienen en su
mayoria de fuentes asociadas a animales, ya sean ambientales de granjas, leche de ganado o del
animal per se. Se puede asumir, a priori, que a mayor cantidad de fagos aislados en un nicho mayor
interés de buscar la solucién a alguno problema basado en fagos, por ejemplo, la necesidad de aislar

fagos para su posterior uso clinico.

Recuento de fagos seglin su fuente de aislamiento
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Figura 11: Tablero de fagos de Staphylococcus aureus disponibles en la base de datos
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Por ultimo, es importante ver como se distribuyen las secuencias segun la longitud de las mismas (en
pares de bases) observandose cuatro grupos bien definidos segun su longitud. Clasicamente, los fagos
de S. aureus se pueden agrupar segun su longitud y su morfologia en tres categorias distintas segin
su familia: Podovirus (el primer grupo con una longitud menor a 20kb), Siphovirus (el grupo central,
mas abundante, con una longitud promedio de ~40kb) o Myovirus (~125kb) (11) representados en el
grafico en color amarillo, magenta y violeta respectivamente. A su vez, el grupo de los Myovirus
reportd en el Ultimo tiempo un nuevo subgrupo (con solo ocho representantes en nuestra base de
datos) denominado “jumbo” con un tamafo de ~269kb, mds del doble de kb que lo esperado (43) para
este grupo. Por otro lado, podemos observar que la familia mas abundante es la de los Siphovirus,
coincidente a los fagos aislados en nuestro laboratorio, presuntamente por ser la técnica mas

frecuentemente utilizada para su aislamiento la induccion de profagos.

Proteinas fagicas en la base de datos

A partir de los 524 genomas de Staphylococcus disponibles en la base de datos, se lograron extraer
62440 secuencias proteicas correspondientes a 519 genomas. La extraccién no fue posible en cinco
genomas debido a que los archivos en formato GBF contenian Unicamente la secuencia nucleotidica
sin anotaciones y/o los archivos tenian regiones codificantes (CDs) no definidas. Dado que el proceso
de extraccion fue automatizado, la funcidon encargada de procesar los archivos simplemente omite

aquellos que presentan errores y continda con el préximo, asegurando asi el flujo de trabajo.

Las secuencias obtenidas fueron limpiadas para eliminar caracteres problematicos como espacios o
comas. De este filtrado resultaron 25587 secuencias Unicas sin errores (aproximadamente el 41% del
total). Estas secuencias fueron analizadas con InterProScan para identificar dominios funcionales para
su caracterizacion, primero mediante Pfam y, de no poseer ninguno, se prosiguié con la busqueda en

GENE3D, SUPERFAMILY y NCBIFAM en ese orden.

Como resultado, se identificaron 597 arquitecturas modulares Unicas, es decir, combinaciones
especificas 'y ordenes Unicos de dominios funcionales (Material Suplementario:
03_dominios_proteinas.xlsx). A partir de esta informacién y de las anotaciones originales, se definio
una nomenclatura consensuada para clasificar funcionalmente las proteinas generando una lista con

210 funciones diferentes. Del total de secuencias (62440):

o Al 28,5% (17810) se les pudo asignar una funcién especifica
e EI71,5% (44630) fue clasificada como hipotéticas. De estas, el 85% no contenian dominios
funcionales detectables, y el 15% restante presentd dominios que no permitieron inferir una

funcién clara.
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Finalmente, se analizd como se agrupan estas proteinas dentro de distintos casetes funcionales.
Excluyendo las proteinas sin funcion asignada (Fig. 12B), se observé que la mayoria estd involucrada
en procesos de metabolismo de ADN, ARN y nucledtidos (34 %), mientras que el casete con menor
numero de proteinas es el de lisogenia (3,5 %) — no teniendo en cuenta los factores de virulencia que

no son per se un modulo especifico.
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Figura 12: Recuento de Proteinas por moédulo

A) Cantidad de proteinas teniendo en cuenta las proteinas hipotéticas. B) Cantidad de proteinas con funcion probable por casete

Anotacioén de fagos temperados

Las secuencias gendmicas de 14 fagos temperados fueron anotadas utilizando un pipeline
desarrollado con ese fin que utiliza, entre otros programas, PHANOTATE para el Ilamado de los ORFs
e InterProScan para la asignacién de funciones. Con el fin de comparar los resultados con vy sin la
utilizacidn de este pipeline (105) deliberadamente se prescindié de la curacién manual, los resultados
se observan en la tabla 6, mostrandose entre paréntesis aquellas diferencias con la anotacién manual.

Los tamafios gendmicos coinciden con los esperados para la familia de Siphovirus.
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Los genomas tienen un promedio de contenido G+C de 34,39% (variando de 33,27% a 35,35%) y, como
es esperable, se encuentran altamente empaquetados, con pequefias regiones intergénicas
(promedio de secuencia codificante de 95,17%) y una alta densidad génica (en promedio de 1,74
genes/kb). En promedio se identificaron 7 genes mas por fago y disminuyd, a su vez, la longitud
promedio de los genes debido a que la mayoria de los nuevos genes predichos son genes cortos
(menores a 150pb) pero cuyas funciones pueden resultar imprescindibles pudiendo ser, por ejemplo,
genes regulatorios. Las diferencias entre la anotacion manual y la semi-automatica se encuentra en el

material suplementario: 04_diferencias_anotaciones.xlsx

Tabla 6: Caracteristicas de los catorce fagos temperados

Bacteriofago LEILET T %GC | N°genes N°CDs Densidad Longitud %Codificante

genomico génica Promedio

(pb) CDs
vB_SauS_277g 44016 34,06 71(67)  71(67)  1,61(1,52) 599 (627) 96,25 (95,45)
vB_SauS_287 43134 | 34,75 76 (69) 76 (69) 1,76 (1,60) 545 (588) | 95,32 (94,07)
vB_SauS_308 39968 34,11 75(68)  75(68) 1,88 (1,72)  510(548) 95,15 (93,25)
vB_SauS_320 45809 33,54  70(65)  70(65) 1,53 (1,42) 619 (664) 94,16 (94,25)
vB_SauS_321c 42397 34,08 74 (67) 74 (67) 1,75 (1,58) 546 (598) 94,76 (94,54)
vB_SauS_690 45771 33,27 74 (64) 74 (64) 1,62 (1,40) 585 (664) 94,09 (92,90)
vB_SauS_713 42961 34,26 69 (62) 69 (62) 1,61 (1,44) 596 (654) 95,28 (94,43)
vB_SauS_760 42788 | 35,35 76 (66) 76 (66) 1,78 (1,54) 538 (605) 94,94 (93,29)
vB_SauS_775 43321 33,91 74(69)  74(69)  1,71(1,59) 564 (600) 95,75 (95,61)
vB_SauS_832 43499 | 34,07 77 (70) 77 (70) 1,77 (1,61) 540 (586) 95,17 (94,31)
vB_SauS_|73 43575 35,09 79(69)  79(69)  1,81(1,58) 529(593) 95,35 (93,87)
vB_SauS_Mh1 43800 35,09  83(75)  83(75)  1,89(1,71) 511(554) 96,29 (94,82)
vB_SauS_Mh15 43090 35,26 80(73)* 82(73)*  1,86(1,69) 501(546) 94,40 (92,55)
vB_SauS_Mh4 44199 = 34,65 76 (70)  76(70)  1,72(1,58)  558(598) 95,40 (94,71)

(*) vB_SauS_Mh15 posee un intrén.

Con fines comparativos los genomas tienen en su inicio el gen que codifica la integrasa. Asi, podemos
ver de izquierda a derecha la organizacién modular de los genomas siguiendo el siguiente orden:
casete de lisogenia, metabolismo del ADN, ARN y nucledtidos, empaquetamiento del ADN y
morfogénesis de capside, morfogénesis de cola y lisis (Fig. 13). Mas de la mitad de los genes de dichos
fagos son proteinas sin funcidon conocida (54,74%) y se ubican principalmente en los mddulos de
integracion y metabolismo del ADN, ARN y nucleétidos. Se encontraron tres factores de virulencia en

los fagos: leucocidina de Panton-Valentine (PVL), toxina del sistema toxina-antitoxina del tipo
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PemK/MazF vy la proteina E, presentes en todos los fagos (PVL), en cinco (PemK/MazF) y en dos

(proteina E).

Genomas
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Figura 13: Organizacion modular de los fagos analizados en este trabajo coloreados segtn el casete al que pertenecen

Gendmica comparativa

Clasificacion supervisada de subclusters basada en dominios funcionales

Se desarrolld un modelo de clasificaciéon supervisada basado en Random Forest con el objetivo de
predecir la asighacidon de subclusters a partir de la presencia/ausencia de dominios funcionales
anotados en los genomas de fagos. El conjunto de datos estuvo compuesto por 190 genomas,
representando multiples clases y subclases (clusters y subclusters), con un nimero variable de fagos

por clase.

Debido al fuerte desbalance de clases/subclusters (Fig. 14) —incluyendo clases representadas por uno
0 muy pocos genomas— el entrenamiento y la evaluacién del modelo se realizaron utilizando el mismo
conjunto de datos, incorporando pesos de clase inversamente proporcionales a la frecuencia de cada

subcluster. Esta estrategia permitid mitigar parcialmente el sesgo hacia las clases mayoritarias,
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aunque limité la posibilidad de una validacién independiente. Por lo tanto, los resultados deben
interpretarse como una evaluacion exploratoria del potencial discriminante de las variables, mas que

como una estimacion definitiva del desempefio predictivo.

Distribucion de subclusters en el dataset
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Figura 14: Numero de fagos por subcluster en el dataset de entrenamiento

El desempefio global del modelo, evaluado mediante el error out-of-bag (OOB), fue moderado (OOB
= 0,21), indicando una capacidad predictiva parcial pero no suficiente para una clasificacién robusta
de todos los subclusters. Algunos grupos con mayor numero de genomas (por ejemplo, varios
subclusters del cluster B) fueron clasificados correctamente en la mayoria de los casos, mientras que
otros subclusters minoritarios presentaron tasas de error elevadas o directamente no pudieron ser
predichos correctamente. En la Tabla 7 se muestran los valores de error para cada clase, el mismo
corresponde a la proporcidn de instancias incorrectamente clasificadas para cada subcluster, estimada

a partir de las predicciones OOB del modelo.
Tabla 7: Tasa de error por clase del modelo RandomForest para la prediccion de subclusters

Subcluster Al A2 Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 Bl12 ‘
class.error 0,00 100 000 005 0,00 000 004 o000 000 000 0,00 033 1,00 1,00

A A N RGN R RGN R R

class.error 1,00 1,00 100 1,00 0,63 0,00 0,20 1,00 0,00 1,00 0,50 1,00 1,00
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Las tasas de error por clase observadas reflejan, en gran medida, la estructura del conjunto de datos
utilizado para el entrenamiento del modelo. Varios subclusters estan representados por un nimero
reducido de genomas, en algunos casos uno o dos individuos, lo que limita severamente la capacidad
del clasificador para aprender patrones funcionales robustos asociados a dichas clases. En este
contexto, valores elevados de error de clase no deben interpretarse necesariamente como un fracaso
del modelo, sino como una consecuencia esperable del fuerte desbalance entre subclusters. Por el
contrario, aquellos grupos con mayor nimero de representantes y arquitecturas funcionales mas
homogéneas, particularmente dentro del cluster B, presentan tasas de error bajas o nulas, lo que
indica que el modelo logra capturar sefiales discriminantes consistentes cuando la informacion
disponible es suficiente. Esta dependencia del desempefio respecto del tamafio de clase pone de
manifiesto una limitacién inherente a los enfoques supervisados aplicados a genomas fagicos, donde
la disponibilidad de secuencias sigue siendo desigual entre linajes, y refuerza la necesidad de

interpretar los resultados en clave exploratoria y comparativa mds que predictiva estricta.

A pesar de estas limitaciones, el analisis de importancia de variables reveld patrones biolégicamente
informativos. Un nimero reducido de dominios concentrd los valores mas altos de Mean Decrease in
Accuracy y Mean Decrease in Gini (ver Anexo Tabla 16), lo que sugiere que ciertas funciones gendmicas

aportan una sefial discriminante relevante para la clasificacion (Fig. 15).

Dominios mas informativos para la clasificacion
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Figura 15: Esquema de los quince dominios mds informativos para la clasificacion de subclusters
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Entre los dominios mas importantes se destacaron aquellos asociados a enzimas liticas,
particularmente dominios de endolisinas (por ejemplo, Endolysin_3 y Endolysin_6). Estas proteinas,
responsables de la degradacién del peptidoglicano bacteriano durante la fase litica, son altamente
modulares y presentan una notable variabilidad en su arquitectura. Su contribucién al modelo sugiere
gue los mecanismos de lisis y la composicidn de los médulos cataliticos y de unidn al sustrato podrian
estar parcialmente conservados dentro de ciertos subclusters, actuando como marcadores

funcionales.

Asimismo, dominios vinculados a replicacion y mantenimiento del genoma, incluyendo proteinas
relacionadas con la ADN polimerasa (por ejemplo, PF00476, pol_lIIl), mostraron una alta importancia
relativa. Estas funciones centrales del ciclo replicativo fagico podrian reflejar estrategias replicativas
compartidas entre fagos filogenéticamente relacionados, contribuyendo a la sefial capturada por el

clasificador.

También se observaron dominios asociados a empaquetamiento del ADN y morfogénesis del virion,
incluyendo componentes caracteristicos de proteinas terminasa y proteinas estructurales del capside
y la cola. Este resultado es coherente con la organizacién modular de los genomas fagicos, donde los
casetes estructurales suelen conservarse dentro de linajes especificos y han sido previamente

utilizados como criterios taxondmicos en enfoques basados en redes y similitud proteica.

Las variables correspondientes a la especie hospedadora mostraron una alta contribucién a la
capacidad predictiva del modelo, en particular Staphylococcus aureus, lo cual refleja la fuerte
asociacion entre ciertos subclusters y su rango de hospedadores predominante. A pesar de ello, estas

variables fueron utilizadas como informacidn auxiliar y no como criterio determinante de clasificacion.

No obstante, el desempefio desigual del modelo entre subclusters pone de manifiesto limitaciones
inherentes al enfoque. Subclusters con pocos representantes o con arquitecturas de dominios
altamente variables presentaron tasas elevadas de error de clasificacidon, mientras que aquellos con
mayor numero de genomas y perfiles funcionales mas homogéneos fueron correctamente
clasificados. Este comportamiento refleja una caracteristica bien conocida de los genomas de
bacteriéfagos: su naturaleza de mosaico, resultado de recombinacidon frecuente y transferencia
horizontal de mddulos funcionales, lo que dificulta la asignacidon taxondmica basada exclusivamente

en la presencia de dominios individuales.

En conjunto, estos resultados indican que, si bien la prediccion de subclusters basada en dominios
funcionales no reemplaza a los enfoques taxondmicos establecidos, si permite identificar funciones

clave que contribuyen a la diferenciacién entre los mismos. El analisis de importancia de variables
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aporta ademas un marco interpretativo valioso para explorar la relacion entre arquitectura funcional
y organizacion taxondmica de los genomas fagicos, y sienta las bases para el desarrollo de enfoques
alternativos que integren informacién de orden génico, contexto modular o similitud de secuencias

completas.

Por otra parte, es importante mencionar que la divisién en clusters y subclusters propuesta por el
equipo de Oliveira se relaciona directamente con la clasificacion de proteinas en distintas familias
(Phams) y, muchas de ellas, son proteinas sin ninguna funcion asignada, razén por la cual no fueron
incluidas como variables, pero demuestran la importancia de las proteinas desconocidas en el estudio

de bacteridfagos.

Clasificacion de fagos nuevos mediante el enfoque automatizado

La capacidad predictiva del clasificador supervisado fue evaluada mediante la asignacién de
subclusters a un conjunto de 14 fagos adicionales que no habian sido utilizados durante el
entrenamiento del modelo (Tabla 8). Estos fagos habian sido previamente clasificados mediante el
enfoque comparativo tradicional reportado en la bibliografia, lo que permitié utilizar dicha

clasificacidn como referencia para la validacion de las predicciones.

El modelo Random Forest asignd a los 14 fagos analizados los subclusters B2, B3, B5 y B7, en
concordancia total con la clasificacién de referencia. En todos los casos, la prediccion automatizada
coincidid con el subcluster determinado mediante el andlisis comparativo basado en alineamientos
gendmicos y redes filogenéticas, lo que indica una tasa de concordancia del 100% para este conjunto

de validacion.

Tabla 8: Prediccion de clusters de fagos propios

277g 287 308 320 321c 690 713 760 775 832 173 Mhl Mhl5 Mh4

B2 B3 B7 B5 B2 B5 B2 B3 B2 B2 B3 B3 B3 B2

Los fagos vB_SauS _277g, vB_SauS_321c, vB_SauS_713, vB_SauS_775 y vB_SauS_832 fueron
asignados al subcluster B2, mientras que vB_SauS_287, vB_SauS_760, vB_SauS_173, vB_SauS_Mh1ly
vB_SauS_Mh15 fueron clasificados como miembros del subcluster B3. Por su parte, vB_SauS_320 y
vB_SauS_690 fueron asignados al subcluster B5, y vB_SauS_308 al subcluster B7. Esta distribuciéon

reproduce fielmente la organizacidn subcluster reportada previamente para estos fagos.

Desde un punto de vista metodoldgico, estos resultados demuestran que la clasificacién basada en la

presencia y arquitectura de dominios proteicos, complementada con informacién contextual del
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hospedador, es suficiente para recuperar sefiales filogenéticas y funcionales relevantes a nivel de
subcluster. En contraste con los enfoques tradicionales, que requieren alineamientos gendmicos
completos y andlisis manuales extensos, el método automatizado permite asignar nuevos fagos de

manera rapida, reproducible y escalable.

Asimismo, la concordancia observada refuerza la interpretacidén de que los subclusters definidos para
fagos de Staphylococcus reflejan no solo relaciones evolutivas globales, sino también patrones
conservados en la composicién funcional de los genomas. En este sentido, el modelo no “memoriza”
genomas especificos, sino que captura combinaciones de dominios asociadas a estrategias biolégicas

compartidas dentro de cada subcluster.

En conjunto, estos resultados validan el enfoque supervisado propuesto como una alternativa robusta
y eficiente para la clasificaciéon de fagos nuevos, particularmente util en contextos donde el nimero
de genomas disponibles continda expandiéndose y los métodos comparativos clasicos resultan

computacionalmente costosos o dificiles de escalar.

Analisis modulo a mdédulo

Con el objetivo de interpretar los resultados del clasificador supervisado y vincular la importancia de
variables con funciones bioldgicas concretas, se realizé un andlisis mdédulo por médulo de los genomas
fagicos. Dado que los bacteriéfagos presentan una organizacién gendmica marcadamente modular,
donde conjuntos de genes funcionalmente relacionados se agrupan en casetes relativamente
conservados, este enfoque permite contextualizar la contribucién de los dominios funcionales mas

informativos identificados por el modelo Random Forest.

El analisis se centré en los principales modulos funcionales previamente definidos: lisogenia,
metabolismo del ADN, ARN y nucledtidos, empaquetamiento del ADN, morfogénesis de capside,
morfogénesis de cola y lisis. Para cada mddulo se evalud su grado de conservacién, variabilidad
funcional y potencial contribucién a la discriminacién entre subclusters, considerando tanto la

presencia de dominios especificos como su recurrencia dentro de determinados linajes.

Casete de Lisogenia

Identificacion y agrupamiento de integrasas

A partir de la base de datos de proteinas anotadas, se identificaron 265 secuencias de integrasas. Las
secuencias aminoacidicas fueron alineadas mediante alineamiento multiple y utilizadas para inferir
una matriz de distancias aminoacidicas, a partir de la cual se construyé un dendrograma jerarquico

gue resume las relaciones de similitud global entre las integrasas analizadas.
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Con el objetivo de definir un esquema de agrupamiento robusto y reproducible, se realizd una
exploracién sistematica del punto de corte del dendrograma, evaluando la relacidn entre la altura de
corte, el nimero de clusters resultantes y el tamafno minimo de los mismos. Este analisis permitid
identificar un compromiso adecuado entre resolucidn evolutiva y representatividad de los grupos. En
base a estos criterios, se selecciond un esquema final de 13 clusters de integrasas, que permitio
capturar la diversidad observada manteniendo tamafios de grupo comparables, aunque incluyendo
algunos clusters representados por una Unica secuencia. El dendrograma resultante evidencié una
clara estructuraciéon jerarquica de las integrasas, con grupos bien definidos y separaciones
consistentes con la divergencia evolutiva entre secuencias (Fig. 16). Estos clusters (Material
Suplementario: 05_integrasas_grupos.xlsx) constituyen unidades evolutivamente coherentes y fueron

utilizados como base para la clasificacién supervisada desarrollada en las fases posteriores del andlisis.

Dendrograma jerarquico de integrasas

400
|
A (S

300
iy BT e R P L[ e T P S TR PP e | T i R e
-
< 200

100

0 1 | [T L_.

Integrasas

Figura 16: Dendrograma de clustering jerdrquico de integrasas basado en distancias de aminodcidos. La linea roja discontinua

indica la altura de corte seleccionada para la definicion de los clusteres evolutivos.

Goerke et al. (47) propusieron la agrupacion de integrasas de Estafilococos en distintos grupos Salnt,
donde los grupos Salint a presentan un mayor numero de representantes, mientras que los grupos
Sa8Int a Sal2int se encuentran representados por uno o muy pocos individuos. En dicho esquema,
cada grupo Salnt se asocia de manera consistente a una arquitectura especifica de dominios Pfam, lo
gue sugiere una fuerte correspondencia entre organizacion modular y clasificacién funcional (Tabla

9).
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Tabla 9: Presencia de tipo y grupo de integrasas en los fagos reportados por Goerke

Integrasa Dominio Pfam Fagos reportados Cluster asignado
S-Int PF00239_PF07508 Sa7Int 53, 80-alpha, 85, 92, phiNM2, 7
X2
Sal2int phiMR11 7
T-Int PF00589 Sa6int 52a, 77, 80, phiNM4, ROSA, 1
tp310-2
Sadint PhiSauS-IPLA35 1

Sa2int 47, phi2958PVL, PVL, PVL108, 1

tp310-1
Sallint EW 5
PF13102_PF00589 Sagint 96 3
Sa8Int phiSauS-IPLA88 4
Sal0int 37 5
PF14657_PF14659_PF00589 | Salint 55, 71, phiETA, phiETA2, 6

phiETA3
Sa5Int 187, 29, 69, 88, phill, 6
phiMR25, phiNM1
PF14659_PF00589 Sa3int 42e, phi13, phiNM3, phiN315, 5
tp310-3

Sin embargo, al incorporar el esquema de clustering definido en este trabajo (Tabla 10), se observa
que no existe una correspondencia univoca entre los clusters obtenidos y una Unica arquitectura de
dominios Pfam. En particular, algunos clusters agrupan integrasas con arquitecturas de dominios
diferentes. Por ejemplo, el cluster 5 incluye integrasas con las arquitecturas “PF00589” vy
“PF14659_PF00589”, a pesar de sus diferencias en organizacién modular vy, el cluster 11 posee
también la arquitectura “PF00589”. Estos resultados indican que, si bien la arquitectura de dominios
es altamente informativa, no resulta suficiente por si sola para reflejar la totalidad de las relaciones
evolutivas entre integrasas. El enfoque basado en similitud global de secuencia permite capturar
sefiales evolutivas adicionales, posiblemente asociadas a regiones conservadas fuera de los dominios

anotados, o a eventos de recombinacidn y reordenamiento modular.
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Tabla 10: Caracterizacion de los grupos de integrasas segun el numero de individuos, el tipo de integrasa y la arquitectura de

dominios funcionales.

N° de individuos Integrasa Dominio Pfam

1 68 T-Int PF00589
PF14659_PF00589

2 4 T-Int PF00589

3 23 T-Int PF13102_PF00589
PF14657_PF13102_PF00589

4 6 T-Int PF13102_PF00589
PF14657_PF13102_PF00589
PF14659_PF00589

5 34 T-Int PF00589
PF13102_PF00589
PF14657_PF14659_PF00589
PF14659_PF00589

6 55 T-Int PF14657_PF14659_PF00589

7 40 T-Int PF00239_PF07508
PF00239_PF07508_PF13408

8 1 S-Int PF00239_PF07508_PF13408
9 2 S-Int PF00239_PF07508
10 29 T-Int PF02899

PF02899_PF00589

11 1 T-Int PFO0589
12 1 T-Int PF14657_PF13102_PF00589
13 1 T-Int PF14657_PF14659_PF00589

Esta interpretacion se ve reforzada al comparar el clustering obtenido con el andlisis filogenético
presentado por Goerke et al.,, donde la asignacién de los grupos Salnt depende del criterio del
operador y del punto de corte seleccionado en el arbol filogenético (Figura 17). En contraste, el
enfoque adoptado en este trabajo utiliza un criterio sistematico y reproducible para la definicién de

clusters. Como consecuencia, algunos grupos Salnt filogenéticamente cercanos —como Sa2Int, Sa4int
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y SabInt— se agrupan dentro de un mismo cluster en el esquema propuesto (cluster 1), reflejando su

alta similitud de secuencia a escala global.
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Figura 17: Andlisis filogenético de integrasas

Los clusters de integrasas definidos en la Fase | constituyen grupos evolutivamente coherentes
derivados de un andlisis no supervisado basado exclusivamente en la similitud global de secuencia.
Estos grupos proporcionan un marco de referencia objetivo que permite transformar el problema de
clasificacidn de integrasas en un enfoque supervisado, donde cada secuencia puede ser representada

cuantitativamente en funcién de su relacién con los clusters previamente definidos. En este contexto,
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los clusters obtenidos se utilizaron como clases de entrenamiento para el desarrollo de un clasificador

automatico destinado a la asignacion de nuevas integrasas a los grupos definidos.

Andlisis supervisado

Debido al tamaiio limitado del conjunto de datos y a la elevada similitud existente entre muchas de
las integrasas analizadas, no se realizé una particidn fija en conjuntos de entrenamiento y prueba. En
su lugar, la capacidad de las caracteristicas definidas para discriminar entre los clusters fue evaluada
mediante un enfoque supervisado utilizando un clasificador k-nearest neighbors (kNN) combinado con
validacidn cruzada Leave-One-Out (LOOCV). Este esquema permite maximizar el uso de la informacion
disponible y resulta particularmente adecuado para conjuntos de datos con clases de tamafio reducido

o desbalanceadas.

Cada integrasa fue representada mediante un vector de caracteristicas construido a partir de su
distancia evolutiva promedio a cada uno de los clusters definidos en la Fase |, calculada a partir de la
matriz de distancias aminoacidicas globales. En este espacio de caracteristicas, la clase asociada a cada
instancia correspondié al cluster asignado previamente en la Fase |, permitiendo evaluar en qué
medida dicha representacién captura informacion suficiente para discriminar entre los distintos

grupos.

Precision del clasificador kNN segtn el nimero de vecinos (LOOCYV)

0.98

Accuracy (LOOCY)

1 3 3 7 9 11 13 15 17 19 21 23
Ndmero de vecinos (k)

Figura 18: Evaluacion del desempeiio del clasificador k-Nearest Neighbors (kNN) mediante validacion cruzada leave-one-out

(LOOCV) para distintos valores del pardmetro k.

La performance del clasificador kNN fue evaluada explorando distintos valores del parametro k (Fig.

18). Para valores pequefios de k, el modelo mostré un desempefio elevado, con una precision maxima
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del 100 % para k = 1 y valores de precisién muy similares parak =3y k=5 (accuracy =0.992). A medida
que k aumentd, se observé una disminucién progresiva de la precisién global, alcanzando valores
cercanos a 0.954 para k > 11, lo que sugiere una pérdida de resolucién asociada a la incorporacién de

vecinos mas lejanos en el espacio de distancias.

Si bien el valor k = 1 presentd la mayor precision, se seleccioné k = 3 como valor éptimo, ya que
proporciona un mejor equilibrio entre sensibilidad a la estructura local del espacio de caracteristicas
y robustez frente a posibles efectos de ruido o asignaciones espurias. Este criterio permitid evitar el
sobreajuste potencial asociado a valores extremadamente bajos de k, manteniendo al mismo tiempo

una precisién global elevada.

La matriz de confusion obtenida a partir de la validacién LOOCV (Fig. 19) mostré un desempefio casi
perfecto del clasificador. La precision global alcanzada fue del 99.23 % (IC 95 %: 97.26—99.91 %), con
un valor de Kappa de 0.99, lo que indica un acuerdo casi perfecto entre las clases predichas y las clases
de referencia. La mayoria de los clusters fueron clasificados sin errores, con valores de sensibilidad y

especificidad iguales a 1.0.

Matriz de confusion del clasificador KNN (LOOCYV)
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Figura 19: Matriz de confusion obtenida mediante validacion cruzada leave-one-out (LOOCV) del clasificador k-Nearest

Neighbors (k = 3), entrenado sobre el espacio de distancias aminoacidicas entre integrasas de referencia

El Unico error observado correspondid a ambas integrasas del cluster 9 que fueron clasificadas como
integrantes del cluster 7. Este resultado es consistente con la elevada similitud evolutiva entre ambos

grupos y con el reducido tamano del cluster 9, lo que limita la capacidad del clasificador para identificar
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vecinos cercanos representativos en el espacio de caracteristicas. No obstante, la ausencia de errores
sistematicos y el alto desempeiio general del modelo indican que las distancias promedio a clusters

constituyen una representacion adecuada para la clasificacién de integrasas.

El modelo entrenado con k = 3 fue almacenado y utilizado como clasificador de referencia para la
asignacion automatica de nuevas integrasas a los grupos ya definidos, y aplicado en la fase siguiente

para el analisis de integrasas provenientes de genomas fagicos no caracterizados.

Prediccion de clusteres en integrasas de nuevos fagos

Con el objetivo de asignar automaticamente grupos a integrasas no caracterizadas previamente, se
aplicé el modelo supervisado kNN entrenado sobre el conjunto completo de integrasas agrupadas en
13 clusters (Fases | y II). El modelo final, validado mediante validacion cruzada leave-one-out (LOOCV),
utiliza como variables predictoras las distancias medias de cada integrasa a los clusters definidos a

partir del analisis no supervisado.

El clasificador fue aplicado a las integrasas correspondientes a 14 fagos adicionales, que no habian
sido utilizadas durante la etapa de entrenamiento del modelo. Para cada integrasa, se calculé su vector
de caracteristicas en el mismo espacio de distancias empleado para el entrenamiento y se procedid a
su clasificacion utilizando el valor éptimo del parametro k (k = 3), seleccionado en base al desempefio

del modelo durante la fase de validacién.

El modelo permitié asignar cada una de las integrasas analizadas a uno de los grupos definidos,
proporcionando una clasificacién consistente con la estructura jerdrquica observada en el
dendrograma de referencia. Las asignaciones obtenidas reflejaron la proximidad evolutiva de las
nuevas integrasas a los grupos previamente definidos, reforzando la validez bioldgica de los clusters y

su capacidad para generalizar a secuencias no incluidas en el conjunto de entrenamiento.

En todos los casos analizados, las integrasas no anotadas presentaron una cercania dominante a un
Unico grupo Salnt, reflejada en valores de confianza méaximos del clasificador (confianza= 1). Esto
indica que los tres vecinos mas préximos en el espacio de distancias (k=3) pertenecieron de manera
consistente a un mismo clister, resultando en predicciones inequivocas y sin evidencia de

asignaciones ambiguas o intermedias entre grupos.

El conjunto de las integrasas identificadas en los fagos analizados correspondieron a integrasas del
tipo serina (S-Int) o tirosina (T-Int), confirmando la naturaleza temperada de estos fagos. Todas las
integrasas de nuestros fagos se encuentran en alguno de los grupos mdas numerosos (1, 6, 7 o 3) (Tabla
11) diferenciandose de la clasificacion propuesta por Goerke et. al. (Fig. 17) donde las integrasas de

vB_SauS_Mh1yvB_Saus_320 se ubicaban en singletons (Sa9Int y Sa4Int respectivamente).
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Tabla 11: Resultados de la prediccion del grupo de integrasas y su relacion con los grupos segun Goerke.

Fago Cluster predicho Confianza Grupo Goerke
vB_SauS_277g 7 1 Sa7lnt
vB_SauS_287 6 1 Sallnt
vB_SauS_308 1 1 Sabint
vB_SauS_320 1 1 Sadint
vB_SauS_321c 6 1 Sa5Int
vB_SauS_690 1 1 Sa2int
vB_SauS_713 6 1 Sallnt
vB_SauS_760 7 1 Sa7int
vB_SauS_775 7 1 Sa7lnt
vB_SauS_832 7 1 Sa7int
vB_SauS_173 6 1 Sa5Int
vB_SauS_Mh1 3 1 Saglint
vB_SauS_Mh15 7 1 Sa7lnt
vB_SauS_Mh4 7 1 Sa7Int

El hecho de que todas las integrasas analizadas hayan sido clasificadas con valores maximos de
confianza indica que estas secuencias no ocupan posiciones intermedias o ambiguas en el espacio de
distancias, sino que se integran claramente dentro de linajes previamente definidos. Esto sugiere que
los grupos capturan sefiales evolutivas robustas que trascienden diferencias menores de secuencia y

que son conservadas incluso en integrasas provenientes de fagos no caracterizados previamente.

Asimismo, la alta homologia observada entre las integrasas de los fagos analizados y las secuencias de
referencia refuerza la hipdtesis de que estos fagos comparten estrategias lisogénicas similares,
coherentes con su clasificacién como fagos temperados. En este contexto, la asignacion a grupos
especificos puede considerarse un proxy de propiedades bioldgicas conservadas, tales como la
especificidad del sitio att, el tipo de integrasa (serina o tirosina) y la organizacion del médulo de

lisogenia.

En conjunto, estos resultados indican que el enfoque basado en distancias promedio a clusters
evolutivamente definidos no solo reproduce clasificaciones previamente reportadas, sino que ademas
evita la fragmentacidn artificial en singletons cuando existen relaciones de similitud global robustas.

Este comportamiento resulta particularmente relevante para la clasificacién de nuevos fagos, donde
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el tamafio reducido del conjunto de referencia puede sesgar enfoques puramente filogenéticos o

basados en dominios individuales.

Empaquetamiento del ADN y morfogénesis de capside

El mdédulo de empaquetamiento del ADN y de la cdpside incluye las proteinas responsables del
reconocimiento, procesamiento y translocaciéon del genoma viral hacia el interior de las capsides
previamente ensambladas, constituyendo un paso esencial para la formacién de particulas fagicas
infectivas. En todos los genomas analizados, este mddulo contiene al menos una terminasa de
subunidad grande (TerL), acompafiada por proteinas asociadas a la capside y, en algunos casos, por

una proteasa de procapside.

Andlisis de proteinas especificas

El andlisis de la organizacion génica y de la arquitectura de dominios de las proteinas TerL permitio
inferir el mecanismo de empaquetamiento del ADN. En 11 de los 14 fagos estudiados, las TerlL
presentan dominios PF03237 o la combinacion PF04466—PF17288, junto con longitudes relativamente
homogéneas (=408-448 aminodcidos) (Tabla 12). En estos fagos no se detectaron proteasas de pro-
capside asociadas al médulo de empaquetamiento. Este conjunto de caracteristicas es consistente con

un mecanismo de empaquetamiento tipo pac.

Tabla 12: Caracteristicas de las terminasas largas de los 14 fagos temperados

Longitud Dominios Dominios Estrategia
TerL (aa) funcionales (TerL) funcionales empaquetamiento
(proteasa) inferida
vB_SauS_287 408 PF03237 - TerL P22-like, pac
vB_SauS_760
vB_SauS_173
vB_SauS_Mh1

vB_SauS_Mh15

vB_SauS_713 426 PFO4466_PF17288

vB_SauS_277g 430

vB_SauS_321c 448

vB_SauS_775

vB_SauS_832

vB_SauS_Mh4

vB_SauS_308 565 PF04586 PF03354_PF20441 TerL HK97-like, cos
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vB_SauS_320 567 PF0O0574
vB_SauS_690

En contraste, los fagos vB_SauS_320, vB_SauS_690y vB_SauS_308 presentan TerL de mayor longitud
(=565-567 aminoacidos), con dominios PF03354—PF20441, tipicamente asociados a sistemas de
empaquetamiento tipo cos. En estos genomas, el médulo de empaquetamiento incluye ademas una
serina proteasa de la procapside, una proteina caracteristica de fagos con extremos cohesivos. En el
caso de vB_SauS_308, se identificd una serina proteasa de la procapside (gp50) dentro del mdédulo de

empaquetamiento; este tipo de proteasa es caracteristica de los fagos de tipo cos.

Organizacion general del médulo
La organizacion del mdédulo de empaquetamiento mostrd un patrén conservado segln pertenezcan a

uno u otro mecanismo de empaquetamiento, mostrando dos subgrupos para cada uno (Fig. 20).

Organizacion del modulo de empaquetamiento del ADN y morfogénesis de capside
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Figura 20: Organizacién del médulo de empaquetamiento del ADN y morfogénesis de cdpside

Los fagos clasificados como tipo pac presentan una organizacién mas médulos de empaquetamiento
compactos y altamente conservados, mientras que los fagos tipo cos exhiben una arquitectura génica

diferenciada, con la presencia adicional de la proteasa de procapside y terminasa de mayor tamafio.
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Las inferencias obtenidas a partir del analisis de dominios, longitudes proteicas y organizacion génica
del mdédulo de empaquetamiento (Método 2) resultaron concordantes con las predicciones basadas
en el andlisis filogenético de las proteinas TerL (Método 1), reforzando la asignacion de los

mecanismos de empaquetamiento dentro de los diferentes clusteres de fagos analizados.

Casete de morfogénesis de cola

Con el objetivo de caracterizar el mddulo de reconocimiento al hospedador de los fagos analizados,
se examind la organizacion génica del médulo de morfogénesis de cola, haciendo especial énfasis en
la posicion, diversidad y relaciones de las proteinas de medicidon de cola (Tape Measure Proteins,

TMPs) y de las Proteinas de Unidn al Receptor (Receptor Binding Proteins, RBPs).

Organizacion general

El analisis comparativo de los genomas reveld una organizacién altamente conservada en todos los
fagos estudiados. En cada genoma, este casete se extiende desde el gen que codifica para una proteina
de cola no especifica (dominio PF04883 o TIG1725 en vB_SauS_308) hasta inmediatamente antes del

casete de lisis, manteniendo un orden génico similar entre fagos (Fig. 21).

Organizacion del médulo de reconocimiento al hospedador
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Figura 21: Organizacion del moédulo reconocimiento del hospedador
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Podemos observar 4 grupos bien definidos, en concordancia a los hallazgos del Método 1, donde: el
fago vB_SauS_308 tiene una organizacién extremadamente disimil al resto de los grupos vy, los fagos
vB_SauS_320y vB_SauS 690 tienen a su comienzo los genes que codifican la proteina mayor de cola
(MTP) seguidas por una proteina con funcion adicional (domino Ig-like protein), no poseen ningun
dominio con funcién hidrolasa y solo una proteina superior de la placa base (BppU). Siendo relevante,
en ambos grupos, la diferencia en la longitud de la TMP coincidente con arquitecturas de dominios
funcionales distintas a otros grupos (Tabla 13). Los dos grupos restantes, formados por los
representantes de fagos vB_SauS_277g y vB_SauS_287, son mas similares entre ellos pero con
diferencias claves: tanto la MTP como la proteina distal (Dit) del grupo vB_SauS 287 no fueron
reconocidas con la anotacion en base a dominios funcionales y, por lo tanto, figuran como proteina
hipotéticas, aunque por contexto se podria decir que se encuentran 3 genes corriente arriba de la TMP
y un gen corriente abajo respectivamente; ademas, el segundo gen del médulo que codifica para un
proteina de cola tiene un dominio PF11367 a diferencia del grupo de vB SauS_277g que no se

encontrd ningln dominio conocido.

A pesar de pequefas variaciones en longitud y contenido génico, el nimero total de proteinas
codificadas dentro del casete de cola fue notablemente similar entre los distintos genomas, oscilando
entre 13 y 18 proteinas por fago. En particular, la mayoria de los fagos presenté entre 15 y 16
proteinas, lo que sugiere una fuerte conservacion estructural del médulo. El fago vB_SauS_308 es el
gue menos genes posee, careciendo de BppU, pero tiene, sin embargo, una proteina distal (DiT) y una

lisina (TaL) particularmente largas en comparacion al resto de los fagos.

Un rasgo recurrente fue que las tltimas proteinas del casete, ubicadas inmediatamente antes del inicio
del mddulo de lisis, se anotaron sistemdticamente como proteinas hipotéticas, sin dominios
funcionales conocidos. Esta observacidn fue consistente en todos los genomas analizados y sugiere un

posible rol estructural o regulatorio auin no caracterizado dentro del médulo de cola.

Es relevante mencionar que, debido a la anotacién no curada, la TMP del fago Mh15 pareceria estar

entrecortada, asi como del segundo al cuarto gen de vB_SauS_287.

Tape Measure Proteins (TMPs)

En todos los fagos analizados se identificé una Unica TMP por genoma, localizada en una posicion
conservada dentro del casete. Sin embargo, estos genes mostraron una alta variabilidad en longitud,
con tamanos que oscilaron entre aproximadamente 700 (probable error de anotacidon en

vB_SauS_Mh15) y 6200 nucledtidos (Figura 22).
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Variabilidad en la longitud de las Tape Measure Proteins
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Figura 22: Variabilidad en la longitud de las TMPs por fago

El andlisis de dominios Pfam reveld la presencia de dos arquitecturas principales de TMPs. Un
subconjunto de fagos codificé TMPs largas que contienen los dominios PhageMin_Tail (PF10145) y
Peptidase_M23 (PF01551) (fagos vB_SauS 308, vB_SauS 320 y vB_SauS_690), mientras que otro
grupo presenté TMPs mas cortas enriquecidas en repeticiones ARM (SSF48371). En dos casos
particulares se identificaron TMPs cortas con el dominio PF05017, previamente asociado a proteinas

de medicién de cola en otros fagos (Tabla 13).

Tabla 13: Andlisis de las TMPs de fagos del laboratorio

Id Proteina Longitud (nt.) Dominios Nombres dominios
58 6200 PF10145_PF01551 PhageMin_Tail,

59 Peptidase_M23

64 4649

57 3467 SSF48371 ARM repeat

54 3467

64 3467

56 3464

59 3464

62 3464
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3128

2885
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2870 PF05017 TMP
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Estas diferencias en longitud y composicién de dominios sugieren la existencia de estrategias
estructurales alternativas para la determinacion de la longitud de la cola, manteniendo no obstante

una posicion gendmica conservada.

Identificacion de las RBPs candidatas

Dado que las RBPs suelen estar pobremente anotadas a nivel funcional, se adoptd una estrategia
posicional para su identificacion. Para cada genoma, se definié una regiéon candidata a RBPs
comprendida entre la TMP y el fin del casete. Dentro de esta region se extrajeron todas las proteinas
codificadas, obteniéndose un conjunto de 133 proteinas candidatas distribuidas entre los distintos

fagos.

Identidad de secuencia entre RBPs

igenncac
10

I i
50

25
0

Figura 23: Heatmap de identidad porcentual (PID) entre RBPs candidatas y RBPs de referencia.

Con un”*” se muestran las RBPs de referencia
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Para evaluar la relacion evolutiva entre las RBPs candidatas y RBPs previamente caracterizadas, se
realizé6 un alineamiento multiple conjunto que incluyd tanto las proteinas candidatas como un
conjunto de RBPs de referencia descritas en la literatura. A partir de este alineamiento se calculd la

identidad porcentual par-a-par (PID) (Anexo Tabla 17) y se construyd un heatmap de similitud (Fig.23).

El analisis del heatmap revelé la formacidon de nueve grandes grupos principales, en los cuales varias
RBPs candidatas se agruparon estrechamente con RBPs de referencia especificas (las dos RBPs
conocidas de ®11 y80a). En particular, esas dos proteinas de referencia mostraron altos valores de
identidad (>85-95%) con las proteinas menores de cola (mTP) de once fagos nuestros, indicando una
fuerte conservacion de secuencia. Resulta llamativo que, los tres fagos restantes son vB_SauS_320,
vB_SauS 690y vB_SauS_308, los mismos que muestran una organizacién genémica muy disimil a los
fagos restantes y TMPs también distintas. En esos casos, el porcentaje de identidad fue de 40.54%
paravB_SauS_320yvB_SauS_690y 20% para vB_SauS_308 (Fig. 24). A su vez, vB_SauS_308 es el tinico
fago cuya RBP no se encuentra en una mTP sino que, ademas, es una proteina hipotética cuya distancia

ala TMP es el doble (en nt.) que las otras RBPs.

Similitud entre RBPs candidatas y RBPs de referencia

PID (%)

75

50

25

RBP candidata

0

: RBP de refe‘r.;zr.;;:.ia .
Figura 24: Porcentaje de identidad de secuencia entre RBPs de referencia y candidatas

Mddulo de Lisis
Los bacteriéfagos dependen de la expresidon coordinada de los genes del mdédulo de lisis —holina y

endolisina— para liberar exitosamente las particulas virales producidas durante el ciclo replicativo. La
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divergencia de secuencia de dichos genes o productos génicos ha sido utilizada como criterio para
clasificar fagos estafilocécicos Las holinas son proteinas formadoras de poros que se insertan en la
membrana citoplasmatica y permiten la translocaciéon de las endolisinas, enzimas con actividad
hidrolasa que degradan el peptidoglucano bacteriano. Las endolisinas se caracterizan por poseer un
dominio de unidn a la pared celular (CBD) y uno o mds dominios enzimaticamente activos (EAD) con

actividad litica que actuan sobre enlaces peptidicos o glicosidicos del peptidoglucano.

Andlisis estructural preliminar del mddulo de lisis

En una primera aproximacion (Método 1), se analizaron las holinas codificadas por los fagos
estudiados, observandose longitudes génicas que oscilaron entre 255 y 438 nucledtidos, con valores
discretos de 438, 303, 276 y 255 nt. Estos tamafios coinciden con los polimorfismos de longitud
previamente reportados para holinas de fagos estafilocdcicos (486, 438, 435, 423, 303, 276, 273, 255

y 216 nt), lo que respalda la correcta identificacion de este componente del médulo de lisis.

En paralelo, el andlisis manual de las endolisinas basado en arquitectura de dominios permitié una
clasificacidn inicial en cinco tipos funcionales (Tipos | a V). Sin embargo, durante esta etapa se
detectaron ambigliedades asociadas a la anotaciéon automatica de dominios Pfam, particularmente en
el reconocimiento de dominios tipo SH3 en CBDs no homdlogos, lo que dificultd la discriminacién

directa entre ciertos tipos de endolisinas.

Curacion del conjunto de datos y entrenamiento del clasificador SVM (Método 2)

Para resolver estas limitaciones, se desarrollé un clasificador supervisado basado en Support Vector
Machines (SVM), entrenado sobre un conjunto curado de 295 endolisinas. El modelo utilizé un kernel
Gappy Pair (k = 1, m = 2), adecuado para capturar patrones locales de secuencia aminoacidica
relevantes para la funcidon. Dado el fuerte desbalance entre clases (Fig. 25), se implementd un
esquema de pesos de clase, permitiendo penalizar diferencialmente los errores en los grupos

minoritarios y evitar un sesgo hacia las clases mas representadas.

El conjunto de datos fue dividido aleatoriamente en un 70% para entrenamiento (N = 206) y un 30%
para prueba (N = 89). El desempefio del modelo se evalué mediante multiples métricas
complementarias, mostrando un rendimiento global elevado, con una exactitud (accuracy) del 98,9%
y una exactitud balanceada (balanced accuracy) del 95%, indicando un desempefio robusto incluso en
presencia de clases minoritarias. El coeficiente de correlacion de Matthews (MCC = 0,981) confirmé la

alta calidad de la clasificacién multiclase.
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Cantidad de endolisinas por tipo

180
Tipo
100
= | K
3 M-
{
]
Q

[

Tipo de endolisinas

Figura 25: Cantidad de endolisinas por tipo (Tipo_I a Tipo_V, se excluye Tipo_VI del andlisis)

El analisis por clase revelé sensibilidades del 100% para los grupos 1, 3, 4 y 5, mientras que el grupo 2
—el menos representado en el dataset— presentd una sensibilidad del 75%, aunque con una
especificidad del 100%. Estas métricas reflejan que el uso de pesos de clase permitié mitigar

eficazmente el desbalance sin sacrificar la precision global del modelo.

Matriz de confusion del clasificador de endolisinas

5 ] 0 ] 0 4
4 0 0 ] 17 0
- N° secuencias
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B 40
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& 20
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Figura 26: Matriz de confusion del clasificador de endolisinas
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La figura 26 muestra la matriz de confusidon del clasificador SVM, donde se observa una
correspondencia casi perfecta entre las clases reales y las predichas, con un nimero minimo de errores

concentrados en los grupos minoritarios.

Por su parte, la figura 27 presenta la distribucion de longitudes proteicas de las endolisinas utilizadas
durante la curacidn del dataset. Este andlisis permitié identificar y excluir secuencias con longitudes
atipicas(<200aa.), asegurando la homogeneidad estructural de los grupos y contribuyendo a la

estabilidad del modelo.

Longitud de secuencias por tipo de endolisinas

800

Tipo

Longitud

400

SUSISHISE

1 2 3 4
Tipo de endolisinas

n

Figura 27: Longitud de secuencias de aminodcidos de endolisinas segtn el tipo

Prediccion de endolisinas en nuevos fagos y comparacion con el Método 1
Una vez validado, el modelo SVM fue aplicado a la prediccion del tipo funcional de 14 endolisinas
correspondientes a fagos activos contra S. aureus. Todas las secuencias fueron asignadas de manera

inequivoca a uno de los cinco grupos definidos.

Los resultados obtenidos coincidieron plenamente con la clasificacidn manual previamente reportada
mediante el Método 1 (Tabla 14), lo cual era esperable considerando el alto desempefio del modelo.
Esta concordancia valida tanto la aproximacién manual inicial como la capacidad del clasificador para

generalizar correctamente sobre nuevas secuencias.
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En todos los fagos analizados, los dominios cataliticos correspondieron a un dominio CHAP (cisteina-
histidina-dependiente amidohidrolasa/peptidasa) y un dominio amidasa (AMI) de tipo 2 o0 3, con la
Unica excepcidn del fago vB_SauS_ 308, cuya endolisina presenta exclusivamente un dominio CHAP.

Este fago fue clasificado de manera consistente como portador de una endolisina Tipo I.

Integracion funcional holina—endolisina
La integracidn de las predicciones de endolisinas con la informacidn de holinas permitié caracterizar

de manera completa el mddulo de lisis de cada fago. Se observé que:

e Seis fagos presentaron endolisinas Tipo Il asociadas a holinas de 438 nt.
e Cinco fagos mostraron endolisinas Tipo IV junto con holinas de 303 nt.
e Dos fagos poseian endolisinas Tipo V y holinas de 276 nt.

e Un unico fago (vB_SauS_308) presentd una endolisina Tipo | asociada a una holina de 255 nt.

Esta correspondencia refuerza la existencia de combinaciones funcionales conservadas entre holinas

y endolisinas, sugiriendo una co-evolucidon de ambos componentes del mdédulo de lisis.

Un caso particular lo constituye el fago vB_SauS_Mh15, cuya endolisina esta codificada por dos genes
adyacentes separados por un intrén de grupo |, una caracteristica previamente reportada en fagos
estafilocécicos como K, X2, G1 y 85. Determinar si ambos genes forman parte de una Unica endolisina

funcional requerira evidencia experimental adicional.

Tabla 14: Resultados del andlisis del casete de lisis para los catorce fagos

Prediccion Tipo Clasificacion manual  Holina (nt.) Holina (Pfam)
vB_SauS_308 1 | 255 PF04531
vB_SauS_321c 3 1] 438 PF0O4531
vB_SauS_760
vB_SauS_173
vB_SauS_Mh1
vB_SauS_Mh4

vB_SauS_Mh15

vB_SauS_277g 4 \Y 303 PF04688
vB_SauS_320

vB_SauS_690

vB_SauS_775

vB_SauS_832

vB_SauS_287 5 v 276 PF04688
vB_SauS_713
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La concordancia entre la clasificacion manual y la prediccién automatica refuerza la utilidad del
enfoque supervisado no solo como herramienta de validacidon, sino como un método escalable para

la anotacidn funcional de endolisinas en grandes conjuntos de fagos gendmicamente caracterizados.

Analisis de endolisinas con ausencia de CBDs

Los dominios de unién a la pared celular (CBDs, cell wall binding domains) de las endolisinas son
componentes clave para la interaccidon rapida y de alta afinidad con la bacteria hospedadora.
Dependiendo del epitopo reconocido, estos dominios pueden modular tanto la especificidad del
reconocimiento como la eficiencia de la actividad catalitica de la enzima litica (125). En este contexto,
resulta particularmente llamativa la ausencia de CBDs anotados en las endolisinas de tipo | y tipo V vy,

especificamente, en las endolisinas de vB_SauS_308 (Tipo 1) y vB_SauS_287 y vB_SauS_713 (Tipo V).

Con el objetivo de evaluar si esta ausencia correspondia a una verdadera falta de dominios de unién
o, alternativamente, a la presencia de dominios estructuralmente conservados, pero no detectables
mediante métodos basados en similitud de secuencia, se realizé un analisis estructural comparativo

mediante prediccion de estructura tridimensional.

Las estructuras de las endolisinas fueron predichas utilizando AlphaFold. En todos los casos, los
modelos obtenidos presentaron valores elevados de confianza, con puntuaciones pLDDT superiores a
70 en la mayor parte de la estructura, y valores menores en las regiones de enlace (linkers) entre
dominios, lo cual es consistente con la mayor flexibilidad esperada en dichas regiones. Estos

resultados indican una alta confiabilidad global de las estructuras predichas.

Las estructuras modeladas fueron posteriormente alineadas y superpuestas utilizando ChimeraX. La
comparacion estructural entre las endolisinas de vB_SauS_308 y vB_SauS_277g, asi como entre
vB_SauS_713 y vB_SauS_277g, mostré un buen alineamiento global, con diferencias locales

principalmente en la disposicidn de laminas B y hélices a (Figura 28).

A pesar de estas variaciones estructurales, el analisis reveld la presencia de un plegamiento
compatible con dominios funcionales del tipo SH3, aunque no idénticos a los CBDs clasicos
previamente caracterizados. Este resultado sugiere que, aun en ausencia de dominios anotados por
herramientas de deteccidon basadas en secuencia, estas endolisinas podrian conservar regiones

estructurales con potencial capacidad de interaccion con la pared celular bacteriana.

Desde un punto de vista aplicado, estos hallazgos resultan relevantes para el disefio racional de

endolisinas sintéticas y quiméricas, ya que evidencian la posibilidad de identificar y reutilizar dominios

91



RESULTADOS Y DISCUSIONES

estructurales funcionales no evidentes a nivel de secuencia, ampliando el repertorio de mddulos

disponibles para la construccién de enzimas liticas con propiedades optimizadas.

A) vB_SauS_277g vs vB_SauS_713

Created in BioRender.com bio

Figura 28: Alineamiento estructural de las endolisinas modeladas mediante AlphaFold. A) vB_SauS_277g (grupo IV, en

magenta) y vB_SauS_713 (grupo V, en celeste). B) vB_SauS_277g (magenta) y vB_SauS_308 (grupo |, en verde).

En conjunto, el analisis estructural sugiere que la ausencia de CBDs detectables a nivel de secuencia
en determinadas endolisinas no implica necesariamente la falta de regiones funcionales implicadas en

la interaccién con la pared celular bacteriana. La conservacién de plegamientos compatibles con
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dominios tipo SH3 indica que estos mdédulos podrian mantenerse a nivel estructural pese a una baja
similitud de secuencia, lo que limita su deteccién mediante enfoques bioinformaticos cldsicos. Este
hallazgo refuerza la importancia de complementar los andlisis basados en dominios con herramientas
de prediccidén estructural, particularmente en sistemas altamente mosaicos como los genomas
fagicos. Asimismo, pone de manifiesto la plasticidad evolutiva de los mddulos de lisis y abre la
posibilidad de que endolisinas sin CBDs anotados conserven mecanismos alternativos de

reconocimiento del hospedador, con implicancias tanto evolutivas como biotecnolégicas.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se anotaron y publicaron 14 nuevos genomas de bacteriéfagos activos contra
Staphylococcus aureus, contribuyendo al repositorio publico de secuencias y posicionando a la
produccién local dentro de los diez paises con mayor nimero de genomas de fagos depositados.
Paralelamente, se construyd una base de datos local que integra 524 genomas de fagos estafilocécicos
y un total de 62.440 proteinas, constituyendo un recurso robusto para estudios comparativos y analisis
a gran escala. Este conjunto de datos puso en evidencia, ademds, el aumento reciente en la
secuenciacién de fagos jumbo, los cuales representan un reservorio particularmente relevante de

diversidad genética para futuros estudios funcionales y evolutivos.

Se desarrollé y validé un flujo de trabajo bioinformdtico orientado a la semi-automatizacion de la
anotacién gendmica y el analisis modular de fagos. Este enfoque permitié reducir drasticamente los
tiempos de analisis —de meses a minutos— facilitando la integracién de estudios in silico con
experimentos de wet-lab, y reservando la curacién manual para etapas criticas del proceso. La
modularidad y reproducibilidad del pipeline lo convierten en una herramienta escalable y adaptable a

nuevos conjuntos de datos.

El andlisis funcional y estructural de los mddulos gendmicos permitié profundizar en los determinantes
moleculares asociados a la biologia de los fagos estafilocdcicos. En particular, se evidencid la
localizacién y posible organizacién estructural de dominios de unién a la pared celular (CBDs) de
endolisinas previamente no caracterizados. De manera independiente y concomitante a este trabajo,
uno de estos dominios fue incorporado a la base de datos InterPro en junio de 2024 (126), lo que

refuerza la relevancia y validez del analisis realizado.

Asimismo, en comparacion con estudios previos, se identificd en el fago vB_SauS_308 la presencia de
un factor de virulencia (PVL) que no habia sido reconocido con anterioridad, subrayando la
importancia de revisitar genomas previamente anotados mediante enfoques integradores vy

actualizados.

En relacion con el mddulo de lisogenia, se propuso una nueva clasificacién de integrasas basada en
similitud global de secuencia, independiente de reconstrucciones filogenéticas tradicionales y del
punto de corte seleccionado por el operador. Este enfoque permitié definir grupos evolutivamente
coherentes de manera objetiva y reproducible, resolviendo limitaciones asociadas a la fragmentacién

en singletons y proporcionando un marco sélido para la clasificacion automatica de nuevas integrasas.

Desde una perspectiva metodoldgica, el pipeline desarrollado para integrasas separa explicitamente

la definicién de los grupos evolutivos (enfoque no supervisado) de la asignacidon automatica de nuevas
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secuencias (enfoque supervisado), alinedndose con buenas practicas bioinformaticas y criterios
bioldgicos robustos. Esta estrategia no solo reproduce clasificaciones previamente reportadas, sino
gue mejora la generalizacion y estabilidad del analisis frente a conjuntos de datos heterogéneos o

incompletos.

De manera complementaria, el clasificador supervisado basado en Support Vector Machines (SVM)
desarrollado para la clasificacion funcional de endolisinas demostré un desempefio elevado vy
consistente. La alta concordancia entre las predicciones automaticas y la clasificacion manual, junto
con la coherencia observada entre holinas y endolisinas dentro del médulo de lisis, respalda la
aplicabilidad del modelo como una herramienta confiable para el andlisis sistemdtico de fagos
estafilocdcicos. Este enfoque permite automatizar procesos tradicionalmente manuales y constituye
una base sdlida para futuros estudios orientados al disefio racional de aplicaciones terapéuticas

basadas en fagos.

Finalmente, el conocimiento generado sobre los determinantes gendmicos y proteicos involucrados
en la interaccién fago—hospedador sienta las bases para el disefio racional de cécteles de fagoterapia
dirigidos a maximizar el rango de hospedadores de S. aureus. En este contexto, los resultados
obtenidos contribuyen no solo al desarrollo de herramientas bioinformaticas avanzadas, sino también
a la comprensién de procesos biolégicos fundamentales, como la co-evolucidn entre fagos y bacterias

y el impacto de los fagos en la evolucién de S. aureus.
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Consideraciones especiales

Todas las bases de datos utilizadas en este trabajo fueron actualizadas en febrero de 2025.
Especificamente para las secuencias de bacteriéfagos, no se esperaria a posterior un gran nimero de
secuencias nuevas en base de datos del NCBI y, en consecuencia, que represente un cambio en la

tendencia de los analisis.

Este trabajo fue realizando utilizando R Software (versién 4.4.2) en la aplicacion R Studio (versién
2025.09.2) en Windows 11Pro (versién 24H2). Recursos claves como librerias de R o softwares de uso

externo se resumen en la tabla 18.

Tablas

Tabla 15: Secuencias de bacteriofagos eliminadas de la base de datos

Nombre Bacteriofago (d]]

phiSa2wa-st5.3 2309819071
phiSa2wa-st5.4 2309819147
phiSa2wa-st5.8 2320102815
phiSa2wa-st5.9 2320102891
vB_SauR_MO29M 2753834889
SP6 402761649
SA537ruMSSAST97 1432226297
phiSa2wa-st80.2 2416400196
phiSa2wa-st80.4 2416400265
phiSa2wa_st93mssa 1321071470
Sa2wa_st8 1700519185
Sb1M_9832 1817916759
SAOMS1 1971775925
VB_SavM_JYLO1 1471157087
LSA2308 1955069323
PVL-Sa2GN1 1013822632
v_SauR_MO029B 2753834909
SpT252 1103735309
S-CoN_Ph22 2582090220
J2 2587925052
BESEP8 1867215600
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Tabla 16: Importancia de cada variable en el modelo RandomForest de clasificacion de fagos

VELELIE MeanDecreaseAccuracy MeanDecreaseGini




30,96
16,10
19,13

0,00
28,06
12,37

0,00

0,00
25,82
19,75

0,00
21,18
23,64
19,72
13,29
21,85
21,27
17,81
16,84

1,99
20,33

0,00
-1,48

0,00
33,31

0,00
-0,81
27,25
12,61
16,18
13,79

2,66

6,47

8,70
16,17
15,42
12,93

ANEXO

2,19
2,13
2,12
1,95
1,91
1,85
1,79
1,75
1,75
1,58
1,55
1,47
1,40
1,36
1,36
1,36
1,30
1,10
0,85
0,75
0,70
0,60
0,58
0,56
0,52
0,37
0,36
0,34
0,32
0,20
0,17
0,14
0,10
0,05
0,05
0,04
0,02
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6,92
10,94
0,00
0,00
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0,02
0,02
0,00
0,00

Tabla 17: Identidad porcentual par-a-par (PID) del alineamiento de RBPs candidatas vs. referencia y distancia a TMPs en pb

Id_candidato Id_referencia
NP_803298.1
YP_001285375.1
NP_803298.1
YP_001285375.1
NP_803298.1
NP_803298.1
YP_001285375.1
NP_803298.1
YP_001285375.1
NP_803298.1
YP_001285375.1
NP_803298.1
YP_001285375.1
NP_803298.1
YP_001285375.1
NP_803298.1
YP_001285375.1
NP_803298.1
YP_001285375.1
NP_803298.1
YP_001285375.1
NP_803298.1
YP_001285375.1
NP_803298.1
YP_001285375.1
NP_803298.1
YP_001285375.1

PID

97,63
97,64
87,02
87,16
20,00
40,94
40,55
94,95
95,12
40,94
40,55
94,48
95,590
88,13
88,41
97,16
98,27
97,48
97,63
88,09
88,43
90,51
88,25
87,46
88,45
97,64
97,63

Fago
vB_SauS_277g
vB_SauS_277g
vB_SauS_287
vB_SauS_287
vB_SauS_308
vB_SauS_320
vB_SauS_320
vB_SauS_321c
vB_SauS_321c
vB_SauS_690
vB_SauS_690
vB_SauS_713
vB_SauS_713
vB_SauS_760
vB_SauS_760
vB_SauS_775
vB_SauS_775
vB_SauS_832
vB_SauS_832
vB_SauS_173
vB_SauS_173

vB_SauS_Mh15
vB_SauS_Mh15

vB_SauS_Mh1
vB_SauS_Mh1
vB_SauS_Mh4
vB_SauS_Mh4

Distancia a TMP (nt.)

2885
2885
2866
2866
6500
2722
2722
2885
2885
2722
2722
2885
2885
2866
2866
2885
2885
2885
2885
2866
2866
2866
2866
2866
2866
2885
2885
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Tabla 18: Recursos claves

Softwares y Servicios
R

R Studio

Google Colab
AlphaFold 2
InterproScan

NCBI

AnnotationBustR
BiocManager
BiocParallel
Biostrings

dplyr
GenomelnfoDb
GenomicRanges
ggplot2

Gviz

Kebabs

kernlab

msa

read.gb

rentrez
Rsamtools

ShortRead

Material Suplementario

Fuente

(127)
(128)
(129)
(123)

(73,130)

(131)

(132)
(133)
(134)
(135)
(136)
(137)
(138)
(139)
(140)
(141)
(142)
(143)
(144)
(145)
(146)
(147)
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Identificador
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El siguiente codigo QR dirige al repositorio de GitHub que contiene el material suplementario asociado

a la presente tesis. Dicho material no fue incorporado al manuscrito principal debido a limitaciones de

extension, pero forma parte integral del trabajo desarrollado.

100



AAAAA




BIBLIOGRAFIA

Referencias

1. WHO Bacterial Priority Pathogens List 2024: Bacterial Pathogens of Public Health Importance,
to Guide Research, Development, and Strategies to Prevent and Control Antimicrobial Resistance. 1st
ed. Geneva: World Health Organization; 2024. 1 p.

2. Mancuso G, Midiri A, Gerace E, Biondo C. Bacterial Antibiotic Resistance: The Most Critical
Pathogens. Pathogens. 12 de octubre de 2021;10(10):1310. doi:10.3390/pathogens10101310

3. Nagel T, Musila L, Muthoni M, Nikolich M, Nakavuma JL, Clokie MR. Phage banks as potential
tools to rapidly and cost-effectively manage antimicrobial resistance in the developing world. Curr
Opin Virol. abril de 2022;53:101208. doi:10.1016/j.coviro.2022.101208

4, Wan F, Torres MDT, Peng J, De La Fuente-Nunez C. Deep-learning-enabled antibiotic discovery
through molecular de-extinction. Nat Biomed Eng. 11 de junio de 2024;8(7):854-71.
do0i:10.1038/s41551-024-01201-x

5. Pipito L, Rubino R, D’Agati G, Bono E, Mazzola CV, Urso S, et al. Antimicrobial Resistance in
ESKAPE Pathogens: A Retrospective Epidemiological Study at the University Hospital of Palermo, Italy.
Antibiotics. 12 de febrero de 2025;14(2):186. doi:10.3390/antibiotics14020186

6. Piewngam P, Otto M. Staphylococcus aureus colonisation and strategies for decolonisation.
Lancet Microbe. junio de 2024;5(6):e606-18. doi:10.1016/52666-5247(24)00040-5

7. Cervantes-Garcia E, Garcia-Gonzalez R, Salazar-Schettino PM. Caracteristicas generales del
Staphylococcus aureus.

8. Chambers HF, DeLeo FR. Waves of resistance: Staphylococcus aureus in the antibiotic era. Nat
Rev Microbiol. septiembre de 2009;7(9):629-41. doi:10.1038/nrmicro2200

9. Chiani P, Michelacci V, Delibato E, Ventola E, Mannan S, Marra M, et al. Survival and genomic
stability of Yersinia enterocolitica in environmental Acanthamoeba spp. Front Cell Infect Microbiol. 30
de octubre de 2025;15:1642352. doi:10.3389/fcimb.2025.1642352

10. Pires DP, Oliveira H, Melo LDR, Sillankorva S, Azeredo J. Bacteriophage-encoded
depolymerases: their diversity and biotechnological applications. Appl Microbiol Biotechnol. marzo de
2016;100(5):2141-51. doi:10.1007/s00253-015-7247-0

11. Deghorain M, Van Melderen L. The Staphylococci Phages Family: An Overview. Viruses. 23 de
noviembre de 2012;4(12):3316-35. doi:10.3390/v4123316

12. Gummalla VS, Zhang Y, Liao YT, Wu VCH. The Role of Temperate Phages in Bacterial
Pathogenicity. Microorganisms. 21 de febrero de 2023;11(3):541.
doi:10.3390/microorganisms11030541

13. Palma M, Qi B. Advancing Phage Therapy: A Comprehensive Review of the Safety, Efficacy,
and Future Prospects for the Targeted Treatment of Bacterial Infections. Infect Dis Rep. 28 de
noviembre de 2024;16(6):1127-81. doi:10.3390/idr16060092



BIBLIOGRAFIA

14. Kapoor A, Mudaliar SB, Bhat VG, Chakraborty |, Prasad ASB, Mazumder N. Phage therapy: A
novel approach against multidrug-resistant pathogens. 3 Biotech. octubre de 2024;14(10):256.
doi:10.1007/s13205-024-04101-8

15. Twort FW, Lond LRCP, M.R.C.S. AN INVESTIGATION ON THE NATURE OF ULTRA-MICROSCOPIC
VIRUSES. Vol. 186. 1915;186(4814):1241-3.

16. Publications Service. On an invisible microbe antagonistic toward dysenteric bacilli: brief note
by Mr. F. D’'Herelle, presented by Mr. Roux. Res Microbiol. septiembre de 2007;158(7):553-4.
doi:10.1016/j.resmic.2007.07.005

17. Subramanian A. Emerging roles of bacteriophage-based therapeutics in combating antibiotic
resistance. Front Microbiol. 5 de julio de 2024;15:1384164. doi:10.3389/fmicb.2024.1384164

18. Sukumaran AT, Nannapaneni R, Kiess A, Sharma CS. Reduction of Salmonella on chicken breast
fillets stored under aerobic or modified atmosphere packaging by the application of Iytic
bacteriophage preparation SalmoFreshTM,. Poult Sci. marzo de 2016;95(3):668-75.
doi:10.3382/ps/pev332

19. Gutiérrez D, Rodriguez-Rubio L, Ferndndez L, Martinez B, Rodriguez A, Garcia P. Applicability
of commercial phage-based products against Listeria monocytogenes for improvement of food safety
in Spanish dry-cured ham and food contact surfaces. Food Control. 1 de noviembre de 2016;73.
doi:10.1016/j.foodcont.2016.11.007

20. Soffer N, Woolston J, Li M, Das C, Sulakvelidze A. Bacteriophage preparation lytic for Shigella
significantly reduces Shigella sonnei contamination in various foods. Skurnik M, editor. PLOS ONE. 31
de marzo de 2017;12(3):e0175256. doi:10.1371/journal.pone.0175256

21. Kazi M, Annapure US. Bacteriophage biocontrol of foodborne pathogens. J Food Sci Technol.
marzo de 2016;53(3):1355-62. doi:10.1007/s13197-015-1996-8

22. Dhulipalla H, Basavegowda N, Haldar D, Syed |, Ghosh P, Rana SS, et al. Integrating phage
biocontrol in food production: industrial implications and regulatory overview. Discov Appl Sci. 7 de
abril de 2025;7(4):314. doi:10.1007/s42452-025-06754-3

23. Ranveer SA, Dasriya V, Ahmad MF, Dhillon HS, Samtiya M, Shama E, et al. Positive and negative
aspects of bacteriophages and their immense role in the food chain. Npj Sci Food. 3 de enero de
2024;8(1):1. doi:10.1038/s41538-023-00245-8

24. Comeau AM, Hatfull GF, Krisch HM, Lindell D, Mann NH, Prangishvili D. Exploring the
prokaryotic virosphere. Res Microbiol. junio de 2008;159(5):306-13.
doi:10.1016/j.resmic.2008.05.001

25. Ely B, Lenski J, Mohammadi T. Structural and Genomic Diversity of Bacteriophages. En:
Tumban E, editor. Bacteriophages: Methods and Protocols [Internet]. New York, NY: Springer US;
2024. p. 3-16. Disponible en: https://doi.org/10.1007/978-1-0716-3549-0_1 doi:10.1007/978-1-0716-
3549-0_1

26. Valencia-Toxqui G, Ramsey J. How to introduce a new bacteriophage on the block: a short
guide to phage classification. Mukhopadhyay S, editor. J Virol. 22 de octubre de 2024;98(10):e01821-
23. d0i:10.1128/jvi.01821-23

103



BIBLIOGRAFIA

27. Feiner R, Argov T, Rabinovich L, Sigal N, Borovok I, Herskovits AA. A new perspective on
lysogeny: prophages as active regulatory switches of bacteria. Nat Rev Microbiol. octubre de
2015;13(10):641-50. doi:10.1038/nrmicro3527

28. Howard-Varona C, Hargreaves KR, Abedon ST, Sullivan MB. Lysogeny in nature: mechanisms,
impact and ecology of temperate phages. ISME J. 1 de julio de 2017;11(7):1511-20.
do0i:10.1038/ismej.2017.16

29. Ofir G, Sorek R. Contemporary Phage Biology: From Classic Models to New Insights. Cell. marzo
de 2018;172(6):1260-70. doi:10.1016/j.cell.2017.10.045

30. Naureen Z, Dautaj A, Anpilogov K, Camilleri G, Dhuli K, Tanzi B, et al. Bacteriophages presence
in nature and their role in the natural selection of bacterial populations. Acta Bio Medica Atenei Parm.
9 de noviembre de 2020;91(13-S):e2020024. doi:10.23750/abm.v91i13-5.10819

31. Chung KM, Liau XL, Tang SS. Bacteriophages and Their Host Range in Multidrug-Resistant
Bacterial Disease Treatment. Pharmaceuticals. 16 de octubre de 2023;16(10):1467.
doi:10.3390/ph16101467

32. Tormo MA, Ferrer MD, Maiques E, Ubeda C, Selva L, Lasa |, et al. Staphylococcus aureus
Pathogenicity Island DNA Is Packaged in Particles Composed of Phage Proteins. J Bacteriol. abril de
2008;190(7):2434-40. doi:10.1128/1B.01349-07

33. Ubeda C, Olivarez NP, Barry P, Wang H, Kong X, Matthews A, et al. Specificity of staphylococcal
phage and SaPl DNA packaging as revealed by integrase and terminase mutations. Mol Microbiol. abril
de 2009;72(1):98-108. doi:10.1111/j.1365-2958.2009.06634.x

34, Sobral R, Tomasz A. The Staphylococcal Cell Wall. Fischetti VA, Novick RP, Ferretti JJ, Portnoy
DA, Braunstein M, Rood JI, editores. Microbiol Spectr. 19 de julio de 2019;7(4):7.4.12.
doi:10.1128/microbiolspec.GPP3-0068-2019

35. Wang M, Buist G, van Dijl JIM. Staphylococcus aureus cell wall maintenance —the multifaceted
roles of peptidoglycan hydrolases in bacterial growth, fitness, and virulence. FEMS Microbiol Rev. 28
de octubre de 2022;46(5):fuac025. doi:10.1093/femsre/fuac025

36. Moller AG, Lindsay JA, Read TD. Determinants of Phage Host Range in Staphylococcus Species.
Johnson KN, editor. Appl Environ Microbiol. junio de 2019;85(11):e00209-19.
doi:10.1128/AEM.00209-19

37. Xia G, Wolz C. Phages of Staphylococcus aureus and their impact on host evolution. Infect
Genet Evol. enero de 2014;21:593-601. doi:10.1016/j.meegid.2013.04.022

38. Thabet MA, Penadés JR, Haag AF. The ClpX protease is essential for inactivating the Cl master
repressor and completing prophage induction in Staphylococcus aureus. Nat Commun. 18 de octubre
de 2023;14(1):6599. doi:10.1038/s41467-023-42413-0

39. Laanto E. Overcoming Bacteriophage Resistance in Phage Therapy. En: Tumban E, editor.
Bacteriophages: Methods and Protocols [Internet]. New York, NY: Springer US; 2024. p. 401-10.
Disponible en: https://doi.org/10.1007/978-1-0716-3549-0_23 doi:10.1007/978-1-0716-3549-0_23

40. Cervera-Alamar M, Guzman-Markevitch K, Ziemyté M, Orti L, Bernabé-Quispe P, Pineda-
Lucena A, etal. Mobilisation Mechanism of Pathogenicity Islands by Endogenous Phages in
Staphylococcus aureus clinical strains. Sci Rep. 13 de noviembre de 2018;8(1):16742.
do0i:10.1038/s41598-018-34918-2

104



BIBLIOGRAFIA

41. Ackermann HW. Tailed Bacteriophages: The Order Caudovirales. Adv Virus Res. 1998;51:135-
201. doi:10.1016/s0065-3527(08)60785-x

42. Kwan T, Liu J, DuBow M, Gros P, Pelletier J. The complete genomes and proteomes of 27
Staphylococcus aureus bacteriophages. Proc Natl Acad Sci. 5 de abril de 2005;102(14):5174-9.
doi:10.1073/pnas.0501140102

43, Korn AM, Hillhouse AE, Sun L, Gill JJ. Comparative Genomics of Three Novel Jumbo
Bacteriophages Infecting Staphylococcus aureus. Pfeiffer JK, editor. J Virol. 9 de septiembre de
2021;95(19):€02391-20. d0i:10.1128/JVI.02391-20

44, Hatfull GF, Hendrix RW. Bacteriophages and their genomes. Curr Opin Virol. octubre de
2011;1(4):298-303. doi:10.1016/j.coviro.2011.06.009

45, Ingmer H, Gerlach D, Wolz C. Temperate Phages of Staphylococcus aureus. Fischetti VA, Novick
RP, Ferretti JJ, Portnoy DA, Braunstein M, Rood JI, editores. Microbiol Spectr. 27 de septiembre de
2019;7(5):7.5.1. doi:10.1128/microbiolspec.GPP3-0058-2018

46. Fogg PCM, Colloms S, Rosser S, Stark M, Smith MCM. New Applications for Phage Integrases.
1 Mol Biol. julio de 2014;426(15):2703-16. doi:10.1016/j.jmb.2014.05.014

47. Goerke C, Pantucek R, Holtfreter S, Schulte B, Zink M, Grumann D, et al. Diversity of Prophages
in Dominant Staphylococcus aureus Clonal Lineages. J Bacteriol. junio de 2009;191(11):3462-8.
doi:10.1128/JB.01804-08

48. Garcia P, Martinez B, Obeso JM, Lavigne R, Lurz R, Rodriguez A. Functional Genomic Analysis
of Two Staphylococcus aureus Phages Isolated from the Dairy Environment. Appl Environ Microbiol.
15 de diciembre de 2009;75(24):7663-73. doi:10.1128/AEM.01864-09

49, Lo CY, Gao Y. DNA Helicase—Polymerase Coupling in Bacteriophage DNA Replication. Viruses.
31 de agosto de 2021;13(9):1739. doi:10.3390/v13091739

50. Pandey M, Syed S, Donmez |, Patel G, Ha T, Patel SS. Coordinating DNA replication by means
of priming loop and differential synthesis rate. Nature. diciembre de 2009;462(7275):940-3.
doi:10.1038/nature08611

51. Aksyuk AA, Rossmann MG. Bacteriophage Assembly. Viruses. 25 de febrero de 2011;3(3):172-
203. doi:10.3390/v3030172

52. Fokine A, Rossmann MG. Molecular architecture of tailed double-stranded DNA phages.
Bacteriophage. abril de 2014;4(2):€28281. d0i:10.4161/bact.28281

53. Rao VB, Feiss M. The Bacteriophage DNA Packaging Motor. Annu Rev Genet. 1 de diciembre
de 2008;42(1):647-81. doi:10.1146/annurev.genet.42.110807.091545

54. Casjens SR, Gilcrease EB. Determining DNA Packaging Strategy by Analysis of the Termini of
the Chromosomes in Tailed-Bacteriophage Virions. En: Clokie MRJ, Kropinski AM, editores.
Bacteriophages [Internet]. Totowa, NJ: Humana Press; 2009 [citado 21 de mayo de 2025]. p. 91-111.
(Walker JM, ed. Methods in Molecular Biology). Disponible en: http://link.springer.com/10.1007/978-
1-60327-565-1_7 doi:10.1007/978-1-60327-565-1_7

55. Esterman ES, Wolf YI, Kogay R, Koonin EV, Zhaxybayeva O. Evolution of DNA packaging in gene
transfer agents. Virus Evol. 20 de enero de 2021;7(1):veab015. doi:10.1093/ve/veab015

105



BIBLIOGRAFIA

56. Moller AG, Winston K, Ji S, Wang J, Davis MNH, Solis-Lemus CR, et al. Genes Influencing Phage
Host Range in Staphylococcus aureus on a Species-Wide Scale. mSphere. enero de 2021;6:e01263-20.
d0i:10.1128/%20mSphere.01263-20

57. Wang IN, Smith DL, Young R. Holins: The Protein Clocks of Bacteriophage Infections. Annu Rev
Microbiol. octubre de 2000;54(1):799-825. doi:10.1146/annurev.micro.54.1.799

58. Batdysz S, Nawrot R, Barylski J. “Tear down that wall”—a critical evaluation of bioinformatic
resources available for lysin researchers. Vives M, editor. Appl Environ Microbiol. 24 de julio de
2024;90(7):e02361-23. doi:10.1128/aem.02361-23

59. Fernandes S, Proenca D, Cantante C, Silva FA, Leandro C, Lourenco S, et al. Novel Chimerical
Endolysins with Broad Antimicrobial Activity Against Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus.
Microb Drug Resist. junio de 2012;18(3):333-43. d0i:10.1089/mdr.2012.0025

60. Oliveira H, Melo LDR, Santos SB, Ndbrega FL, Ferreira EC, Cerca N, et al. Molecular Aspects
and Comparative Genomics of Bacteriophage Endolysins. J Virol. 15 de abril de 2013;87(8):4558-70.
doi:10.1128/JV1.03277-12

61. Schmelcher M, Donovan DM, Loessner MJ. Bacteriophage Endolysins as Novel Antimicrobials.
Future Microbiol. octubre de 2012;7(10):1147-71. doi:10.2217/fmb.12.97

62. Nelson DC, Schmelcher M, Rodriguez-Rubio L, Klumpp J, Pritchard DG, Dong S, et al. Endolysins
as Antimicrobials. En: Advances in Virus Research [Internet]. Elsevier; 2012 [citado 20 de noviembre
de 2025]. p. 299-365. Disponible en:
https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/B9780123944382000074 doi:10.1016/B978-0-12-
394438-2.00007-4

63. Gerstmans H, Rodriguez-Rubio L, Lavigne R, Briers Y. From endolysins to Artilysin®s: novel
enzyme-based approaches to kill drug-resistant bacteria. Biochem Soc Trans. 15 de febrero de
2016;44(1):123-8. doi:10.1042/BST20150192

64. Vazquez R, Gutiérrez D, Criel B, Dezutter Z, Briers Y. Diversity, structure-function relationships
and evolution of cell wall-binding domains of staphylococcal phage endolysins [Internet]. Molecular
Biology; 2025 [citado 19 de febrero de 2025]. Disponible en:
http://biorxiv.org/lookup/doi/10.1101/2025.02.06.636829 doi:10.1101/2025.02.06.636829

65. ChangY, Ryu S. Characterization of a novel cell wall binding domain-containing Staphylococcus
aureus endolysin  LysSA97. Appl Microbiol Biotechnol. enero de 2017;101(1):147-58.
do0i:10.1007/s00253-016-7747-6

66. Benson DA, Cavanaugh M, Clark K, Karsch-Mizrachi I, Lipman DJ, Ostell J, et al. GenBank.
Nucleic Acids Res. 26 de noviembre de 2012;41(D1):D36-42. doi:10.1093/nar/gks1195

67. Dedrick RM, Guerrero-Bustamante CA, Garlena RA, Russell DA, Ford K, Harris K, et al.
Engineered bacteriophages for treatment of a patient with a disseminated drug-resistant
Mycobacterium abscessus. Nat Med. mayo de 2019;25(5):730-3. d0i:10.1038/s41591-019-0437-z

68. Kilcher S, Loessner MJ. Engineering Bacteriophages as Versatile Biologics. Trends Microbiol.
abril de 2019;27(4):355-67. doi:10.1016/j.tim.2018.09.006

69. Tang SS, Biswas SK, Tan WS, Saha AK, Leo BF. Efficacy and potential of phage therapy against
multidrug resistant Shigella spp. Peer). 5 de abril de 2019;7:€6225. doi:10.7717/peerj.6225

106



BIBLIOGRAFIA

70. Turner D, Adriaenssens EM, Tolstoy I, Kropinski AM. Phage Annotation Guide: Guidelines for
Assembly and High-Quality Annotation. PHAGE. 1 de diciembre de 2021;2(4):170-82.
doi:10.1089/phage.2021.0013

71. Rutherford K, Parkhill J, Crook J, Horsnell T, Rice P, Rajandream MA, et al. Artemis: sequence
visualization and annotation. Bioinformatics. 1 de octubre de 2000;16(10):944-5.
doi:10.1093/bioinformatics/16.10.944

72. Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW, Lipman DJ. Basic local alignment search tool. J Mol
Biol. octubre de 1990;215(3):403-10. doi:10.1016/50022-2836(05)80360-2

73. Blum M, Andreeva A, Florentino LC, Chuguransky SR, Grego T, Hobbs E, et al. InterPro: the
protein sequence classification resource in 2025. Nucleic Acids Res. 6 de enero de 2025;53(D1):D444-
56. d0i:10.1093/nar/gkae1082

74. Besemer J. GeneMarkS: a self-training method for prediction of gene starts in microbial
genomes. Implications for finding sequence motifs in regulatory regions. Nucleic Acids Res. 15 de junio
de 2001;29(12):2607-18. doi:10.1093/nar/29.12.2607

75. Lomsadze A, Gemayel K, Tang S, Borodovsky M. Modeling leaderless transcription and atypical
genes results in more accurate gene prediction in prokaryotes. Genome Res. julio de 2018;28(7):1079-
89. doi:10.1101/gr.230615.117

76. Delcher A. Improved microbial gene identification with GLIMMER. Nucleic Acids Res. 1 de
diciembre de 1999;27(23):4636-41. doi:10.1093/nar/27.23.4636

77. Hyatt D, Chen GL, LoCascio PF, Land ML, Larimer FW, Hauser LJ. Prodigal: prokaryotic gene
recognition and translation initiation site identification. BMC Bioinformatics. diciembre de
2010;11(1):119. doi:10.1186/1471-2105-11-119

78. Pope WH, Jacobs-Sera D. Annotation of Bacteriophage Genome Sequences Using DNA Master:
An Overview. En: Clokie MRJ, Kropinski AM, Lavigne R, editores. Bacteriophages [Internet]. New York,
NY: Springer New York; 2018 [citado 20 de noviembre de 2025]. p. 217-29. (Methods in Molecular
Biology). Disponible en: http://link.springer.com/10.1007/978-1-4939-7343-9_16 doi:10.1007/978-1-
4939-7343-9_16

79. Zhou Y, Liang Y, Lynch KH, Dennis JJ, Wishart DS. PHAST: A Fast Phage Search Tool. Nucleic
Acids Res. 1 de julio de 2011;39(suppl):W347-52. doi:10.1093/nar/gkr485

80. Seemann T. Prokka: rapid prokaryotic genome annotation. Bioinformatics. 15 de julio de
2014;30(14):2068-9. doi:10.1093/bioinformatics/btul53

81. McNair K, Zhou C, Dinsdale EA, Souza B, Edwards RA. PHANOTATE: a novel approach to gene
identification in phage genomes. Hancock J, editor. Bioinformatics. 1 de noviembre de
2019;35(22):4537-42. doi:10.1093/bioinformatics/btz265

82. Roux S, Hallam SJ, Woyke T, Sullivan MB. Viral dark matter and virus—host interactions
resolved from publicly available microbial genomes. elife. 22 de julio de 2015;4:e08490.
doi:10.7554/elife.08490

83. Beggs GA, Bassler BL. Phage small proteins play large roles in phage—bacterial interactions.
Curr Opin Microbiol. agosto de 2024;80:102519. doi:10.1016/j.mib.2024.102519

107



BIBLIOGRAFIA

84. Jordan B, Weidenbach K, Schmitz RA. The power of the small: the underestimated role of small
proteins in bacterial and archaeal physiology. Curr Opin Microbiol. diciembre de 2023;76:102384.
doi:10.1016/j.mib.2023.102384

85. Fremin BJ, Bhatt AS, Kyrpides NC, Sengupta A, Sczyrba A, Maria Da Silva A, et al. Thousands of
small, novel genes predicted in global phage genomes. Cell Rep. junio de 2022;39(12):110984.
doi:10.1016/j.celrep.2022.110984

86. Guan J, Ji Y, Peng C, Zou W, Tang X, Shang J, et al. PhaGO: Protein function annotation for
bacteriophages by integrating the genomic context [Internet]. arXiv; 2024 [citado 28 de enero de
2026]. Disponible en: http://arxiv.org/abs/2408.06402 doi:10.48550/arXiv.2408.06402

87. Kumar S, Stecher G, Suleski M, Sanderford M, Sharma S, Tamura K. MEGA12: Molecular
Evolutionary Genetic Analysis Version 12 for Adaptive and Green Computing. Battistuzzi FU, editor.
Mol Biol Evol. 6 de diciembre de 2024;41(12):msae263. doi:10.1093/molbev/msae263

88. Stamatakis A. RAXML version 8: a tool for phylogenetic analysis and post-analysis of large
phylogenies. Bioinformatics. 1 de mayo de 2014;30(9):1312-3. doi:10.1093/bioinformatics/btu033

89. Kahankova J, Pantlcek R, Goerke C, RlzZickova V, Holochova P, Doskar J. Multilocus PCR typing
strategy for differentiation of Staphylococcus aureus siphoviruses reflecting their modular genome
structure. Environ  Microbiol. septiembre de 2010;12(9):2527-38. doi:10.1111/j.1462-
2920.2010.02226.x

90. Abedon ST, Kuhl SJ, Blasdel BG, Kutter EM. Phage treatment of human infections.
Bacteriophage. marzo de 2011;1(2):66-85. doi:10.4161/bact.1.2.15845

91. Pirnay JP, De Vos D, Verbeken G, Merabishvili M, Chanishvili N, Vaneechoutte M, et al. The
Phage Therapy Paradigm: Prét-a-Porter or Sur-mesure? Pharm Res. abril de 2011;28(4):934-7.
do0i:10.1007/s11095-010-0313-5

92. Sayers EW, Beck J, Bolton EE, Brister JR, Chan J, Connor R, et al. Database resources of the
National Center for Biotechnology Information in 2025. Nucleic Acids Res. 6 de enero de
2025;53(D1):D20-9. doi:10.1093/nar/gkae979

93. Rodriguez-Tome P. The European Bioinformatics Institute (EBI) databases. Nucleic Acids Res.
1 de enero de 1996;24(1):6-12. doi:10.1093/nar/24.1.6

94, Cochrane G, Karsch-Mizrachi |, Takagi T, Sequence Database Collaboration IN. The
International Nucleotide Sequence Database Collaboration. Nucleic Acids Res. 4 de enero de
2016;44(D1):D48-50. doi:10.1093/nar/gkv1323

95. Berman HM. The Protein Data Bank. Nucleic Acids Res. 1 de enero de 2000;28(1):235-42.
doi:10.1093/nar/28.1.235

96. Burley SK, Bhatt R, Bhikadiya C, Bi C, Biester A, Biswas P, et al. Updated resources for exploring
experimentally-determined PDB structures and Computed Structure Models at the RCSB Protein Data
Bank. Nucleic Acids Res. 6 de enero de 2025;53(D1):D564-74. doi:10.1093/nar/gkae1091

97. Chatzou M, Magis C, Chang JM, Kemena C, Bussotti G, Erb |, et al. Multiple sequence alignment
modeling: methods and applications. Brief Bioinform. noviembre de 2016;17(6):1009-23.
doi:10.1093/bib/bbv099

108



BIBLIOGRAFIA

98. Needleman SB, Wunsch CD. A general method applicable to the search for similarities in the
amino acid sequence of two proteins. J Mol Biol. marzo de 1970;48(3):443-53. doi:10.1016/0022-
2836(70)90057-4

99. Smith TF, Waterman MS. Identification of common molecular subsequences. J Mol Biol. marzo
de 1981;147(1):195-7. doi:10.1016/0022-2836(81)90087-5

100. Shi H, Zhang X. Component-Based Design and Assembly of Heuristic Multiple Sequence
Alignment Algorithms. Front Genet. 27 de febrero de 2020;11:105. doi:10.3389/fgene.2020.00105

101.  Sievers F, Higgins DG. The Clustal Omega Multiple Alignment Package. En: Katoh K, editor.
Multiple Sequence Alignment [Internet]. New York, NY: Springer US; 2021 [citado 25 de noviembre de
2025]. p. 3-16. (Methods in Molecular Biology). Disponible en: http://link.springer.com/10.1007/978-
1-0716-1036-7_1 doi:10.1007/978-1-0716-1036-7_1

102.  Edgar RC. MUSCLE: a multiple sequence alighment method with reduced time and space
complexity. BMC Bioinformatics. 19 de agosto de 2004;5(1):113. doi:10.1186/1471-2105-5-113

103.  Paysan-Lafosse T, Andreeva A, Blum M, Chuguransky SR, Grego T, Pinto BL, et al. The Pfam
protein families database: embracing Al/ML. Nucleic Acids Res. 6 de enero de 2025;53(D1):D523-34.
doi:10.1093/nar/gkae997

104. Chan PP, Lin BY, Mak AJ, Lowe TM. tRNAscan-SE 2.0: improved detection and functional
classification of transfer RNA genes. Nucleic Acids Res. 20 de septiembre de 2021;49(16):9077-96.
doi:10.1093/nar/gkab688

105. Sudrez CA, Carrasco ST, Brandolisio FNA, Abatangelo V, Boncompain CA, Peresutti-Bacci N,
et al. Bioinformatic Analysis of a Set of 14 Temperate Bacteriophages Isolated from Staphylococcus
aureus Strains Highlights Their Massive Genetic Diversity. Tyne DV, editor. Microbiol Spectr. 31 de
agosto de 2022;10(4):e00334-22. doi:10.1128/spectrum.00334-22

106.  Tritt A, Eisen JA, Facciotti MT, Darling AE. An Integrated Pipeline for de Novo Assembly of
Microbial Genomes. Zhu D, editor. PLoS ONE. 13 de septiembre de 2012;7(9):e42304.
doi:10.1371/journal.pone.0042304

107.  Kropinski AM, Prangishvili D, Lavigne R. Position paper: The creation of a rational scheme for
the nomenclature of viruses of Bacteria and Archaea. Environ Microbiol. noviembre de
2009;11(11):2775-7. doi:10.1111/j.1462-2920.2009.01970.x

108. Goldfarb T, Kodali VK, Pujar S, Brover V, Robbertse B, Farrell CM, et al. NCBI RefSeq: reference
sequence standards through 25 years of curation and annotation. Nucleic Acids Res. 6 de enero de
2025;53(D1):D243-57. doi:10.1093/nar/gkae1038

109. Arita M, Karsch-Mizrachi |, Cochrane G. The international nucleotide sequence database
collaboration. Nucleic Acids Res. 8 de enero de 2021;49(D1):D121-4. doi:10.1093/nar/gkaa967

110.  Microsoft Corporation. Microsfot Power Bl Desktop [Internet]. 2025. Disponible en:
https://powerbi.microsoft.com

111. Waman VP, Bordin N, Alcraft R, Vickerstaff R, Rauer C, Chan Q, et al. CATH 2024: CATH-
AlphaFlow Doubles the Number of Structures in CATH and Reveals Nearly 200 New Folds. J Mol Biol.
septiembre de 2024;436(17):168551. doi:10.1016/j.jmb.2024.168551

109



BIBLIOGRAFIA

112.  Wilson D, Pethica R, Zhou Y, Talbot C, Vogel C, Madera M, et al. SUPERFAMILY—sophisticated
comparative genomics, data mining, visualization and phylogeny. Nucleic Acids Res. enero de
2009;37(suppl_1):D380-6. doi:10.1093/nar/gkn762

113. Soding J, Biegert A, Lupas AN. The HHpred interactive server for protein homology detection
and structure prediction. Nucleic Acids Res. 1 de julio de 2005;33(Web Server):W244-8.
doi:10.1093/nar/gki408

114. Mistry J, Chuguransky S, Williams L, Qureshi M, Salazar GA, Sonnhammer ELL, et al. Pfam: The
protein families database in 2021. Nucleic Acids Res. 8 de enero de 2021;49(D1):D412-9.
doi:10.1093/nar/gkaa913

115.  Bertelli C, Laird MR, Williams KP, Simon Fraser University Research Computing Group, Lau BY,
Hoad G, et al. IslandViewer 4: expanded prediction of genomic islands for larger-scale datasets.
Nucleic Acids Res. 3 de julio de 2017;45(W1):W30-5. doi:10.1093/nar/gkx343

116. Liu B, Zheng D, Jin Q, Chen L, Yang J. VFDB 2019: a comparative pathogenomic platform with
an interactive web interface. Nucleic Acids Res. 8 de enero de 2019;47(D1):D687-92.
doi:10.1093/nar/gky1080

117.  Oliveira H, Sampaio M, Melo LDR, Dias O, Pope WH, Hatfull GF, et al. Staphylococci phages
display vast genomic diversity and evolutionary relationships. BMC Genomics. diciembre de
2019;20(1):357. d0i:10.1186/s12864-019-5647-8

118.  Sullivan MJ, Petty NK, Beatson SA. Easyfig: a genome comparison visualizer. Bioinformatics. 1
de abril de 2011;27(7):1009-10. doi:10.1093/bioinformatics/btr039

119.  Criscuolo A, Gribaldo S. BMGE (Block Mapping and Gathering with Entropy): a new software
for selection of phylogenetic informative regions from multiple sequence alignments. BMC Evol Biol.
2010;10(1):210. d0i:10.1186/1471-2148-10-210

120. Kizziah JL, Manning KA, Dearborn AD, Dokland T. Structure of the host cell recognition and
penetration machinery of a Staphylococcus aureus bacteriophage. Peschel A, editor. PLOS Pathog. 18
de febrero de 2020;16(2):e1008314. doi:10.1371/journal.ppat.1008314

121.  Takeuchil, Osada K, Azam AH, Asakawa H, Miyanaga K, Tanji Y. The Presence of Two Receptor-
Binding Proteins Contributes to the Wide Host Range of Staphylococcal Twort-Like Phages. Pettinari
MJ, editor. Appl Environ Microbiol. octubre de 2016;82(19):5763-74. doi:10.1128/AEM.01385-16

122. Botka T, Pantlicek R, Maslarniova |, Benesik M, Petras P, Razickova V, et al. Lytic and genomic
properties of spontaneous host-range Kayvirus mutants prove their suitability for upgrading phage
therapeutics against staphylococci. Sci Rep. 2 de abril de 2019;9(1):5475. doi:10.1038/s41598-019-
41868-w

123.  Jumper J, Evans R, Pritzel A, Green T, Figurnov M, Ronneberger O, et al. Highly accurate
protein structure prediction with AlphaFold. Nature. 26 de agosto de 2021;596(7873):583-9.
doi:10.1038/s41586-021-03819-2

124. Meng EC, Goddard TD, Pettersen EF, Couch GS, Pearson ZJ, Morris JH, et al. UCSF CHIMERAX :
Tools for structure building and analysis. Protein Sci. noviembre de 2023;32(11):e4792.
doi:10.1002/pro.4792

110



BIBLIOGRAFIA

125. Schuch R, Cassino C, Vila-Farres X. Direct Lytic Agents: Novel, Rapidly Acting Potential
Antimicrobial Treatment Modalities for Systemic Use in the Era of Rising Antibiotic Resistance. Front
Microbiol. 3 de marzo de 2022;13:841905. doi:10.3389/fmicb.2022.841905

126. Vazquez R, Gutiérrez D, Grimon D, Fernandez L, Garcia P, Rodriguez A, et al. The New SH3b_T
Domain Increases the Structural and Functional Variability Among SH3b-Like CBDs from
Staphylococcal Phage Endolysins. Probiotics Antimicrob Proteins. 30 de julio de 2024.
doi:10.1007/s12602-024-10309-0

127. R Core Team. R: A Language and Environment for Statistical Computing [Internet]. Vienna,
Austria: R Foundation for Statistical Computing; 2024. Disponible en: https://www.R-project.org/

128.  Posit team. RStudio: Integrated Development Environment for R [Internet]. Boston, MA: Posit
Software, PBC; 2024. Disponible en: http://www.posit.co/

129. Google Colaboratory [Internet]. Google; 2024, Disponible en:
https://colab.research.google.com/

130. Jones P, Binns D, Chang HY, Fraser M, Li W, McAnulla C, et al. InterProScan 5: genome-scale
protein  function classification. Bioinformatics. 1 de mayo de 2014;30(9):1236-40.
doi:10.1093/bioinformatics/btu031

131.  Sayers EW, Beck J, Bolton EE, Brister JR, Chan J, Connor R, et al. Database resources of the
National Center for Biotechnology Information in 2025. Nucleic Acids Res. 6 de enero de
2025;53(D1):D20-9. doi:10.1093/nar/gkae979

132.  Samuel Borstein and Brian O’Meara. AnnotationBustR: Extract Subsequences from GenBank
Annotations [Internet]. Disponible en: https://github.com/sborstein/AnnotationBustR R package
version 1.2.

133.  Martin Morgan and Marcel Ramos. BiocManager: Access the Bioconductor Project Package
Repository [Internet]. Disponible en: https://CRAN.R-project.org/package=BiocManager R package
version 1.30.25.

134.  Bioconductor Package Maintainer [Cre] MM [Aut]. BiocParallel [Internet]. Bioconductor; 2017
[citado 3 de febrero de 2026]. Disponible en: https://bioconductor.org/packages/BiocParallel
doi:10.18129/B9.BIOC.BIOCPARALLEL

135. H. Pages PA. Biostrings [Internet]. Bioconductor; 2017 [citado 3 de febrero de 2026].
Disponible en: https://bioconductor.org/packages/Biostrings doi:10.18129/B9.BIOC.BIOSTRINGS

136.  Hadley Wickham and Romain Frangois and Lionel Henry and Kirill Miller and Davis Vaughan.
dplyr: A Grammar of Data Manipulation [Internet]. 2023. Disponible en: https://CRAN.R-
project.org/package=dplyr

137. Sonali Arora MM. GenomelnfoDb [Internet]. Bioconductor; 2017 [citado 3 de febrero de
2026]. Disponible en: https://bioconductor.org/packages/GenomelnfoDb
doi:10.18129/B9.BIOC.GENOMEINFODB

138. Lawrence M, Huber W, Pagés H, Aboyoun P, Carlson M, Gentleman R, et al. Software for
Computing and Annotating Genomic Ranges. Prlic A, editor. PLoS Comput Biol. 8 de agosto de
2013;9(8):€1003118. doi:10.1371/journal.pcbi. 1003118

111



BIBLIOGRAFIA

139.  Hadley Wickham. ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis [Internet]. Springer-Verlag New
York. Disponible en: https://ggplot2.tidyverse.org doi:978-3-319-24277-4

140. Hahne F, Ivanek R. Visualizing Genomic Data Using Gviz and Bioconductor. En: Mathé E, Davis
S, editores. Statistical Genomics [Internet]. New York, NY: Springer New York; 2016 [citado 3 de
febrero de 2026]. p. 335-51. (Methods in Molecular Biology). Disponible en:
http://link.springer.com/10.1007/978-1-4939-3578-9_16 d0i:10.1007/978-1-4939-3578-9_16

141. Palme J, Hochreiter S, Bodenhofer U. KeBABS: an R package for kernel-based analysis of
biological sequences. Bioinformatics. 1 de agosto de 2015;31(15):2574-6.
doi:10.1093/bioinformatics/btv176

142.  Karatzoglou A, Smola A, Hornik K, Zeileis A. kernlab - An S4 Package for Kernel Methods in R.
J Stat Softw. 2004;11(9). doi:10.18637/jss.v011.i09

143. Bodenhofer U, Bonatesta E, Horejs-Kainrath C, Hochreiter S. msa: an R package for multiple
sequence  alignment. Bioinformatics. 15 de diciembre de  2015;31(24):3997-9.
doi:10.1093/bioinformatics/btv494

144. Robin Mercier. read.gb: Open GenBank Files [Internet]. Disponible en: https://CRAN.R-
project.org/package=read.gb

145.  David J. Winter. rentrez: an R package for the NCBI eUtils API. Vol. 9. 2017;9(2):520-6.

146.  Martin Morgan HP. Rsamtools [Internet]. Bioconductor; 2017 [citado 3 de febrero de 2026].
Disponible en: https://bioconductor.org/packages/Rsamtools doi:10.18129/B9.BIOC.RSAMTOOLS

147. Morgan M, Anders S, Lawrence M, Aboyoun P, Pagés H, Gentleman R. ShortRead: a
bioconductor package for input, quality assessment and exploration of high-throughput sequence
data. Bioinformatics. 1 de octubre de 2009;25(19):2607-8. doi:10.1093/bioinformatics/btp450

112



