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Resumen: El objetivo del estudio consistié en evaluar la diversidad genética in silico de bacteriéfagos
atemperados en genomas de Streptococcus spp, determinar la presencia de factores de virulencia y genes
de resistencia a antibioticos dados por estos y finalmente evaluar la asociacién entre el sistema CRISPR-
cas con la presencia de bacteriéfagos atemperados. Para esto se obtuvieron 402 genomas a partir del NCBI;
la identificacion de los profagos se hizo mediante el programa PHASTER vy fueron categorizados basados
en su estructura; la identificacion de los factores de virulencia y resistencia a antibioticos se hizo una
estrategia de basqueda por homologia en bases de datos, dos correspondientes para factores de virulencia
y dos a genes asociados a resistencia a antibioticos; finalmente se analizo la presencia del sistema
CRISPR-cas mediante Crisprdisco. Teniendo en cuenta la cantidad de genomas y el amplio nimero de
especies de Streptococcus spp, se encontrd gran variedad de profagos siendo la categoria incompleta mas
predominante. Se describié una correlacion positiva debil en relacion con los factores de virulencia y
resistencia a antibioticos bacterianos en comparacion de los profagicos, lo cual hace pensar que estos
pueden estar influenciando otros procesos celulares diferentes. Segun la clasificacion taxondémica de los
profagos completos se demostro que todos pertenecen al orden Caudoviridae y de estos el 99,7% a la
familia Siphoviridae. Del sistema CRISPR cas se sugiere que aquellos genomas con la presencia de los
sistemas I, 11 y 1l conjuntamente tienen una menor probabilidad de adquirir DNA extracelular de tipo
profagico entre su genoma.

Molecular characterization of prophages in genomes of Streptococcus spp.

Keywords: Streptococcus spp, prophages, virulence factors, antibiotic resistence factors, CRISPR-cas,
study in-silico

Abstract: The objective of this study was to evaluate the genetic diversity in silico of tempered
bacteriophages in genomes of Streptococcus spp, to determine the presence of virulence factors and
antibiotic resistance genes given by these, and finally to evaluate the association between the presence of
CRISPR-cas system and the presence of tempered bacteriophages in genomes of Streptococcus spp. In
this study, 402 species were obtained from NCBI. The identification of the prophages was done through
the PHASTER program and they were categorized according to its structure. In the identification of the
virulence factors and antibiotics resistance a homology search was implemented in four database, two
corresponding for virulence factors and the other two genes associated with antibiotics resistance; finally,
the presence of the CRISPR-cas system was analyzed by Crisprdisco. Considering the great number of
genomes and a wide number of Streptococcus spp species, a great prophages variety was found, being the
incomplete category most predominant. A weak positive correlation is described in relation with the
virulence factors and bacterial antibiotic resistance compared to the prophages, which suggest that these
may influence other different cellular processes. Based on taxonomic classification of the complete



prophages, it demonstrated that all the complete prophages belong to the order caudoviridae, and from
these, 99.7% belonged to the Siphoviridae family. Respect to the CRISPR-cas system, results suggest that
those genomes with the presence of systems I, Il and 111 together have a lower probability of acquire DNA

extracellular prophage type among their genome.
Introduccién.

Los Bacteriofagos son considerados parasitos
intracelulares obligados con la capacidad de
infectar un amplio espectro de organismos, los
cuales liberan su material genético al interior de
la célula® donde pueden realizar un ciclo litico o
lisogenico. En el ciclo lisogenico, debe ocurrir
una fijacion del virus e inyeccion de su material
genético, el cual recombina y se integra al
cromosoma bacteriano. En este caso el material
genético recibe el nombre de profago, y se copia
continuamente junto con el material genético de
la célula anfitriona®. Durante el ciclo litico, la
replicacion viral, el ensamblaje de las particulas
virales y la subsecuente expresion de proteinas
que lisan la bacteria permite liberar los nuevos
virus®.

Los bacteri6fagos en su mayoria poseen una
estructura binaria, una cabeza constituida por él
material genético del fago contenido en una
capside y una cola de estructura helicoidal el cual
cumple la funcidn de unirse a los receptores de la
célula hospedadora. Segun la clasificacion por el
comité internacional de taxonomia de virus
(ICTV) se clasifican en un orden Caudovirales y

diez familias  Myoviridae;  Siphoviridae,
Podoviridae, Tectiviridae, Torticoviridae,
Plasmaviridae, Microviridae, Inoviridae,

Crystoviridae y Leviviridae* ya sea por su
morfologia, o por el tipo de contenido de acidos
nucleicos que posea; bien sea DNA o RNA, de
doble cadena o de cadena sencilla y la
disposicion que tenga este contenido genético en
la célula hospedadora.

Los profagos como elementos moviles de DNA,
responsables de transferencia lateral de genes,
estdn  estrechamente relacionados con la
evolucién de bacterias patdgenas, ya que son una
fuente importante de factores de virulencia. Han
sido asociados a la secrecion de toxinas, mejora

en la adherencia, evasion de la respuesta inmune,
formacion de biopeliculas y resistencia a
antimicrobianos, entre otros?®. Sin embargo, el
papel de los profagos no se limita solo a la
patogénesis ya que en bacterias no patdgenas se
ha detectado adaptaciones en su genoma
mediadas por estos, logrando aumentar aptitudes
de la célula huésped; ejemplos de esto se dan en
resistencia sérica y mejor supervivencia en
macrofagos aumentando el éxito reproductivo de
estas bacterias®. En ambos casos, ya sean
bacterias patdgenas o no patogenas, los profagos
aportan en gran medida la variabilidad genética
encontrada entre diferentes cepas 0 especies
bacterianas, lo que se relaciona a la aparicion de
nuevos clones virulentos entre cepas no
patogenas promoviendo de esta forma la
hipotesis sobre la co-evolucion entre bacterias y
fagos.

El sistema de repeticiones palindromicas cortas
agrupadas y regularmente espaciadas por sus
siglas en ingles CRISPR junto con Ila
endonucleasas cas’, se han considerado como un
sistema de defensa adaptativo de bacterias y
archaeas el cual se ha estudiado por su capacidad
generada sobre la célula huésped para reconocer
y posteriormente destruir el material genético
invasor, lo que representa una relacion entre la
funcionalidad del sistema y la diversidad
genética bacteriana. Estos avances informaticos
han permitido identificar, caracterizar y clasificar
los diferentes sistemas considerando la existencia
de variabilidad entre los grupos taxondmicos®.

El género Streptococcus es un grupo numeroso y
heterogéneo de bacterias Gram positivas que
pueden ser patdgenas como S. pyogenes,
comensales como S. oralis o saprofitas como S.
thermophilus®. En la clasificacion taxondmica
del genero se han empleado diferentes técnicas
tanto moleculares como bioquimicas por lo cual



no se ha logrado un consenso en algunas
especies. Por tanto, se crearon los grupos de
especies ‘‘Pyogenic’’, ““‘Mitis’’, ‘“Anginosus’’,
“Bovis’’, ‘‘Mutans’> y ‘‘Salivarius’® para
agrupar especies con caracteristicas similares.
Dicha agrupacion es soportada por andlisis
filogenomicos®.

Como género bacteriano es uno de los principales
agentes causales de infecciones, siendo una de las
razones de muerte de mayor impacto a nivel
mundial; a esto se le suma un constante aumento
de resistencias al tratamiento por antibioticos,
conllevando a estrategias farmacoldgicas de
mayor espectro favoreciendo los fendémenos de
resistencia®®. Por otro lado, diferentes factores de
virulencia han sido encontrados en el genoma de
135 aislados que representan la mayoria de las
especies del género. Se ha determinado también,
que algunos factores de virulencia involucrados
en adhesion como pavA (fibronectin binding
proteins), srtA (sortase A) y slIrA (streptococcal
lipoprotein rotamase), y otros factores como
proteasas htrA/degP (Serine protease) y tig/ropA
(trigger ~ factor) han  evolucionado en
concordancia con el género®.

La presencia de fagos en los cromosomas de
aislados clinicos de Streptococcus ha sido
documentada, y se ha podido observar una
predominancia de fagos de la familia
Siphoviridae. De dicha  familia  hay
representantes como SAl y SA2 en S.
Agalactiae® SM1 en S. Mitis'!, HB-32 y MM1*®
en S. Pneumoniae y 315.5 y 315.6 entre otros en
S. Pyogenes'®. Entre los fagos identificados en
Streptococcus spp. se ha evidenciado gran
diversidad genética incluso entre fagos
detectados en la misma especie bacteriana. Por
parte de S. Pyogenes, los genes involucrados en
la replicacién de DNA vy la lisogenia son poco
conservados, mientras que en S. thermophilus es
uno de los modulos mas conservados y la mayor
variacion genética se encuentra sobre los genes
involucrados en la morfogénesis®.

El proposito del presente estudio fue evaluar la
diversidad genética in silico de bacteriéfagos

atemperados en genomas de Streptococcus spp,
identificar y clasificar los bacteriéfagos
encontrados, determinar la presencia de factores
de virulencia y genes de resistencia a antibioticos
dados por estos y finalmente evaluar Ila
asociacion entre la presencia del sistema
CRISPR-cas y la presencia de bacteriofagos
atemperados en genomas de Streptococcus spp.

Metodologia.
Obtencion de genomas

402 genomas pertenecientes a 40 especies del
género Streptococcus spp fueron descargados
desde la base de datos de genomas de “National
Center for Biotechnology Information” NCBI*®,
como criterio de inclusion se utilizé el nivel del
ensamblaje, solo fueron incluidos aquellos
reportados como genomas completos.

Identificacion de profagos

La identificacion de profagos se hizo mediante el
programa

“Phage Search Tool Enhanced Release”
PHASTER. Los profagos identificados fueron
categorizados como completos, cuestionables o
incompletos, teniendo en cuenta los criterios de
Arndt y colaboradores'®. Adicionalmente se
realizd una clasificacion taxonomica de los
profagos detectados, la cual se basé en la
identificacion de especies con mayor cantidad de
hits entre las proteinas asociadas a virus.

Para agrupar los genomas de los profagos
detectados se emple6 el programa CD-HIT
version 4.6.6 3.1 basados en un 95% de identidad
y un 95% cobertura de la longitud de la regién
profagica.

Identificacion de genes involucrados en
virulencia y en resistencia a antibiéticos.

Para evaluar los factores de virulencia asociados
a los profagos y a los proteomas bacterianos, se
utilizd6 una estrategia de bdsqueda por
homologia. Para esto se descargo la base de datos
de factores de virulencia “Virulence Factors
Database” VFDB!®, y “virulence factors”



VICTORS® y se compar6 con las proteinas
identificadas en los profagos por medio del
programa Fasta-36.3.89 y la aplicacién
ggsearch36. Las proteinas que presentaron un
alineamiento con un valor de E menor a le-6
fueron clasificadas como factores de virulencia.
Por otro lado, para identificar las proteinas
involucradas en resistencia a antibidticos, se
descargd la base de datos “Comprehensive
Antibiotic Resistance Database” CARD? vy
“National Database of Antibiotic Resistant
Organisms” NDARO? y se comparé con las
proteinas identificadas en los profagos por medio
del programa Fasta-36.3.8g y la aplicacién
ggsearch36. Las proteinas que presentaron un
alineamiento con un valor de E menor a le-6
fueron asociadas a resistencia de antibidticos.

Identificacion del sistema CRISPR-cas.

Se analizo la presencia del sistema CRISPR-cas
mediante Crisprdisco version Python 2.78
identificando matrices de repeticion espaciadora
CRISPR y genes cas. Para la asignacion de
sistemas funcionales se tuvo como criterio la
presencia de nucleasas efectoras entre los
genomas analizados.

Pruebas estadisticas

Se realiz6 un andlisis descriptivo con valores
cuantitativos minimo, maximo y promedio. Para
la validacion estadistica de la informacion se
empleo el software SPSS stadistics version 25.0
en el cual se realizaron las comparaciones de
medianas con de pruebas Spearman y Kruskall —
Wallis segun correspondiera, para ambas se tomo
un nivel de significancia de P menor o igual de
0,05.

Resultados.

Se realizd la descarga de 402 genomas
pertenecientes a 40 especies del género
Streptococcus spp., entre las especies evaluadas
se incluyeron un rango de uno a ciento doce
genomas por especie. En relacion al porcentaje
Guanina + Citosina (GC) de los genomas
evaluados, se encuentran genomas con un GC

minimo de 34% S. parauberis cepa SPOF3K y un
GC méximo de 44% S. sobrinus cepa
NIDR_6715-7, en promedio el GC es de 39%. En
cuanto al tamafio de los genomas, se encuentran
en un rango de 1 702 054 en S. pyogenes cepa
NGAS327 a2 719 245 pb en S. suis cepa HN136,
con un promedio de 2 016 790 pb. Respecto a las
proteinas anotadas en los genomas, se realizé un
recuento global de 757 550 distribuidas entre
todos los genomas, entre los cuales el proteomas
mas pequefio es de 1548 y el mas grande de 2371,
con un namero promedio de proteinas de 1884.
(tabla 1).

Posteriormente los datos gendémicos fueron
procesados con el programa PHASTER en
biusqueda de secuencias de profagos,
encontrandose un total de 959 con un promedio
de 2,4 profagos por genoma evaluado, con un
minimo y un maximo variable entre especies
(Figura 1). Sin embargo, de los 402 genomas
analizados, en S. equi (GCF_000026605);
Streptococcus sp. 1-P16 (GCF_000479315); S.
pneumoniae G54  (GCF_000019825); S.
pyogenes (GCF_900475155), no se identificaron
elementos profagicos. No se encontrd una
correlacidn estadisticamente significativa entre la
longitud del genoma bacteriano y la cantidad de
elementos profagicos (Spearman, P =0,191). Por
otro lado, al correlacionar el %GC de los
genomas bacterianos con la cantidad de profagos,
tampoco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (Spearman, P =
0,582).

En la distribucién de los elementos profagicos a
nivel de los grupos se establecidé una diferencia
estadisticamente significativa entre la cantidad
de profagos y los diferentes grupos de
Streptococcus spp. (Kruskall ~Wallis, P = 0,029)
(figura 2.a). La cantidad de profagos encontrados
entre cada grupo de Streptococcus fue diferente,
se describe un mayor contenido profagicos en el
grupo Pyogenes con 494 profagos, que a la vez
tiene una mayor representacion por genomas. En
contraste, un menor contenido profagico fue



Grupo Especie Genomas representativos | Rango %GC | Rango longitud del genoma Rango proteinas
Streptococcus_pyogenes 112 38.2-387 1702054 - 1950469 1566 - 1874
Streptococcus_dvsgalactiae 9 39.4-398 2079953 - 2255201 1885 - 2075
Streptococcus_equi_subsp._zooepidemicus 9 415-419 2024171 - 2172187 1721 - 1928

Pyogenic Streptococcus_parauberis 2 342-355 2143887 - 2152278 1821 - 2008

5 Streptococcus_iniae 4 35.1-36.8 2086959 - 2116570 1834 - 1886
Streptococcus_uberis 4 36.5-36,7 1852352 - 2024265 1710 - 1877
Streptococcus_porcinus 1 36.8 2033046 1894
Streptococcus_agalactiae 55 354 -36.6 1841946 - 2275139 1637 - 2149
Streptococcus_infantarius 2 36,3 -37.7 392607 - 1818293 1611 - 1987
Streptococcus_pastewrianiis 2 374-374 210007 - 2178089 1869 - 2015

Bovis Streptococcus_lutetiensis 3| 37.68-37.74 1793521 - 1975547 1562 - 1753
Streptococcus_equinus 1 374 2311542 2038
Streptococcus_macedonicus 1 36.3 2142762 1798
Streptococcus_gallolvticus 6 37.5-3717 2052496 - 2493581 1745 - 2333
Streptococcus_sobrinus 6 435-437 2144746 - 2198648 1857 - 1928

Mutans Streptococcus_mutans 8 36.8 - 37.1 1984441 - 2088369 1839 - 1959

Salivarius Streptococcus_thermophilus 24 37.1-392 1731838 - 2102271 1548 - 1852
Streptococcus_salivarius 9 37.9-403 2100988 - 2326348 1825 - 1984
Streptococcus_halotolerans 1 39,2 2182100 1868
Streptococcus_himalavensis 1 413 2275471 1987
Streptococcus_suis 39 358-415 1980887 - 2719245 1826 - 2371
Streptococcus_marmotae 1| 3498175479 2309282 2056

No agrupados|Streptococcus_merionis 1| 4175254013 2384128 2115
Streptococcus_pantholopis 1| 4197172001 2241302 1991
Streptococcus_acidominimus 1 39.9 2330811 1980
Streptococcus_ferus 1 428 1872314 1773
Streptococciis_sp. 7 35.6-422 1874337 - 2435494 1739 - 2109
Streptococcus_anginosiis 5 38.2-389 1911706 - 2233640 1711 - 1989

Anginosus  |Streprococcus_intermedius 6 37.6 -37.7 1914006 - 2006877 1761 - 1844
Streptococcus_constellatus 3 38.1-38.2 1935414 - 1991156 1778 - 1829
Streptococcus_gordonii 6 404 -407 2121309 - 2283306 1970 - 2128
Streptococcus_cristatus 3 421-426 2000351 - 2176084 1879 - 2026
Streptococcus_sanguinis 4 429-434 2296927 - 2449527 2167 - 2320
Streptococcus_australis 1 41.9 2161464 1954

Mitis Streptococcus_parasanguinis 2 416-417 2153652 - 2171609 1958 - 2008
Streptococcus_oralis 4 409-411 1889005 - 2053209 1786 - 1910
Streptococcus_mitis 3 39.9-40.2 1906344 - 2167922 1787 - 2002
Streptococcus_pseudopneumoniae 1 39.1 2195458 2115
Streptococcus_pneumoniae 51 39.5-399 1983415 - 2287774 1814 - 2198

Hyovaginalis |Streptococcus_pluranimalium 2 38,6 - 38.7 2065522 - 2246024 1930 - 2039

Tabla 1. Descripcion general genomas evaluados.

detectado en el grupo Hyovaginalis con 4
profagos (Figura 2.b).

Los profagos se clasificaron estructuralmente de
acuerdo a PHASTER en completos, incompletos
y cuestionables. De este modo, se encontraron
36% (344) de profagos completos, 11% (107)
cuestionables y 53% (508) incompletos. Del total
de secuencias gendmicas evaluadas,
aproximadamente en el 44% de estas presentaron
profagos completos, de estos hubo un promedio
de 2 profagos por genoma con un maximo de 6;
el 23% de los genomas presentaron profagos
cuestionables, con un promedio de 1,2 profagos
por genoma y un maximo de 4; por ultimo, el

70% de los genomas presentaron profagos
incompletos, con un promedio de 1,8 profagos
por genoma y un maximo de 6.

En los profagos completos el porcentaje de GC
va desde 34% hasta 43% con un promedio de
38% y una longitud en pares de bases desde 11
599 pb hasta 105 200 pb con un promedio de 48
455 pb. En los profagos cuestionables el %GC va
desde 32% hasta 45% con un promedio de 39%
y una longitud desde 6544 pb hasta 68 280 pb con
un promedio de 38 156 pb. Por dltimo, en los
profagos incompletos el %GC va desde 31%
hasta 46% con un promedio de 39% y una



Nuamero de profagos.

Especies.

Figura 1. Representacion grafica del rango de la cantidad de profagos encontrados en cada especie del género de Streptococcus spp.
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barras para representar el total de profagos por cada grupo de Streptococcus spp.



longitud desde 3526 pb hasta 60 537 pb con un
promedio de 15 954 pb (figura 3).

En relacion a los profagos completos
encontrados, se realizd una clasificacion
taxondmica con el fin de identificar las familias
de virus a las cuales pertenecian. Se observo un
predominio de la familia Siphoviridae, dentro de
la cual se encuentran Streptococcus phage 315.4
con 64 profagos detectados, Streptococcus phage
315.3 con 61 profagos, y Streptococcus phage
315.2 con 42 profagos. Se encontré también un
representante  de la familia Myoviridae,
Streptococcus phage EJ-1 (figura 4).

La clusterizacion de los elementos profagicos
encontrados en los genomas de Streptococcus
spp se realizo con el propdsito conocer que tan
conservado eran dichos profagos entre los
genomas. Para la clusterizacion se establecié un
porcentaje de identidad del 95%, sin embargo,
los 344 profagos completos fueron agrupados en
253 clasters, lo que da cuenta de una alta
diversidad.

Identificacion de genes involucrados en
virulencia y resistencia a antibioticos

Entre todos los genomas bacterianos se
identificaron 23 770 proteinas clasificadas como
factores de virulencia, el menor nimero de
proteinas fue 29 y en el mayor 85, con un
promedio de 59 proteinas asociadas a virulencia
por cepa. En el caso de proteinas asociadas a
resistencia a antibidticos se encontraron 1722
entre todos los proteomas, con una distribucion
que va desde 0 a 14 proteinas, con un promedio
de 4 proteinas por cepa. Entre todos los profagos
detectados se identificaron 1179 proteinas
asociadas a factores de virulencia, el rango de
proteinas codificadas en regiones profagicas por
genoma bacteriano va desde 0 a 16, con un
promedio de 3 proteinas por cepa. En relacion a
las proteinas asociadas a los factores de
resistencia a antibioticos suman un total de 29
proteinas, con un rango entre 0 y 3. Se encontro
una correlacion positiva  estadisticamente
significativa, aunque débil, entre la cantidad de

proteinas codificadas en regiones profagicas
asociadas a resistencia a antibioticos y la
cantidad de proteinas totales bacterianas
asociadas a factores de resistencia a antibiotico
(Spearman, P = 0,012, coeficiente de correlacion
= 0,126). Con relacion a los factores de
virulencia, se encontré una correlacion positiva
débil pero estadisticamente significativa entre la
cantidad de factores de virulencia codificados en
las regiones profagicas y el total de factores de
virulencia en el genoma bacteriano (Spearman, P
< 0,01, coeficiente de correlacion = 0,406).

Con el propésito de conocer que grupo de
especies porta una mayor cantidad de factores de
virulencia o de genes de resistencia a
antibiodticos, codificados en regiones profagicas o
en el genoma en general, por cada grupo de
especies se normalizd el recuento de proteinas.
Para esto la sumatoria de las proteinas por grupo
fue divido por la cantidad de genomas en el
grupo, de esta forma se identificaron los grupos
de especies con mayor cantidad de proteinas
asociadas a factores de virulencia “pyogenes” y
de resistencia a antibioticos “No agrupados”. En
la distribucion de proteinas codificadas en el
genoma bacteriano en general, y que estuvieran
relacionadas con virulencia y resistencia a
antibidticos, a nivel de los grupos se establecio
una diferencia estadisticamente significativa
entre la cantidad de proteinas y los diferentes
grupos de Streptococcus spp. (Kruskall —~Wallis,
P < 0,01) (figura 5a). De manera similar, pero al
evaluar ambas categorias de proteinas, pero
codificadas en regiones profagicas, se encontro
una mayor cantidad de proteinas asociadas a
factores de virulencia en el grupo “pyogenes”
(figura 5.a), mientras que la cantidad de proteinas
asociadas a resistencia a antibioticos fue mayor
en el grupo “Hyovaginalis” (figura 5.b). En la
distribucién de proteinas profagicas relacionadas
con virulencia y resistencia a antibioticos a nivel
de los grupos se establecié una diferencia
estadisticamente significativa entre la cantidad
de proteinas y los diferentes grupos de
Streptococcus spp. (Kruskall —~Wallis, P < 0,01)
(figura 5.b).
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Figura 3. Grafico de dispersion del %GC y la longitud de profagos entre las diferentes categorias estructurales.
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Identificacién de sistemas CRISPR-cas

Para el analisis de los sistemas CRISPR-cas, se
asumié como un sistema funcional, aquellos en
los que detectard la presencia de las nucleasas
efectoras. Entre los genomas estudiados se
cuenta con 165 cepas con ausencia de nucleasas
efectoras y 237 cepas donde se detectd presencia
de nucleasas efectoras. El sistema CRISPR tiene
una serie de clasificaciones de acuerdo a las
nucleasas que presenta, entre los sistemas
detectados el tipo Il fue el dominante, con un
porcentaje de 46% (110), seguido esta el sistema
tipo I y tipo Il conjunto con el 35% (84), el
sistema tipo | con el 8% (19), el sistema tipo 1l 'y
tipo 111 conjunto con el 5% (12), el sistema tipo
I, 11'y Il conjunto con el 3% (6), el sistema tipo
I 'y I conjunto con el 1,3% (3), y finalmente el
sistema tipo 111 con el 1,3% (3).

Al evaluar el papel del sistema CRISPR-cas en la
proteccion de la bacteria contra la incorporacion
al genoma de bacteri6fagos, se demostro
diferencias estadisticamente significativas entre
la cantidad de profagos de acuerdo con el tipo de
sistema CRISPR-cas identificado (Kruskall —
Wallis, P = 0,019) (figura 6). Estas diferencias
demuestran que en aquellas cepas donde se
encuentra presencia de las nucleasas efectoras
Tipo I, Il y Il conjuntamente, se detecta una
menor cantidad de elementos profagicos. Por el
contrario, en las cepas en las cuales se encuentra
un predominio de nucleasas efectoras de tipo I,
se observé una mayor cantidad de profagos.

Discusion.

El estudio de elementos profagicos a nivel del
genoma del genero de Streptococcus spp ha sido
uno de las propuestas de investigacion planteados
en diferentes momentos de la historia?*?3, En
estudios realizados como el de Brueggeman y
colaboradores  (2017), en 482 aislados
neumocacicos se logran identificar en el 100% de
los genomas bacterianos secuencias asociadas a
profagos?. En contraste el estudio realizado por
Garcia y colaboradores (2009), en una coleccién

de 108 aislados clinicos de poblacion
neumocdcica, mas de la mitad de los aislados
contenian  secuencias profagicas de tipo
lisogenico®®. En la publicacion realizada por
Javan y colaboradores (2019), un estudio en el
que se incluyen 1306 genomas del género
Streptococcus spp se identificaron 415 profagos
de longitud completa y 348 profagos
denominados satélites, la prevalencia de profagos
detectados varia entre las especies oscilan valores
entre 0,4% y 9,5%. en este estudio se realiz6 una
busqueda exhaustiva de profagos en el género,
con un predominio de Streptococcus pneumoniae
el cual representa el 37% de los genomas
evaluados, cabe aclarar que para la investigacion
se contaba con cepario abundante en
representantes de la especie Streptococcus
pneumoniae®®. Por otro lado, nuestro estudio
identifica 959 profagos basado en 402 genomas
depositados en la base de datos del NCBI, la
prevalencia de profagos detectados varia entre
especies oscilan valores entre 0,10% y 34%.
Streptococcus pyogenes presenta un mayor
predominio de representantes genémicos con un
29% del total de genomas evaluados. En
comparacion con el estudio Javan 'y
colaboradores (2019) contamos con especies que
no se relacionan a sus analisis entre los cuales se

encuentran Streptococcus porcinus,
Streptococcus lutetiensis, Streptococcus
halotolerans,  Streptococcus  himalayensis,

Streptococcus suis, Streptococcus marmotae,
Streptococcus merionis, Streptococcus
pantholopis, Streptococcus ferus, Streptococcus
australis y Streptococcus pluranimalium, asi
mismos ellos estudian especies que para nuestro
analisis no fueron incluidas como lo son
Streptococcus urinalis, Streptococcus canis,
Streptococcus azizii, Streptococcus
pseudopocinus, Streptococcus vestibularis. Es
importante resaltar ademas que en el estudio de
Javan y colaboradores (2019) se encuentra una
similitud entre los profagos detectados en las
especies de Streptococcus analizadas y logran
asociarlos en cinco grupos principales, en
comparacion, para el actual estudio realizado la
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diferentes grupos del genero Streptococcus sp.

diversidad encontrada a nivel de los profagos no
hizo posible agrupar los mismos. Las
herramientas de blsqueda en la deteccion de
profagos a nivel del genoma bacteriano ha sido
variable entre los estudios. Los primeros analisis
estuvieron basados en la secuenciacion e

inspeccion manual de genes?® o en el calculo de
las abundancias relativas de dinucleotidos el cual
tiene en cuenta la heterogeneidad local dentro del
genoma bacteriano, lo que ha permitido
identificar regiones profagicas dentro del
genoma bacteriano?’. Recientemente los analisis



in silico emplean como estrategia la comparacion
de bases de datos con referentes profagicos
conocidos, este proceso se relaciona
directamente con el estado de actualizacion de las
bases de datos donde se somete la informacion,
lo que puede traer como desventaja pasar por alto
informacién de nuevos profagos por descubrir y
caracterizar. En este tipo de busqueda la
composicion en nucledtidos y tamafo del total de
genomas en estudio, interviene en el total de
contenido profagico encontrado®?®2°, En el
estudio de Rezaei y colaboradores (2019), la
identificacion se realizé6 mediante una estrategia
computacional semiautomatizada de busqueda
utilizando PhageMiner, que clasifica los profagos
en tres grupos: longitud completa, profagos
satélites y regiones desconocidas relacionadas
con fagos. La identificacion de profagos en el
presente estudio se empled una estrategia de
identificacion 'y anotacion de secuencias
profagicas mediante el programa de busqueda
PHASTER, que realiza comparaciones Yy
alineaciones de secuencia frente a una base de
datos y clasifica el resultado profagico en tres
grupos: Completos, cuestionables e incompletos.
Ambas estrategias de busqueda se correlacionan
en la forma en la que clasifican los profagos
detectados, siendo categorias homologas entre si.
Los profagos de longitud completa comparten
caracteristicas estructurales con la categoria
denominada por PHASTER completo, asimismo
las regiones relacionados con fagos con los
profagos cuestionables y los profagos satélites
con los profagos incompletos.

Entre la principal limitacién de este estudio se
encuentra que pese a ser detectadas secuencias
profagicas entre los genomas bacterianos, no se
tiene la certeza de que estas regiones
identificadas sean transcripcionalmente activas,
por lo cual para la confirmacién de esto es
necesario la implementacion de estrategias in
vivo que compruebe la expresion de los mismos.

Diferentes metodologias aplicadas recientemente
en los enfoques quimiotaxonomicos como la
hibridacion  genémica y  técnicas de

secuenciacion de  DNA,  proporcionan
fundamentos sobre las relaciones naturales entre
el género Streptococcus spp. Esta informacion ha
servido de guia en la taxonomia y nomenclatura
del género, formando parte de los lineamientos
para la clasificacion de los diferentes grupos de
especies. La distribucion y la evolucién entre los
grupos tiene un patron establecido lo cual influye
en su diversidad e importancia clinica
demostrada en las diferencias encontradas a nivel
de los grupos, unos asociados a ser patdégenos
oportunistas en contraste de otros que son
considerados saprofitos 0 comensales®.

En relacion al contenido profagico entre los
grupos de especies del género de Streptococcus
spp se ha establecido diferencias, sin embargo,
hasta la fecha no existen publicadas
investigaciones que a nivel de grupo establezcan
este tipo de comparaciones. La presencia de
mayor contenido profagico hacia ciertas especies
tiene explicaciones plausibles que pueden hacer
referencia a la disposicion de cada especie
bacteriana de ser infectadas segun el habitat y la
capacidad de adquisicion DNA extracelular de
forma lateral que pueda influir en la
supervivencia bacteriana®. Al evaluar las
diferencias estadisticas entre los datos profagicos
encontrados, se destaca una mediana aumentada
entre el grupo Mutans conformado por
Streptococcus sobrinus y Streptococcus mutans.
Este grupo esta representado por 14 genomas con
una mediana de profagos de 2,5. En relacion a la
especie de Streptococcus mutans con 8 genomas
asociados identificamos un promedio de 2,5
profagos por genoma de los cuales todos
presentan caracteristicas estructurales de ser
incompletos. Esta informacion encontrada, nos
permitid comparar los resultados con un estudio
que evalué la presencia de profagos en 24
genomas de Streptococcus mutans, y que
encontré un promedio de profagos por genoma
de 1,4. Al realizar el analisis de las cepas
relacionados a los profagos se demostré que
algunas de estas podian tener hasta 8 profagos
diferentes, de lo anterior llama la atencidn que en
su mayoria comparte las caracteristicas



estructurales similares a nuestro estudio de ser
profagos incompletos®’. Esto demuestra que
nuestro estudio logro detectar de una manera mas
sensible elementos profagicos asociados a la
especie de las cuales comparte caracteristicas
estructurales con  estudios  previamente
reportados3!32 33

La blsqueda automatizada del contenido
profagico en la metodologia del presente estudio
parte de la cantidad minima de genes para la

formacion del profago y la densidad de proteinas
7
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Figura 6. Grafico de cajas y bigotes para representar la distribucién de la cantidad de profagos basado en el tipo sistema CRISPR-cas
presente en las cepas de Streptococcus spp.

bacteriano®>2. Los profagos puede contribuir a
la transferencia de genes e intervenir en
diferentes procesos celulares especificos lo cual
cuenta como un papel clave en la diversificacion
bacteriana®’. La presencia de profagos
denominados como “Completos” determina
secuencias proteicas virales codificantes para la
invasion, ensamblaje y liberacién del posterior
contenido viral, En aquellos profagos
“Cuestionables” sugiere la presencia de material
genético incapaz de producir particulas virales
completas lo cual conduce a una alteracion del
ciclo de vida del fago®®; el caso de los profagos
“Incompletos” en algunos estudios denominados
parcialmente  degradados pueden cumplir
funciones adaptativas, se ha demostrado que tras
la infeccibn pueden proteger de una

sobreinfeccion, eliminar paquetes de DNA e
incluso infectar otras células®®.

Las caracteristicas encontradas en nuestro
estudio, como lo son la composicion nucleotidica
(%GC) y la longitud (Pb) de los profagos
identificadas en las diferentes especies de
Streptococcus spp, han sido previamente
reportadas en estudios como en el de Fu y
colaboradores (2017)3!, incluso en otros géneros
bacterianos como en lo mencionado por Pratama
y  colaboradores  (2018)*°,  Crispim vy
colaboradores (2018)* y Bobay y colaboradores
(2014)*. Respecto a la clasificacion estructural
planteada para los profagos, en aquellos de
longitud completos se describen en promedio de
48 455 pb y un porcentaje Guanina Citosina del
38%, valores mas bajos en comparacion con lo
representado en los genomas hospederos lo que



refleja una integracion reciente en la escala de
tiempo evolutiva, sin embargo, ain no hay una
estimacion confiable en la escala de tiempo de la
integracion de profagos y el equilibrio entre estos
y su genoma hospedero*’. En cuanto al tipo de
profagos con mayor predominio detectado entre
el género de Streptococcus spp, corresponde con
los profagos de tipo incompleto con un total del
53% del total del contenido profagico detectado,
esta categoria fue caracteristica de presentar un
contenido de % de GC menor en comparacion de
las categorias completas y cuestionables; En
relacion a la longitud se considerd ser
aproximadamente un tercio de la longitud de los
profagos de tipo completo. Entre los profagos
incluidos en la categoria incompletos se
consideran genes alterados y parcialmente
degradados en consecuencia de ser un genoma
aparentemente pequefio y tener ausencia en genes
esenciales para la codificacion de proteinas
virales. Esta informacion se relaciona con el
estudio realizado por Javan y colaboradores
(2019), donde se analizan un gran numero de
secuencias genomicas del género Streptococcus
spp y se destaca la prevalencia de este tipo de
profagos entre los genomas evaluados,
adicionalmente, el estudio sefiala divergencia
entre los profagos de longitud completa y los
profagos satélites por lo cual proponen que son
dos grupos diferentes y que los profagos satélites
que en nuestro estudio  denominados
incompletos, son considerados una familia aparte
de elementos moviles®.

La clasificacion taxonomica de las familias de
virus asociados al contenido profagico detectado
se realiz6 partiendo de los profagos
pertenecientes a la categoria completos, esto
porque son el tipo de profagos que tiene mayor
cantidad de proteinas, lo que da una mayor
certeza que lo identificado corresponde al taxdn
viral asociado. Referente a la familia de virus
predominante entre los profagos detectados, se
determiné que todos los profagos completos
presentaban componentes estructurales
relacionados con el orden Caudovirales, fagos
con cabeza icosaédrica, DNA bicatenario y colas

largas que interactian con las proteinas
receptoras de la superficie bacteriana. De estos el
99,7% pertenecieron a la familia Siphoviridae
fagos de colas no contractiles, esta familia de
virus ha sido identificada en multiples estudios
realizados en especies del género Streptococcus
spp324143 'y el 0,030% pertenecieron a la familia
Myoviridae fagos de colas contréctiles, estos se
han relacionada con otro tipo de bacterias
hospederas como lo son Burkholderia,
Pseudomonas, Erwinia®, Desulfovibrio®.

Los factores de virulencia y resistencia a
antibidticos bacterianos estan directamente
relacionados con las capacidades funcionales de
la bacteria y la presion selectiva del medio para
el desarrollo de sus capacidades. En nuestros
resultados los fagos no mostraron una fuerte
asociacion con la adquisicion con mecanismos
asociados la virulencia y resistencia a antibiotico.
Los profagos pueden estar favoreciendo otros
procesos celulares diferentes a los relacionados
con la patogenicidad y resistencia bacteriana, por
mencionar algunos de los procesos involucrados
en base a bibliografia, se ha reportado su
intervencidn de procesos fotosintéticos mediada
por bacteriofagos marinos que infectan
cianobacterias, los cuales intervienen de forma
crucial la fotoinhibicion de la célula infectada, lo
que permite la continuidad de la fotosintesis y
proporcionar la energia necesaria para la bacteria
y al virus para su replicacion®, en la modulacion
del genoma de bacterias no patdgenas mediante
la resistencia a temperaturas ambientales
hostiles** como también se han considerado
atiles en la modulacion guiada para la
implementacion de tratamientos terapéuticos®.
Asimismo, los plasmidos, transposones e islas
gendmicas representan una gran porcion de
genomas bacterianos que alteran
significativamente la aptitud bacteriana y de los
cuales puedan estar aportando de forma mas
significativa en los procesos de virulencia y
resistencia®.

Nuestro andlisis del sistema de CRISPR-cas
establecid la presencia de nucleasas efectoras en



el 59% de los genomas evaluados y entre los
cuales se descubri6 una variabilidad y diferencias
estadisticamente significativamente entre la
cantidad de profagos segun el tipo de sistema
presente. Se sugiere que aquellos genomas que
contengan los sistemas I, 11 y I1l conjuntamente
tienen una menor probabilidad de adquirir DNA
extracelular de tipo profagico entre su genoma,
esta informacion se explica debido a que los
profagos con espaciadores que coinciden con
estas secuencias son mas susceptibles a ser
detectados y controlados*®. La deteccion del
sistema CRISPR de forma individual mostro una
coexistencia con diferentes tipos de sistemas,
Nazir y colaboradores (2012) proponen que dicha
coexistencia puede ser consecuencia de un
reordenamiento genético a nivel de los genomas
bacterianos, perdida de funcionalidad del sistema
CRISPR a causa de su eliminacion, un
ensamblaje incompleto o deficiente del borrado
del genoma*’, es importante también tener en
cuenta que la metodologia de busqueda puede
afectar el tipo de sistema CRIPR ya que hay
algunos sistemas mayormente estudiados®®. Este
tipo de sistema de inmunidad adaptativa
bacteriana ha sido ampliamente estudiado en
diferentes  géneros  bacterianos*®4%%0  sin
embargo, no son los Unicos sistemas asociados a
este tipo de funciones. A la fecha se desarrollan
estudios alternos que tiene como objetivo la
identificacion de nuevas estrategias de control de
material exdgeno. Ejemplo de este es el sistema
de defensa DISARM sistema de isla de defensa
asociado con restriccion-modificacion, quien
altera el genoma en relacion con secuencias
especificas para evitar la adsorcion de los fagos y
al tiempo degrada el DNA extrafio®!, también el
caso del suicidio celular programado o la latencia
inducida tras la infeccion®? y ademas el sistema
de infeccion abortiva o sistema de exclusion del
fago el «cual causa la muerte celular
concomitantemente. En estudios comparativos se
ha descrito que algunos genes o nucleasas estan
ubicados en sitios estratégicos del genoma
enriqueciendo otros genes conocidos con
funciones de defensa®. Posterior al conocimiento

de este tipo de estrategias de inmunidad se llega
a considerar que un genoma bacteriano puede
estar codificando simultaneamente multiples
sistemas de defensa de varias clases como puede
ser el caso del sistema CRISPR en coexistencia
de otros sistemas®*.
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