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1. Resumen

Klebsiella pneumoniae es un patogeno nosocomial que empeora el prondstico de la gran
mayoria de pacientes inmunocomprometidos. En lineas generales, se trata de una bacteria
patogena oportunista capaz de colonizar una gran variedad de ambientes, especialmente
los hospitalarios. Pertenece al grupo de bacterias gram-negativas y, debido a su elevada
patogenicidad, es capaz de provocar cuadros clinicos graves que aumentan las tasas de

mortalidad y morbilidad.

El creciente incremento del numero de bacterias multirresistentes a antibidticos de amplio
espectro, como [-lactamicos o carbapenémicos, ha supuesto la busqueda de nuevos
métodos para combatir estas bacterias. En este contexto, la experimentacion con
fagoterapia estd despertando un gran interés, gracias a su eficacia y seguridad, que se

traducen en un incremento de las tasas de supervivencia.

Es por ello que el presente TFM se centra en la caracterizacion de la actividad
antimicrobiana de dos fagos liticos vB_ KpnS VAC35 y vB_KpnM_VAC36, asi como
de la combinacién de estos fagos con inhibidores del QS, mecanismo de comunicacion

bacteriano que favorece la resistencia a los fagos.

Para el desarrollo de este trabajo, en primer lugar, se realizé un analisis del genoma de
los fagos con el objetivo de asegurar la ausencia de genes potencialmente virulentos. En
segundo lugar, se caracterizo la capacidad de infeccion de los fagos vB_ KpnS VAC35y
vB KpnM VAC36 frente a sus sus cepas huésped: K3574 y K3573. Para ello se ha
determind la familia a la que pertenecen los fagos mediante el estudio morfolégico
empleando la técnica de Microscopia Electronica de Transmision (TEM) y se han
determinado diversos parametros de infeccion, como el tiempo de adsorcion, el tamafio
de explosion (burst size) o el periodo de latencia. Por ultimo, se realizo el ensayo de
infeccion e inhibicion de QS empleando la molécula furanona 4-Metoxi-2(5H) con el
objetivo de aumentar la capacidad de infeccion de los fagos frente a K. pneumoniae y

mejorar su potencial uso en fagoterapia.



Resumo

Klebsiella pneumoniae ¢ un patoxeno nosocomial que empeora o prondstico da gran
maioria de pacientes inmunocomprometidos. En lifias xerais, tratase dunha bacteria
patdxena oportunista capaz de colonizar unha gran variedade de ambientes,
especialmente os hospitalarios. Pertenece ao grupo de bacterias gram-negativas e, debido
a sua elevada patogenicidade, ¢ capaz de provocar cadros clinicos graves que aumentan

as tasas de mortalidade e morbilidade.

O crecente incremento do niumero de bacterias multirresistentes a antibioticos de amplo
espectro, como B-lactdmicos ou carbapenémicos, supuxo a busqueda de novos métodos
para combater estas bacterias. Neste contexto, a experimentacion con fagoterapia esta
despertando unha gran interese, grazas 4 sua eficacia e seguridade que se traduce nun

incremento das taxas de supervivencia.

E por isto que o presente TFM se centra na caracterizacion da actividade antimicrobiana
dos fagos liticos vB_KpnS VAC35 e vB_ KpnM_VAC36, asi como da combinacion
destes fagos con inhibidores do Quorum sensing, mecanismo de comunicacion bacteriano

que favorece a resistencia aos fagos.

Para o desenvolvemento deste traballo, no primeiro lugar realizbuse unha analise do
xenoma dos fagos co obxectivo de asegurar a ausencia de xenes potencialmente
virulentos. En segundo lugar, caracterizouse a capacidade de infecciéon dos fagos
vB KpnS VAC35 e vB KpnM_ VAC36 fronte as stas cepas huésped: K3574 e K3573.
Para elo se determinou a familia & que pertencen os fagos mediante o estudio morfologico
empregando a técnica de Microscopia Electronica de Transmision (TEM) e se han
determinado diversos parametros de infeccion, como o tempo de adsorcion, o tamafo de
explosion (burst size) o periodo de latencia. Por ltimo, realizouse o ensayo de infeccion
e inhibicién de Quorum Sensing empregando a molécula furanona 4-Metoxi-2(5H) co
obxectivo de aumentar a capacidade de infeccion dos fagos fronte a K. pneumoniae e

mellorar o seu potencial uso en fagoterapia.



Abstract

Klebsiella pneumoniae is a nosocomial pathogen that worsens the prognosis of the vast
majority of immunocompromised patients. In general, it is an opportunistic pathogenic
bacterium capable of colonizing a wide variety of environments, especially hospital ones.
It belongs to the group of gram-negative bacteria and, due to its high pathogenicity, is

able to cause serious clinical conditions that increase mortality and morbidity rates.

The growing number of multidrug-resistant antibiotic-resistant bacteria, such as f-
lactams or carbapenems, has led to the search for new methods to combat these bacteria.
In this context, experimentation with phage therapy.is arousing great interest, thanks to

its effectiveness and safety which translate into an increase in survival rates.

This is why the present TFM focuses on the characterization of the antimicrobial activity
of two lytic phages vB KpnS VAC35 and vB KpnM VAC36, as well as the
combination of these phages with inhibitors of Quorum sensing, a bacterial

communication mechanism that promotes resistance to phages.

For the development of this work, an analysis of the phage genome was first performed
with the aim of securing the lack of potentially virulent genes. Second, the infection
capacity of the phages vB KpnS VAC35 and vB KpnM_ VAC36 was characterized
against their host strains: K3574 and K3573. To this end, the family to which the phages
belong has been determined by morphological study using the technique of Transmission
Electron Microscopy (TEM) and various infection parameters have been determined,
such as adsorption time, burst size. or the latency period. Finally, the Quorum Sensing
infection and inhibition assay was performed using the furanone 4-Methoxy-2 (5H)
molecule with the aim of increasing the infectivity of phages against K. pneumoniae and

improving their potential use in phage therapy.



2. Introduccion

El incremento en los ultimos afios de los llamados microorganismos multirresistentes
(MDR), resistentes al tratamiento con los distintos antibidticos actuales como las
penicilinas, aminoglucésidos, fluoroquinolonas, cefalosporinas, carbapenémicos..., ha
evidenciado la necesidad urgente de encontrar nuevas clases de agentes antimicrobianos.
(Bragg et al.,2018). La Organizacion mundial de la Salud (OMS) publico en 2018 una
lista de “patdgenos prioritarios” que incluye una serie de microorganismos que suponen
una amenaza grave para la salud humana y para los que se necesitan urgentemente nuevos
tratamientos antiinfecciosos (Tacconelli et al., 2018), entre los que se incluyen patogenos
del grupo ESKAPE: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K. pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter (De Olivera et al.,

2020).

Dentro de la familia Enterobacteriaceae se encuentra el patogeno K. pneumoniae, descrita
por primera vez por Carl Friedlander en 1882 como una bacteria asilada de los pulmones
de pacientes que habian muerto por neumonia (Martin et al., 2018). Se trata de un
patoégeno bacteriano oportunista gram-negativo, fermentador de lactosa, inmovil, capaz
de crecer en un rango de temperaturas que fluctuan entre los 18-47°C, en un rango de pH
4-8 y a unas concentraciones salinas de 0-5%, y que caracteristicamente presenta una
capsula prominente (Gorrie et al., 2018). En cuanto a su crecimiento en placa, la mayoria
de aislados de K. pneumoniae forman colonias mucoides debido a su elevada produccion
de capsula de polisacarido (Maduefio et al., 2017), estas colonias se pueden apreciar en

la Figura 1.

Figura 1. Crecimiento en placa de Klebsiella pneumoniar en; medio Miiller-Hinton, agar sangre y medio MacConkey
(de izquierda a derecha) (Ahmed et al., 2018)



Por otro lado, K. pneumoniae tiene la capacidad de colonizar superficies sanitarias y
dispositivos médicos invasivos, causando enfermedades nosocomiales con tasas elevadas
de mortalidad y morbilidad (Abdel-Aziz et al., 2017). Clasicamente, estas infecciones
ocurren en pacientes hospitalizados o inmunocomprometidos y comuinmente son
infecciones del tracto urinario, neumonia y septicemia, ademads de infecciones de heridas.
El éxito de K. pneumoniae como patégeno nosocomial reside también en su virulencia
intrinseca, atribuida a su capacidad de crear una infeccion invasiva a través de adhesinas
fimbriales, a la presencia de una capsula gruesa que actua como factor antifagocitico y de
defensa al estrés, al antigeno O de su lipopolisacarido (LPS) y a los sideroforos
(compuestos quelantes de hierro secretados por microorganismos) (Podschun et al.,

1998).

K. pneumoniae posee una alta capacidad para crecer formando biopeliculas o biofilms,
ademas de para adquirir multitud de plasmidos que confieren resistencia a un amplio
rango de antibidticos utilizados en clinica. De forma rutinaria, las infecciones causadas
por esta bacteria se tratan con B-lactdmicos ademas de otros antibidticos efectivos contra
las bacterias de la familia Enterobacteriaceae, como piperacilina o tazobactam (Vuotto et

al., 2014).

En la actualidad, distintas cepas de esta especie han adquirido diversos mecanismos que
les han permitido incrementar en gran medida la resistencia a los antibidticos (Maduefio

et al., 2017). Dentro de ellos destacan:

1. Produccion de genes que codifican para B-lactamasas, enzimas que son capaces
de inactivar el antibiotico al provocar la destruccién del anillo B-lactamico.

2. Cambios de conformacién y disminucioén en el nimero de porinas, provocando
una alteracion de la permeabilidad de membrana haciendo que esta sea menor.
Las porinas son unas proteinas multiméricas localizadas en la membrana externa
que actiian regulando el paso de moléculas hidrofilas y distintos compuestos al
espacio periplasmico.

3. Activacion de bombas de expulsion mediante las cuales se reduciria el efecto del
antibiotico.

4. Modificacion de la diana sobre la cual acta el antibiodtico.

En el contexto actual de resistencia hacia casi todos los antibidticos utilizados en el

entorno hospitalario, las distintas alternativas terapéuticas son bienvenidas, y el uso



clinico de bacteriofagos, conocido como fagoterapia, se incluye entre ellas. Los
bacteridofagos, también denominados fagos, son los depredadores naturales de las
bacterias, su tinico huésped. Ademas, son los organismos mas abundantes de la biosfera,
encontrandose en todos los nichos naturales colonizados por éstas (Shabbir et al., 2016).
Los bacteriofagos contienen genomas muy diversos y se ha sugerido que representan la
mayor fuente de diversidad de genes en el medioambiente. Prueba de ello es la gran
cantidad de nuevos genes de funcion desconocida a raiz de la secuenciacion del genoma

y del metaviroma (Brister et al., 2012).

La administraciéon de fagos directamente a un paciente con el proposito de lisar el
patogeno bacteriano que esta causando una infeccion clinicamente relevante se conoce
como fagoterapia. De este modo, la dindmica de replicacion de los fagos juega un papel
muy importante en su aplicacion terapéutica. Los fagos lisogénicos integran su genoma
en el genoma del huésped, pudiendo modificar el fenotipo bacteriano a través de la
expresion de genes virales, lo que se conoce como conversion lisogénica. A diferencia de
estos, los fagos liticos no integran su genoma en el cromosoma bacteriano, sino que
utilizan la maquinaria de la célula huésped para la traduccion de sus genes virales con el
fin de producir nuevas particulas (viriones), que se ensamblan y se liberan de la bacteria,
provocando su lisis (Figura 2). Los fagos liticos son mejores candidatos para su uso en
fagoterapia, puesto que su resultado final es la destruccion completa de las células
bacterianas sin el riesgo de integrar su genoma en el del hospedador (Gordillo Altamirano

et al., 2019).

Figura 2. Esquema general del ciclo litico de un fago 1: Adsorcion a la superficie bacteriana; 2: Inyeccion de genoma
viral y disrupcion del genoma bacteriano; 3: Produccion de estructuras virales; 4: Ensamble y formacién de progenie
viral; y 5: Lisis celular y liberacion de viriones. (Jorquera et al., 2015)



A pesar de que la importancia de la fagoterapia se redujo con la época dorada de los
antibioticos, recientemente se ha recuperado el interés en la misma, debido a las altas
tasas de resistencia que presentan las bacterias a los antibidticos tradicionales. Los
ensayos clinicos que se han llevado a cabo empleando fagos liticos contra diferentes
infecciones humanas revelan perfiles de seguridad favorables y, en algunos casos,

evidencias de eficacia alentadoras (Zhou et al., 2018).

Las bacterias pueden adquirir resistencia a la infeccion por fagos, y en esta adquisicion
interviene diversos mecanismos entre ellos el Quorum Sensing (QS), que es el proceso de
comunicacion de célula a célula que permite a las bacterias modificar colectivamente su
patron de expresion génica en respuesta a los cambios en la densidad celular y a la
composicion de especies de la comunidad microbiana. La posibilidad de modular esta
comunicacion bacteriana se ha propuesto en la actualidad como una nueva alternativa
para controlar la resistencia de los patdégenos. De este modo, la activacion del QS se lleva
a cabo mediante la produccion de moléculas autoinductoras conocidas como
acilhomoserinalactonas (AHL), AI-2, Al-3, el factor difusible de sefializacion (DSF), la
2-heptil-3-hidroxi-4(1H)-quinolona (PQS)... El papel de estas moléculas estd
relacionado con la induccién de genes implicados en la produccion de enzimas liticas,

toxinas y exopolisacaridos, asi como-en la produccion de biofilm (Vuotto et al., 2014).

K. pneumoniae pero si produce Al-2 como sefial (un autoinductor), de forma similar a E.
coli utilizando ambos receptores para captar sefiales liberadas por otras bacterias
productoras de AHL. Se ha visto que el QS se también actia como un mecanismo de
defensa antifago (mediante la produccion de biofilm o capsula), puesto que, la deteccion
de las sefiales de AHL provocan una disminucion de la susceptibilidad de la bacteria al

fago haciendo que este infecte peor (Hoyland-Kroghsbo et al., 2013).

De este modo, mediante la inhibicion del QS, se puede modificar el comportamiento
bacteriano sin efectos biocidas. Esta inhibicion se puede lograr de diversas formas;
bloqueando la biosintesis de los autoinductores, mediante su degradacion por enzimas
especificas o evitando su interaccion con el receptor (Guo et al., 2013). Muchos
compuestos naturales, al interrumpir o atenuar el QS, se han empleado como inhibidores
de este proceso, con el objetivo de hacer frente a las infecciones bacterianas y la
resistencia a antibidticos en una gran variedad de patdgenos. Algunos derivados de la
furanona han mostrado actividad antagonica frente a sistemas QS en diversas bacterias
como Pseudomonas aeruginosa, para ello, estos compuestos disminuyen la sefializacion
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QS basada en las AHL y en el autoinductor-2 (Al-2). Ademas, los derivados de las

furanonas también pueden interrumpir el QS al interactuar con reguladores

transcripcionales que suprimen la virulencia sin afectar al crecimiento bacteriano, por ello

en el presente TFM se ha empleado la molécula furanona 4-Metoxi-2(5H) (Figura 3)
(Zhang et al., 2021).

3.

HsC
\O

N

O

Figura 3. Formulacion quimica de la furanona 4-Metoxi-2(5H).

Objetivos

3.1. Objetivo general

v

El principal objetivo de este trabajo ha consistido en la caracterizacion de la
capacidad antimicrobiana de dos fagos liticos vB_KpnS VAC35 (VAC35) y
vB_KpnM_VAC36 (VAC36) asi como del incremento en su capacidad infecciosa
mediante el uso combinado de los mismos con un inhibidor de QS, para
determinar su potencial uso para tratar infecciones causada por el patégeno K.

pneumoniae.

3.2. Objetivos especificos

v

Determinar si los fagos son candidatos 0ptimos para su uso en clinica mediante el
estudio genoémico.

Testar la capacidad litica de ambos fagos frente a su cepa huésped mediante
ensayos in vitro.

Estudiar el papel inhibidor de la furanona 4-Metoxi-2(5H) en combinacién con
los fagos VAC35 y VAC36 frente a diversas cepas clinicas y comprobar si supone

una mejora para el tratamiento de K. pneumoniae.

11



4. Material y métodos

4.1. Fagos y cepas bacterianas.

Las tres cepas clinicas de K. pneumoniae empleadas (K3573, K3574 y K3325) fueron

aisladas a partir de muestras de sangre y proceden del Hospital Universitario Virgen

Macarena (Sevilla, Espana) y del Centro Nacional de Microbiologia (CNM; Instituto de
Salud Carlos III, Espaiia). Por otro lado, los fagos (VAC35 y VAC36) fueron aislados de

muestras de aguas residuales,
4.2. Preparacion medios de cultivo

Medio Luria-Bertani (LB) liquido:

Formula en gramos por 1 L de agua destilada:

e 5gNaCl
e 10 g Triptona

e 5 g Levadura

Medio Triptona-Agar (TA)

Formula en gramos para 100 mL de agua destilada:

e 0,5gNaCl
e 1 g Triptona

e 1,5 g Agar técnico

Medio Triptona-Agar Semisolido (TA Soft)

Formula en gramos para 100 mL de agua destilada:

e 0,5gNaCl
e 1 g Triptona
e 0,4 g Agar técnico

Sault-Magnesium Buffer (SM Buffer)

e (0,1 M NaCl
e 10 mM MgSO4
e 20 mM tris-HCI (pH 7)

12



4.3. Analisis proteinas genoma

Después de la secuenciacion de ambos fagos y a través de los programas SnapGene y
VipTree se realizé un andlisis y agrupacion de las proteinas del genoma de los fagos
VAC35y VAC36. Para ello se introduce en este programa la secuencia del fago obtenida
de GenBank la cual habia sido depositada previamente por el grupo de investigacion en

el que realicé el presente TFM.

4.4. Cuantificacion y titulacion de los fagos

Una vez que seleccionados los fagos VAC35 y VAC36, se prepararon disoluciones
seriadas 1/10 de los mismos en una disolucion tampon de SM. A continuacidn, se empled
el método de doble placa (Figura 4) para preparar placas de lisis, este proceso se basa en
infectar 200 puL de cultivo bacteriano en fase exponencial tardia (DO eoonm = 0,7) con
10puL de la correspondiente dilucion de fago. A continuacion, se mezclo con agar soft a
56°C (el cual habia sido fundido previamente a 200°C durante 15 minutos) y se depositod
sobre una placa de agar TA, una vez solidificado se incub6 a 37°C durante 24h. Al dia

siguiente se procedi6 al recuento de PFU (placas de lisis).

4-5 mL Soft

10-100* pL fago

PFU/mL

Figura 4. Esquema del método de doble capa

4.5. Comparativa fagos

4.5.1. Microscopia electronica de transmision

Una cantidad de 600 pL de los fagos que contenia aproximadamente 10 ° unidades
formadoras de placas (PFU) fue tefiida negativamente con acetato de uranilo acuoso al
1% para posteriormente ser examinada bajo un microscopio electronico de transmision

(TEM JEOL 1011).

13



4.6. Optimizacion de la infeccion

Inicialmente se realizaron ensayos para establecer cudl era la densidad optica del cultivo
a la que los fagos infectaban mejor. En primer lugar, se prepararon cultivos de las cepas
K3573 y K3574 de K. pneumoniae en medio liquido LB que se incubaron en agitacion a
180 rpm y 37°C durante toda la noche. Transcurrido este tiempo, se prepararon 20 ml de
LB liquido con una dilucién 1:100 del cultivo preparado el dia anterior, y se mantuvo en
agitacion a 180 rpm a 37°C hasta que alcanzaron la DOgoonm de 0,4 y 0,6 esperadas. Una
vez transcurrido este tiempo, se extrajo 1 mL de cada tubo y se determiné la DO en un
espectrofotometro (ZUZI 4250/20). En ese momento los cultivos fueron infectados con
los fagos a multiplicidad de la infeccion 1 (MOI 1), que hace referencia al nimero de
particulas virales que infecta una célula. Se mantuvo la infeccion durante 6 horas, en las
cuales se tomaron alicuotas cada hora. El cultivo se mantuvo en agitacion al80 rpm y
37°C durante las 6 horas. Los ensayos se realizaron por triplicado y empleando cultivos

sin infectar como controles.
4.7. Curva de adsorcion

El objetivo de este ensayo es establecer el tiempo de adsorcion de los fagos VAC35 y
VAC36 a los receptores presentes en la superficie bacteriana. Para ello se realizd una
dilucion 1:100 de la cepa correspondiente al fago en un matraz con 25 mL de medio LB
que se incubd en agitacion (180 rpm) y a 37°C hasta alcanzar una DO goonm = 0,4. Una
vez alcanzada esta densidad Optica los cultivos se dejaron a temperatura ambiente en

ausencia de agitacion y se infectaron con su correspondiente fago a una MOI de 0,01.

Una vez infectado el cultivo se retird6 ImL del matraz, que corresponderia al tiempo 0. A
continuacion, a periodos de 1 min, se tomaron alicuotas de ImL que se traspasaron a
viales de 1,5 ml mantenidos en hielo y con 10uL de cloroformo. La razén de mantener
los viales en hielo es que las temperaturas frias frenan el crecimiento logrando evitar una
posible union reversible. Asi el cloroformo puede ejercer su funcion de eliminar las

células bacterianas suprimiendo los centros infecciosos.

Al terminar el periodo de extraccion los viales se centrifugaron a 12000 rpm durante 2
min para sedimentar los restos celulares y el fago adsorbido. A continuacion, se realizaron
diluciones seriadas 1:100 del sobrenadante obtenido para realizar placas de lisis por el

método de doble capa en placas de TA. Las placas se incubaron durante 24h a 37°C, para
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finalmente realizar un recuento del nimero de UFP/mL, estableciendo el numero de fagos

libres frente al tiempo.
4.8. Curva de crecimiento en un paso (one-step growth curve)

Se preparo6 un cultivo de cada cepa huésped en 5 ml de LB liquido que se incubd a 180
rpm y 37°C durante toda la noche. Transcurrido este periodo de tiempo, se prepard una
dilucién 1:100 del cultivo en 10 ml de LB y se dejo crecer hasta alcanzar una a DOgoonm=
0,4. Una vez alcanzada esta fase de crecimiento, se extrajeron dos alicuotas de ImL del
cultivo bacteriano y se depositaron en sendos viales para infectarlos con el fago
correspondiente a una MOI de 0,01. Posteriormente, se dejaron en estatico a temperatura
ambiente hasta que concluyese el tiempo de adsorcion determinado previamente,
posteriormente se realizaron dos lavados (en suero salino) del cultivo mediante
centrifugacion de 10 min a 6000 rpm A partir de las muestras resultante se realizé una

dilucion 1:100 en dos matraces con 25 mL de LB.

Una vez inoculado el contenido de los viales en sus respectivos matraces, al igual que en
la curva de adsorcion, se extrajo 1 mL de muestra que corresponderia al tiempo 0.
Mediante la realizacion varias veces de esta prueba, se determina el tiempo de espera
entre extraccion y extraccion, no obstante, los matraces se dejaron siempre en incubacion

a 37 °C y bajo agitacién a 180 rpm.

e VAC3S5: Las 5 primeras extracciones se realizaron a tiempos espaciados de 5
minutos mientras que las 5 siguientes en tiempos de 10 minutos.
e VAC36: Las 5 primeras extracciones se realizaron a tiempos espaciados de 2

minutos mientras que las 5 siguientes en tiempos de 5 minutos.

Entre los periodos de incubacidn, se prepararon placas para el recuento placas de lisis en
placas de TA por el método de doble capa tomando diluciones del contenido de los viales:
0, -1 y -2 (placas por duplicado o por triplicado). La duracioén del experimento vari6 en

funcion del fago.
4.8.1. Calculo del burst size

Una vez realizada la one step growth curve y a partir del recuento de UFP/mL podemos
determinar el burst size (Figura 5), que hace referencia al nimero de fagos liberados por
célula bacteriana. Para ello hay que dividir el promedio de UFP/mL iniciales (tiempo 0)

y el tiempo de méaxima produccioén de UFP, antes de la estabilizacion de la curva.
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Promedio 1

b Promedio1 UFP/mL final
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Figura 5. Esquema indicativo del Burst size junto con su formula

4.9. Curvas infeccion a distintas MOI

De forma similar a las primeras curvas de infeccion a diferentes DO, se realizaron curvas
de infeccion para cada fago a diferentes multiplicidades de infeccion: 0,1 y 1. Ambos
fagos se testaron sobre sus cepas huésped, pero en el caso del VAC35 también se
monitore6 su actividad bacteriolitica sobre una cepa clinica con distinta capacidad de

infeccion, la K3325.

Inicialmente se prepar6 un cultivo de cada cepa huésped en 5 ml de LB liquido que se
incubd a 180 rpm y 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente se prepard una dilucion
de cada cultivo hasta alcanzar una DO ¢oonm = 0,4. Transcurrido el tiempo necesario para
alcanzar esta fase, se extrae ImL de cada cultivo para asegurarse a través del uso del
espectrofotometro de que todos parten de la concentracion bacteriana. Posteriormente se
procedid a infectar los cultivos con el volumen de fago correspondiente a cada una de las

MOI que se iban a testar. El experimento se realizo por triplicado.
4.10. Curvas de infeccion combinando fago y furanona

También se han testado los efectos del fago a distintas MOI en combinacion con la
furanona 4-Metoxi-2(5H). Los efectos de la furanona también fueron testados empleando

controles con furanona, en los que no habia fago.

Previamente a la realizacion de los ensayos de combinacion con la furanona, se
seleccionaron distintas concentraciones de furanona para testar la actividad bacteriolitica
de la misma. De este modo se han testado 3 concentraciones: 15 pug/mL, 30 pg/mL y 60
pg/mL quedandonos finalmente con las dos primeras.
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El procedimiento es similar al del apartado anterior, pero afiadiendo la furanona a

concentraciones de 15 pg/mL y 30 pg/mL sola y combinada con el fago a MOI 1. Estas
son las condiciones que se han testado:

5. Resultados
5.1. Comparacion fagos

5.1.1. Analisis del genoma

El analisis gnomico de ambos fagos mostro que el tamaino del genoma del VAC35 es de
112.862 bp mientras que el VAC36 es mayor, concretamente de 169.970 bp. Las
proteinas codificadas en ambos genomas, previamente anotados mediante RAST, BLAST
y Hmmer, se analizaron funcionalmente observandose en el caso de VAC35 una
organizacion funcional en bloques que incluyen un bloque de lisis, proteinas
estructurales, DNA y empaquetamiento, y de defensa. En el caso de VAC36 la
disposicion es mas particular, con los bloques intercalandose a lo largo del genoma
(Figura 6). Este tipo de genoma, que no estd muy bien organizado en grupos funcionales,

si no que muestra aglomerados dispersos, ha sido descrito previamente para grandes fagos
de K. pneumoniae (Pacios et al. 2021).

RN e
Wy T.d":.;“ h\
/ AL - A
7, 2 { 79 [ 3
\ -

vB_KpnS_VAC35 "-"-% ; vB_KpnM_VAC36
112.862 bp i

169.970 bp

N y
/*" A \‘\:“"’ *, Fim gy WY
- ,_l].:i:-: *": 5 '

" }:"/ﬁz

'.'.‘ g
-."\é ‘{‘:.

b

. Lisis DNA y empaquetamiento
[ tRNA Il Estructurales
M Defensa B Hipotéticas

Figura 6. Genomas de los fagos VAC35 y VAC36 y distribucion en bloques de sus proteinas. Imagen
obtenida con el programa SnapGene
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El analisis de las proteinas presentes en ambos fagos no mostro la presencia de ninguna
proteina cuya funcidn se pudiese asociar a virulencia o resistencia lo que hace de estos

fagos buenos candidatos para la terapia fagica.

Ambos genomas fueron comparados y analizados filogenéticamente, asi, se comprobd

que existe un bajo grado de similitud entre ambos (Figura 7).

vB_KpnS-VAC35 0kb 17k 30’k s1kb 6'kb 85'kb 102k
112862 pb

vB_KpnM-VAC36 g 17k 34kb s1kb 68 kb 85kb 102 kb e 136 kb
169970 pb

Ya-identity

0 20 3 40 S50 60 70 8 85 %0 9 100

Figura 7. Comparativa fagos VAC35 y VAC 36 con el programa VipTree

El estudio filogenético confirm¢ la distancia existente entre ambos fagos (Figura 8).

Inner ring: Virus family
Myoviridae (352)

I Siphoviridae (157)
Autographiviridae (72)
Podovindae (60)
Others (268)

Quter ring: Host group
Gammaproteobacteria (847)
Cyanobacteria (128)
Actinobacteria (72)
Betaproteobacteria (5)
Firmicutes (5)

Others (40)

0005 001

Figura 8. Arbol filogenético que contiene la posicion de los fagos VAC35 y VAC36
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También se estudid la homologia de estos fagos frente a otros presentes en la base de

datos NCBI. Para el VAC35 el fago con mayor similitud seria el vB_Kpn-IMES2602

mientras que para el VAC 36 seria el vB_Kpn-F48 (Figuras 9-10).

VAC35 se parece a IME260

NC_041899
vB_Kpn-IME260
123490 pb

vB_KpnS-VAC35
112862 pb

Figura 9.
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MZ571829.1

NC_048694

7
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Figura

| 4
"
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NC_041899
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NC_048694
vB_Kpn-F48
170764 pb
%o-identity
0 20 3 40 50 60 70 80 85 90 95 100

49.5kb 99 kb 1485 kb

vB_KpnM-VAC36
169970 pb

NC_055721
E. coli phage EcS1
175437 pb

20 kb

10. Fago que presenta mayor similitud con el VAC35

5.1.2. Morfologia en placa.

Una vez realizadas la infecciéon de las cepas huésped con sus fagos respectivos se

observaron las placas de lisis formadas por los virus, cada una de ellas considerada una

unidad formadora de placa. Tanto para el fago VAC35 como para el VAC36 se aprecia

como las placas formadas presentan una morfologia muy pequena y redondeada (Figuras

11-12).
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Figura 11. Morfologia en placa del fago VAC35 en su cepa huésped K3574: a la izquierda en condiciones mds
concentradas y a la derecha en condiciones mds diluidas.

Figura 12. Morfologia en placa del fago VAC36 en su cepa huésped K3573: a la izquierda en condiciones mds
concentradas y a la derecha en condiciones mds diluidas

También hay que destacar la presencia de un halo alrededor de las placas, lo que indica
la actividad de las depolimerasas previamente identificadas en el genoma. Las
depolimerasas son enzimas capaces de degradar polisacaridos capsulares (CPS),
exopolisacéridos (EPS) o lipopolisacaridos (LPS) presentes en bacterias gran-negativas,
incrementando la sensibilidad al fago puesto que dejan las bacterias expuestas a su ataque

(Saralegui et al., 2022).
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5.1.3. Microscopia electronica de barrido (TEM)

A través de la microscopia se analizé la morfologia de los fagos VAC35 y VAC36, las
imagenes obtenidas revelaron que ambos fagos pertenecian al orden Caudovirales puesto
que presentaban cola contractil con forma de tubo. asi como una cabeza icosaédrica
(producto del empaquetamiento del ADN). Las proteinas de la parte externa de la capside

ayudan a expandir y a estabilizar la estructura (Koonin et al., 2015).

Por un lado, podemos decir que el fago VAC35 pertenece a la familia Siphoviridae al
presentar una cola larga y flexible. Analizando més en profundidad, la capside mostr6 un

tamafio de 88nm y la cola una longitud de 260 nm (Figura 13).

vB_KpnM_VAC35

Figura 13. Morfologia fago VAC35 al microscopio electrdnico de barrido

Por otro lado, el VAC36 se trata de un fago perteneciente a la familia Myoviridae
caracterizada por presentar una cola contractil y mas corta (en este caso 160 nm) que los

Siphoviridae (Figura 14). El tamano de la cabeza es similar al del VAC35.
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vB_KpnM_VAC36

Figura 14 Morfologia fago VAC36 al microscopio electrdnico de barrido

5.2. Curva infeccion a distintas DO.

Nos permiten observar la relacion que existe entre la bacteria huésped y el fago basandose
en una interaccion depredador-presa. De este modo, través de esta prueba, se ha
conseguido monitorear la actividad de los fagos cada hora después de haberse producido
la infeccion. Las curvas nos informan de la dinamica de la infeccion fagica en este caso

sobre sus cepas huésped.

Con el objetivo de comprobar si la infeccion por los fagos se veia afectada por la
composicion de la pared celular y de la capsula se infecto el cultivo en fase logaritmica
temprana y media (DOsoonm =0,4 y 0,6), sin que se observasen diferencias que puedan
suponer una mejora de la capacidad infectiva de los fagos, por ello y para los sucesivos
ensayos la infeccion se realizé a una DOsoonm =0,4 (Figura 13).

A . B Curva infeccion VAC36 (K3573)
Curva infeccion VAC35 (K3574)
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a 4 1
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. L
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Figura 6. Curvas de infeccion a distintas DO. A: VAC35 B: VAC36

22



En esta primera aproximacion se vio que los fagos VAC35 y VAC36 presentan un
comportamiento muy parecido, en la figura 13 también se aprecia como a las 6h, en ambos

casos, los cultivos estan practicamente lisados (cultivo carente de turbidez).

5.3. Curva adsorcion

Los resultados de estas curvas nos ofrecen la informacion necesaria para conocer cual es

el tiempo que tarda un fago en unirse a las células bacterianas previamente al inicio de la
infeccion.

Ambos fagos presentan tiempos de adsorcion muy semejantes y rapidos, propiedad
necesaria para los fagos susceptibles de ser empleados en fagoterapia. En el caso del
VAC35 se produjo una rapida reduccion del porcentaje de fagos libres, presentando un
tiempo de adsorcién de 6 minutos, mientras que el fago VAC36 muestra un tiempo de

adsorcion de 4 minutos (Figura 14)

A Curva adsorcion VAC35 (K3574) B Curva adsorcion VAC36 (K3573)

120 120+
100
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S 80- S 80+
o 60- 2 60
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S 40- & 40
= 20- = 20- ¥
0 T T 1 0 1 L] L] 1
0 2 4 6 0 2 4 6 8
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 7. Curva de adsorcion A: VAC35 B: VAC36

5.4. Curvas de un paso (One step)

Esta prueba se utiliza para determinar el periodo de latencia y el tamafio de explosion
(Burst size), término que hace referencia al nimero de particulas virales (viriones) que se
liberan en cada ciclo de infeccién por células bacterianas. Esta prueba también permite
conocer el periodo de latencia que se define como el intervalo entre la adsorcion de los
fagos a las células bacterianas y la liberacion de la progenie del fago, de este modo,
podriamos conocer la interaccidon existente entre fago y bacteria. Gracias a esta curva

podemos medir el aumento de la concentracion de fagos con el tiempo, interesando fagos
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con tiempos de latencia cortos y Burst size elevados los cuales podrian incorporarse para

su uso en fagoterapia.

Ambos fagos presentaron un periodo de latencia (L) corto de 10 minutos. En el caso del

fago VAC35 el Burst size fue de 34 y de 16,39 para el VAC36 (Figura 15).
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Figura 8. One step Growth Curve. A: VAC35. B: VAC36. L: Latencia BS: Burst size

5.5. Curvas infeccion a distintas MOI.

Los resultados de estas pruebas nos muestran como ha sido la actividad bacteriolitica del
fago sobre la bacteria. Con el objetivo de establecer la concentracion de fago con la cual

se conseguia una mayor infeccion se testo la infeccion a dos MOI: 0,1 y 1 (Figura 16).

A Curva de infeccion VAC35 (K3574) B Curva de infeccién VAC36 (K3573)
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[} ]
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-
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Figura 9 Curva de infeccion a diferentes MOI A: VAC35 B: VAC36
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En primer lugar, analizando el comportamiento a distintas MOI podemos ver que en
ambos casos a MOI 1 se produce un descenso inicial mas brusco de la absorbancia. Esto
es indicativo de que al elevarse la MOI se produce un incremento de la probabilidad de
que una misma bacteria sea infectada por un mayor numero de fagos. Tanto el fago
VAC35 como el VAC36 presentan una buena dinamica infectiva, ya que la absorbancia
a las 6h permanece en niveles muy bajos cercanos a 0. Esto indica el cultivo esta

completamente lisado.

En segundo lugar, comparando ambos fagos, se puede apreciar que a MOI 0,1 el fago
VAC36 infecta mas rapido a su cepa huésped que el VAC35, puesto que durante la

primera hora practicamente no se incrementa la absorbancia.

El fago VAC35 también se ha monitoreado en otra cepa clinica (K3525), seleccionada

por ser menos susceptible al fago (Figura 17)

Curva de infeccion VAC35 (K3325)
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Tiempo (h)
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Figura 10 Curva de infeccion VAC 35 en la cepa K3325

En este caso, la dindmica infectiva no fue tan fuerte. Aunque se observa un retraso de
aproximadamente una hora hasta que la densidad del cultivo comienza a descender,
cuando el cultivo se infectd con fago a MOI 1 el cultivo estaba completamente lisado a

las 3 h.
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5.6. Curvas de infeccion combinando fago y furanona

Los resultados del efecto de la furanona y su combinacion con los fagos VAC35y VAC36

a distintas MOI sobre sus cepas huésped se ven reflejados en la figura 18.
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Figura 18. Curvas de infeccion de los fagos VAC35 y VAC 36 a distintas MOI en combinacion con distintas
concentraciones de furanona en sus cepas huésped (K3574 y K3573). Los asteriscos indican diferencias significativas.

Cuando las cepas K3574 y K3573 se trataron con fagos VAC35 y VAC356,
respectivamente, en combinacion con furanona, la DOgoonm s€ mantuvo en todos los en
niveles inferiores a los controles de bacteria y al fago por separado. Sin embargo, los
valores de la DOsoonm para ambas cepas descendieron significativamente cuando se

trataron con la combinacion de fago con furanona en las siguientes condiciones:

e VAC35: Alas 2, 3,4y 5 horas después de la infeccion para las concentraciones
de furanona de 15 pg/mL y 30 pg/mL en combinacioén con el fago a MOI 0,1.
Ademas, en el caso de la combinacién de MOI 0,1 y furanona a 30 ug/mL se ha
visto que las diferencias también son significativas a las 6 horas.

e VAC36: Sdlo se vieron resultados significativos a las 2 y a las 3 horas después de

la infeccién a MOI 0,1 y a concentraciones de 15 pg/mL y 30 ug/mL.

También se monitore6 la actividad de la furanona sobre otra cepa clinica, K3325 (Figura
19), que, en este caso al no ser la huésped, la supervivencia de la bacteria al fago es mayor

sobretodo a MOI 0,1, como ya se ha visto anteriormente.
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Curva de infeccion VAC35 K3325
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Figura 19 Curva de infeccion del fago VAC35 en combinacion con distintas concentraciones de furanona sobre la
cepa clinica K3325. Los asteriscos indican diferencias significativas.

En esta cepa se observo un descenso mayor de la DOgoonm cuando la cepa se tratdé con
furanona y fago a MOI 0,1. A MOI 1 sin embargo no se observaron diferencias. .De este
modo a partir de las 2h hasta las 5h obtenemos resultados significativos (p < 0,05) para
las concentraciones de furanona de 15 pg/mL y 30 pg/mL. Ademas, a las 6h el resultado

sigue siendo significativo para la concentracion de 30 pg/mL.

6. Discusion

Las Enterobacterias representan uno de los principales grupos de microorganismos
patogenos involucrados tanto en las infecciones adquiridas en la comunidad como en las
relacionadas con el entorno sanitario. En este grupo destaca la especie K. pneumoniae,
una bacteria que es considerada uno de los patdogenos nosocomiales de mayor riesgo para
los sistemas de salud ptblica y que provoca infecciones urinarias, infecciones pulmonares
e infecciones de los tejidos blandos (Wang et al., 2022). El incremento en el uso de
antibioticos como B-lactdmicos de amplio espectro (BLEE) o carbapenémicos para su
tratamiento, ha provocado la aparicion de mecanismos heterogéneos de resistencia en
multiples cepas de esta bacteria. Esto ha provocado que sea un patégeno muy dificil de

tratar especialmente en personas de edades avanzadas o inmunodeprimidos (Antequera et

al., 2020).
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La presencia de genes de resistencia a antibioticos desarrollada por las llamadas bacterias
multirresistentes, implica que la bisqueda de nuevos tratamientos sea un hito en las
ultimas décadas. En este contexto estd volviendo a adquirir gran importancia la
fagoterapia, debido a sus buenos resultados en el control de las infecciones bacterianas,
cuando se usa sola o en combinacion con antibioticos. Ademas, una caracteristica
atractiva de este tratamiento es el espectro de actividad selectivo de los fagos, limitado al
huésped particular, el cual se basa en la elevada especificad de reconocimiento del
receptor bacteriano. De este modo, se esta consiguiendo una interesante reduccion de las
tasas de mortalidad y morbilidad de las personas afectadas por este tipo de bacterias

(Smug et al., 2022).

Para desarrollar esta terapia en primer lugar se debe llevar a cabo una seleccion adecuada
de fagos liticos y, en segundo lugar, tener un conocimiento profundo sobre las cepas que
van a ser utilizadas con el objetivo de intentar evitar la aparicion de clones resistentes a
fagos, un mecanismo habitual de coevolucion bacteria-virus. Por esta razon, en los
ultimos anos se estd incrementando la caracterizacion y aislamiento de fagos, asi como el
estudio de los genomas. Asi, actualmente, en la base de datos de GenBank se muestran

mas de 120 genomas de fagos de Klebsiella (Jiang et al., 2022).

En el presente trabajo, se ha llevado a cabo la caracterizacion de dos fagos; VAC35 y
VAC36, frente a sus cepas huésped; K3574 y K3573, para poder estudiar in vitro las

interacciones fago-bacteria y de este modo analizar su potencial utilidad en fagoterapia.

El estudio gendomico de ambos fagos mostré que ambos pertenecian a dos familias
distintas y no presentaban muchas proteinas comunes. No obstante, cada fago mostro

proteinas de los siguientes tipos:

e Proteinas estructurales: Dentro de este grupo se incluyen genes que codifican
componentes estructurales como la cabeza, procabeza y capside, la placa base, la
proteina portal, las proteinas del cuello y las de las fibras de la cola.

e Proteinas de lisis: En este caso se recogen una serie de proteinas que estan

implicadas en el proceso de lisis, dentro de ellas se encuentran: endolisinas,
holinas, spaninas...

e Proteinas de DNA y empaquetamiento: En este grupo destacan genes que

codifican proteinas implicadas en la replicacion del ADN, provocando la
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independencia del huésped: genes que codifican la RNasa H, numerosas helicasas,
genes que codifican la ADN-ligasa...

e Proteinas relacionadas con mecanismos de defensa: Se trata de proteinas que,

junto con otros mecanismos, juegan un papel muy importante en la defensa de los
fagos contra sus huéspedes (Castillo et al., 2020). En el genoma de ambos fagos
nos hemos encontrado con: ADP-ribosiltransferasas, metiltransferasas...

o tRNA: Se trata de distintos tipos de tRNA que estan implicados en la sintesis
protéica.

e Proteinas hipotéticas: Dentro de este grupo se encuentran proteinas para las cuales

todavia no se ha podido determinar la funcion.

Se pudo apreciar que el numero de proteinas estructurales es muy superior en el caso del
VAC35, habiendo una gran cantidad de proteinas de cola debido a que pertenece a la
subfamilia Siphoviridae. En el caso del VAC36, siguiendo con las proteinas estructurales,
se ha detectado la presencia de la proteina de la vaina de la cola (caracteristica propia de
la subfamilia Myoviridae que los diferencia de los Siphoviridae), que forma parte de la
cola rigida, que se contrae al infectar al huésped, iniciando la infeccion viral en la célula
bacteriana (Lopes et al.,2014). Esto resultados van de la mano con las imagenes obtenidas
a través de la microscopia electronica de barrido que mostraban que VAC35 presentaba

una cola larga y flexible mientras que VAC36 tenia una cola rigida y contractil.

Por otro lado, se confirmo la presencia de la presencia de proteinas que juegan un papel
muy importante en el proceso infectivo. Se trataria de proteinas liticas tales como; holina,
endolisinas y despolimerasas. Las holinas son pequefas proteinas transmembrana
involucradas en la etapa final del ciclo litico de los fagos de ADN de doble cadena
(dsDNA). Estas proteinas cooperan con las endolisinas para lograr la lisis bacteriana,
liberando asi la progenie del fago al entorno extracelular, ademés también son agentes
permeabilizadores de la membrana. Los componentes de la maquinaria litica citados
también podrian ser utilizados por si solos, una vez purificados, como agente terapéutico

(Leprince et al., 2022).

Inicialmente, con el andlisis morfologico y genémico se vio que cumplian el principal
requisito para su uso en fagoterapia: eran fagos liticos, lo cual es una caracteristica

necesaria debido a su mecanismo de accidon y no presentaban genes conocidos de
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virulencia o resistencia. Ademads, previamente se habia determinado que ambos fagos

presentaban un amplio rango de huésped.

Los datos obtenidos de las curvas de adsorcion y crecimiento en un paso mostraron que
ambos fagos presentaban tiempos de adsorcion y latencia Optimos para la infeccion,

ademas de burst size elevados lo que hace de ellos buenos candidatos para la fagoterapia.

La monitorizacion de las infecciones fago-bacteria revelaron que tanto el VAC35 como
el VAC36 presentan una fuerte actividad bacteriolitica frente a sus cepas huésped: K3574
y K3573. Con estas curvas se observaron que hasta las 6h los cultivos permanecian lisados
sin crecimiento, en otros trabajos (Pacios et al., 2021) se pudo observar como a pesar de

esta lisis a las 24h aparecia resistencia y los cultivos se volvian turbios.

Los fagos liticos también pueden ser combinados con otros compuestos, siendo los
antibidticos los mas habituales. Varios estudios sefialan que esta combinacion provocaria
una mejora de las propiedades antibiofilm y bactericidas que los antibioticos y fagos por
si solos. Esto se debe a que los fagos harian a las bacterias mas susceptibles al posterior
tratamiento con el antibidtico y ademas se disminuiria la aparicion de clones de bacterias

resistentes a los fagos (Smug et al., 2022).

Como ya se ha visto en otros trabajos (Guo et al., 2013) (Hoyland-Kroghsbo et al., 2013),
el QS juega un papel muy importante en la defensa frente a fagos mediante la produccion
de moléculas autoinductoras como por ejemplo las acilhomoserinalactonas (AHL). En
este caso, se ha detectado que K.pneumoniae no las produce, pero si es capaz de detectar
sus sefnales procedentes de otras bacterias. De este modo, dichas sefiales provocan una
desensibilizacion de las bacterias al ataque de los fagos, generandose de esta manera una
resistencia a ellos. Por esta razon, en el presente TFM se ha empleado la molécula
furanona 4-Metoxi-2(5H) para mejorar la infeccion al inhibir diversos mecanismos de
defensa basados en el QS, como es la produccion de biofilm o la produccion de la capsula,
que impiden el acceso de los fagos a los receptores (Ashe et al., 2021). La furanona se ha
empleado en combinacion con los fagos VAC35 y VAC36 en sus cepas huésped, K3574
y K3573, pero también con el fago VAC35 sobre la cepa K3325, para comprobar su efecto
sobre una cepa que se infecta peor. Hemos podido ver como redujo mas rapido la
densidad celular del cultivo, logrando resultados significativos en las tres cepas cuando
se empleaba una MOI de 0,1 y concentraciones de furanona de 15 pg/mL y 30 png/mL.

Cuando las MOI eran elevadas la lisis producida por el fago fue tan rapida que no permitié
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observar el efecto de la furanona. Estos resultados muestran que el efecto de los fagos a

bajas concentraciones puede mejorarse con el uso de la furanona lo que podria favorecer

el uso de los fagos en terapia, reduciendo la respuesta inmune que se pueda producir

cuando estos se aplican en altas concentraciones (Dabrowska et al., 2014).

Con este trabajo se ha podido establecer que los fagos VAC35 y VAC36 presentan unas

caracteristicas optimas para su uso en fagoterapia, y que su capacidad bacteriolitica se

puede ver incrementada cuando se inhiben el QS bacteriano.

N

Conclusiones

Enlos fagos vB_ KpnS VAC35yvB KpnM_VACS3 se ha descartado la presencia
de genes relacionados con la lisogenia y genes relacionados con la virulencia y la
resistencia, caracteristicas indispensables para la seleccion de los fagos empleados
en fagoterapia.

Los fagos vB KpnS VAC35 y vB KpnM VAC36, presentan tiempos de
adsorcion y de latencia bajos, que, en combinacion con un Burst size elevados los
hacen buenos candidatos para su uso en fagoterapia.

Los fagos vB_ KpnS VAC35y vB_ KpnM_VAC36 muestran una gran capacidad
bacteriolitica sobre sus cepas huésped: K3574 y K3573, respectivamente.

La combinacién de los fagos vB KpnS VAC35 y vB KpnM_VAC36 con el
inhibidor de QS furanona 4-Metoxi-2(5H) a concentraciones de 15 pg/mL y 30
pg/mL produjo una disminucidn significativa de la densidad optica en todos los
cultivos testados, principalmente cuando se empled una baja concentracion de
fago. Es por ello que esta combinacioén podria emplearse en fagoterapia, aunque

son necesarios mas estudios que permitan confirmar nuestros resultados.
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