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PREFACIO

El trabajo presentado en esta tesis fue desarrollado en la Unidad de Genética y
Resistencia Antimicrobiana, (UGRA) de la Universidad El Bosque, Bogota, Colombia y en el
Laboratorio de Resistencia Antimicrobiana (University of Texas Health Science Center at
Houston) Texas, USA, durante el periodo de Julio del 2005 a Diciembre del 2009 con el

apoyo del programa de doctorados nacionales, COLCIENCIAS, 2005.

La secuenciacién del DNA se realizd en el laboratorio central del departamento de
microbiologia y genética molecular de la Universidad de Texas por Agnes Puskas y la
construccion de la mutante E. faecium D344SRFAhylgsy, fue desarrollada por el laboratorio
de Investigacidon del Dr Louis Rice in Cleveland. Con estas excepciones yo, certifico que
esta tesis describe el trabajo en 5 afos de doctorado y confirmo ademas que este trabajo
no ha sido presentado para evaluacién ni obtencién de titulo de PhD. en ninguna otra

universidad.

1. Resumenes presentados como parte de este trabajo y presentados en congresos

internacionales:

e Panesso, D., Singh, KV., Murray, BE and Arias, CA. Role of a Enterococcus faecium
(Efm) hylem-Containing Plasmid in Pathogenesis of Murine Urinary Tract Infection.
ICAAC 49" annual meeting, September 11-15. San Francisco. 2009. Presentacion

oral B1089.



Panesso, D., Bourgone A., Singh, KV., Murray BE and Arias CA. Directed
Mutagenesis in Enterococcus faecium (Efm) Using the PheS* Vector System. 48"
annual ICAAC/IDSA 46" annual meeting, October 25-28, 2008. Washington,

Poster, B-074.

Panesso, D., Reyes, J., Zurita, J., Carrillo, C., Guzman, M., Rincén, S., Diaz, L.,
Adachi JA., Murray, BE and Arias CA. Molecular Characterization of Vancomycin-
Resistant Enterococci (VRE) from Latin-American Hospitals: A prospective Study,
2006-2008. 48" annual ICAAC/IDSA 46" annual meeting, October 25-28, 2008.

Washington, Poster, C2-1998.

Arias, CA., Panesso, D., Singh, KV., Rudin, S., Rice, LB and Murray BE. A
Hyaluronidase-like Gene Deletion Mutant of Enterococcus faecium is Attenuated

in vivo. ICAAC 47" annual meeting, September 17-20. Chicago. 2007. Poster B56
Las publicaciones relacionadas directamente con este proyecto de investigacion:

Arias, CA., Panesso, D., Singh, KV., Rice, LB and Murray BE. Co-transfer of
antibiotic resistance genes and hylg, containing virulence plasmid in Enterococcus

faecium. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 2009. 10:4240-46.

Kim, D., Singh, KV., Nallapareddy, S., Panesso, D., Arias, CA and Murray, BE. The
fms 21 (pilA)-fms20 Locus Encoding one of four Distinct Pili of Enterococcus
faecium is Harbored on a Large Transferable Plasmid Associated with Gut

Colonization and Virulence. Journal Medical Microbiology. 2010. 4: 505-07.



Panesso, D., Reyes, Rincon, S., Diaz, L., Gallowey-Pena, J., Zurita, J., Carrillo, C,,
Merentes, A., Guzman, SA., Adachi JA.,, Murray, BE and Arias CA. Molecular
Epidemiology of Vancomycin-Resistant Enterococcus faecium: A Prospective,
Multicenter Study in South American Hospitals. Journal Clinical Microbiology.

2010. 5:1562-9.

Panesso, D., Sigh, KV., Rudin, S., Rice, LB., Murray, BE and Arias, CA. Evaluation of
the role of hylgm, in Enterococcus faecium Pathogenesis. Enviado a: Infection and

Immunity

Publicaciones no relacionadas directamente con este trabajo pero que han

hecho parte del entrenamiento doctoral:

Reyes, J., Rincén, S., Diaz, L., Panesso, D., Contreras, GA., Zurita, J., Carrillo, C.,
Rizzi, A., Guzman, M., Adachi, J., Chowdhury, S., Murray, BE and Arias, CA.
Dissemination of methicillin-resistant Staphylococcus aureus USA300 sequence

type 8 lineage in Latin America. Clinical Infectious Diseases. 2009. 49:1861-67.

Arias, CA., Vallejo, M., Reyes, J., Panesso, D., Moren, J., Castafieda, E., Villegas,
MV., Murray, BE and Quinn, JP. Clinical and microbiological aspects of linezolid
resistance mediated by the cfr gene encoding a 23S rRNA methyltransferase.

Journal Clinical Microbiology. 2008. 46:892-96.

Arias, CA., Torres, HA., Singh, KV., Panesso, D., Moore, J., Wanger, A and Murray

BE. Failure of daptomycin monotherapy for endocarditis caused by an



Enterococcus faecium strain with vancomycin-resistant and vancomycin suscepti-
ble subpopulations and evidence of in vivo loss of the vanA gene cluster. Clinical

Infectious Disesases. 2007. 45:1343-36.

Arias, CA., Singh, KV., Panesso, D and Murray BE. Evaluation of ceftobiprole
medocaril against Enterococcus faecalis in a mouse peritonitis model. Journal

Antimicrobial Chemotherapy. 2007. 60:594-98.

Arias, CA., Singh, KV., Panesso, D and Murray BE. Time-kill and synergism studies
of ceftobiprole against Enterococcus faecalis, including B-lactamase-producing and
vancomycin-resistant isolates. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 2007.

5:2043-47.

Arias, CA., Robredo, B., Singh, KV., Torres, C., Panesso, D and Murray BE. Rapid
identification of Enterococcus hirae and Enterococcus durans by PCR and detection

of a homologue of the E. hirae mur-2 gene in E. durans. Journal Clinical

Microbiology. 2006. 44:1567-70.
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Figura 35. Curva de crecimiento de las cepas E. faecium D344SRF C-6 212
y la mutante D344SRF/Ahylgfm.

Figura 36. Curvas de sobrevivencia en el modelo de peritonitis en ratén 213
empleando las cepas derivadas de E. faecium D344SRF.

Figura 37. Resultados de PFGE-Smal de las cepas de E. faecium 217

TX1330RF y sus derivadas transformadas con los pldsmidos pAT392.

Figura 38. Curva de crecimiento de las cepas derivadas de E. faecium 219
TX1330RF/pAT392
Figura 39. Curvas de sobrevivencia de las cepas derivadas de 220

E. faecium TX1330RF portodoras del plasmido pAT392 y pAT392::hylgsm,

y evaluadas en el modelo de peritonitis en ratén

Figura 40. Curvas de sobrevivencia de las cepas derivadas de 221
E. faecium TX1330RF portadoras del plasmido pAT392 y pAT392::hylgm- hip

y evaluadas en el modelo de peritonitis en ratén

Figura 41. Curvas de sobrevivencia de la cepa mutante E. faecium 222
TX1330RF A-1/A regidn hylgsm complementadas con plasmido pAT392 (hylgsm)

y pAT392 (hylesm- hip) en el modelo de peritonitis en ratén
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Figura 42. Perfiles de resistencia antibidtica de los 111 aislamientos de

E. faecium provenientes de diferentes hospitales en la region Andina (Colombia,

Peru, Ecuador y Venezuela).

Figura 43. Perfiles de resistencia antibiética de los aislamientos

de E. faecium provenientes de diferentes hospitales en la region Andina
(Colombia, Peru, Ecuador y Venezuela).

Figura 44. Tipificacién molecular de E. faecium resistente a vancomicina
provenientes de la regién Andina empleando PFGE.

Figura 45. Frecuencia de los genes putativos de virulencia en los
aislamientos de E. faecium resistentes a vancomicina provenientes

de hospitales de la region Andina en Sur America

Figura 46. Deteccion de los genes fms 20 y fms21 (pilA) en el plasmido
portador del gen hylgy y en la cepa A (TX0016), TX1330RF A-1y TX1330RF
Figura 47. Resultados de PFGE-S1 de los plasmidos portadores de los genes
fms20 y fms21 (pilA) en aislamientos representativos de E. faecium
provenientes de hospitales de la Regién Andina en Sur America

Figura 48. Resultados de PFGE-S1 de los plasmidos portadores de los genes
fms20 y fms21 (pilA) en aislamientos representativos de E. faecium

provenientes de hospitales de la regidon Andina
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3. RESUMEN

El gen hylg, codifica para una hialuronidasa-glicosil hidrolasa y se encuentra en plasmidos
(pHylem) en aislamientos clinicos de E. faecium. Este trabajo evalud la co-transferencia del pHylg,
con genes de resistencia a antibidticos (GRAs) en E. faecium y caracterizé el papel de pHylg, en la
virulencia in vivo. La transferencia de pHylg, y de GRAs se realizé por conjugacion in vitro y el
estudio de los plasmidos por digestion con S1 y I-Ceu-I. El efecto de la adquisicién del pHylg,, por
una cepa de E. faecium comensal (TX1330RF) fue evaluado utilizando los modelos murinos de
peritonitis e infeccidn urinaria; una mutante de pHylg,, fue obtenida empleando el sistema PheS*
y su efecto también fue estudiado en los mismos modelos. Se realizd genotipificacién de E.
faecium resistentes a vancomicina (VREfm) de los paises de la region Andina. Resultados: a) El
pHylem se encontraba en megaplasmidos y se transferia entre cepas de E. faecium; b) co-
transferencia hylg,, con genes de resistencia a gentamicina y vancomicina que se co-localizan en
pHylerm; ¢) La adquisicién de pHylg, por TX1330RF incrementd la virulencia en el modelo de
peritonitis y la colonizacién del uroepitelio murino; d) La delecion de seis genes en pHylg,, atenud
la virulencia in vivo de TX1330RF, pero la complementacién en trans con hylg, o hip no restaurd la
virulencia; e) Aislamientos del complejo clonal (CC17) fueron encontrados y los genes fms20-21
(codifican para pili) se detectaron en plasmidos co-existiendo con hylg, y vanA. Conclusiones: a)
pHylg, media colonizacidn, virulencia y resistencia a antibidticos, su diseminacion podria explicar
parcialmente el éxito de E. faecium como patégeno nosocomial; b) La region hylg, podria estar
comprometida en el incremento de la virulencia, pero hylg, no explica las propiedades
patogénicas del pHylgm; c) El método PheS* facilita la manipulacidn genética en E. faecium y en

otros microorganismos.
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ABSTRACT
The hylgm, gene encodes a hyaluronidase like-glycosyl hidrolase and it has been found in nosocomial
strains of E. faecium (Efm) harboring the plasmid containing hylgm, (PHYlem). The aim of this work was
to evaluate the co-transfer of pHylg, and antibiotic resistance genes (ARG) from clinical strains and
characterize the role of the pHyles, in the virulence of E. faecium. The transferability of the pHylg, and
ARG was analyzed using filter mating and the study of the plasmids was evaluated by S1 nuclease and
I-Ceu-I digestions. The effect of acquisition of the pHylg, from a Efm commensal strain (TX1330RF)
was studied by mouse peritonitis and urinary tract infection model and a mutant was obtained by
using a counter-selection system (PheS*); this mutant was also evaluated with the same animals
models. Genotyping of of vancomycin resistant Efm (VREfm) isolates recovered from the Andes region
was performed. Results: a) pHylg:m is carried in megaplasmids and it transfers from clinical strains to E.
faecium; b) Co-transfer of ARG and the vancomycin resistance genes and gentamicin resistance
determinants were genetically linked to hylsm;c) The acquisition of pHylgm by TX1330RF resulted in an
increase of virulence in the peritonitis model and improved the colonization of the uroepitelium of the
mice in UTI model; d) The deletion of the six genes including hylgs, caused attenuation in the virulence
of TX1330RF in the peritonitis model however the complementation with hylg, and hip genes did not
restored the virulence; e) Isolates from clonal cluster 17 (CC17) were studied and fms 20-21 (putative
pilus genes) were found on plasmids from almost all VREfm sometimes co-existing with hylg, and the
vanA gene. The findings indicate that the acquisition of pHylg, could increase in vivo virulence and
may explain the recent success of E. faecium in the nosocomial settings. The hylg, region might play a
rol in the virulence of pHylem however the hylg,, gene by itself appears not to be sufficient to explain
the increased virulence properties of the pHylg, A new counter selection system for mutagenesis of E.

faecium was developed which can be applied to clinical strains that are difficult to manipulate.
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Aa:

AH:

AFLP:

ABC:

BHI:

cat:

CDC:

CC17:

CIM:

Cl:

CV:

CS:

DTT:

ERY:

ERV:

4. ABREVIACIONES

Aminodacidos

Acido hialurdnico

Analisis de polimorfismos de fragmentos de diferente

longitud

Casete de union al ATP

Infusidn cerebro corazon

Gen que codifica para cloranfenicol acetil transferasa

Centro para el control de las enfermedades infecciosas

Complejo clonal 17

Concentracion inhibitoria minima

Colageno tipo |

Colageno tipo V

Condroitin sulfato

Ditritioteitol

Eritromicina

Enterococo resistente a vancomicina
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EFRV:

EFSV:

FUS:

GEN:

GH84:

GMP:

hylegm

HLR-GEN:

HLR-STR:

Ig:

LB:

MLST:

MSCRAMM:

NHSN:

OD:

ORF:

E. facium resistente a vancomicina

E. faecium susceptible a vancomicina

Acido fusidico

Gentamicina

Glicosil hidrolasas de la familia 84

Guanina mono fosfato

Gen inicialmente descrito como hialuronidasa,

perteneciente a la familia glicosil hidrolasa 84

Altos niveles de resistencia a gentamicina

Altos niveles de resistencia a estreptomicina

Inmunoglobulina

Luria-Bertani

Tipo de secuencia de multiples locus

Moléculas de adhesién a la matriz celular que reconocen

componentes de superficie microbianas

National Health Safety Network

Densidad optica

Marco de lectura abierto
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PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

PFGE: Electroforesis de campo pulsado

RIF: Rifampicina

SPE: Espectinomicina

ST: Tipo de secuencia

STR: Estreptomicina

SSC: Cloruro de sodio-citrato de sodio

RBS: Sitio de unién al ribosoma

RT-PCR: PCR con transcripcioén reversa

SRFE: Extracto fecal de rata estéril

THG: Transferencia horizontal de genes

TBE: Tris-acido boérico-EDTA

TU: Tracto urinario

UFC/ml: Unidades formadoras de colonia por ml
UTI: Infeccion del tracto urinario

VAN: Vancomicina

x-gal: 5- bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido
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5. ALCANCE Y DEFINICION DEL PROBLEMA

Los enterococos son habitantes naturales del tracto gastrointestinal (TGI) de humanos y
animales (1), que también se encuentran en diferentes ambientes como tierra, agua y
alimentos (2). Las especies mas comunmente identificadas a nivel clinico son E. faecalis y
E. faecium sin embargo, especies como E. durans, E. avium, E. rafinossus, E. gallinarum y
E. caseliflavus también han sido reportadas a nivel hospitalario pero con menor
frecuencia (1, 3, 4). Hasta los afios noventa la proporcion de aislamientos nosocomiales
de E. faecalis y E. faecium era 9:1 respectivamente (5-7). No obstante, en los ultimos afos
estas cifras han cambiado incrementando la proporcion de las infecciones producidas por
E. faecium (8). Es asi como un estudio realizado en una institucién hospitalaria en los
Estados Unidos, determind un incremento en la prevalencia de E. faecium de 12.7% a
22.2 % y adicionalmente reporté un aumenté de 28.9 % a 72.4 % de los aislamientos
resistentes a vancomicina en un periodo de 10 afios (8).

Las cepas de E. faecium se caracterizan por presentar resistencia intrinseca a diferentes
antimicrobianos y desinfectantes (9-11) tienen la habilidad para sobrevivir por largos
periodos de tiempo en superficies inertes y de esta manera se pueden diseminar
facilmente en ambientes hospitalarios (12, 13). Adicionalmente, son capaces de adquirir o
donar DNA (especialmente genes de virulencia o de resistencia a antibidticos), proceso
gue realizan por transferencia de elementos moviles, por transferencia horizontal de

plasmidos o por transposones conjugativos (14-18). De esta manera, E. faecium se ha
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posicionado como un patégeno nosocomial importante en los ultimos afos gracias a la
resistencia que ha adquirido a diferentes antibidticos y a la presencia de otros factores
implicados en colonizacién y virulencia, los cuales también se han propuesto como
determinantes importantes que podrian explicar el incremento de la frecuencia de
aislamientos de esta especie (19-21).

Es asi, como se ha reportado la presencia en E. faecium de un gen de virulencia putativo
hylgm, el cual se ha detectado en una region denominada hylg, que presenta un tamafio
aproximado de ~20 kb, la cual se encuentra localizada en pldsmidos (22, 23). En esta
region se identifican tres grupos de genes; los que presentan homologia con genes
implicados en regulacién, los genes relacionados con transporte de carbohidratos y los
genes implicados en la degradacién de azucares como glicosil hidrolasas (GH).
Adicionalmente, se ha detectado un gen hipotético (hip) y un gen que codifica para una
sintetasa GMP.

Finalmente, esta region se encuentra delimitada en sus extremos 5 y 3’ por copias
invertidas de la secuencia de insercion 1S1476 (22). Dentro del grupo de genes de GH se
localiza el gen hylgn, el cual inicialmente fue propuesto que codificaba para una
hialuronidasa pero la actividad bioquimica de esta proteina adn no se ha determinado
(22). Sin embargo, después analisis de secuencia y tras haber detectado homologia en
ciertas regiones conservadas y nivel del sitio activo, se ha propuesto que este gen podria

pertenecer a la familia 84 de las glicosil hidrolasas (GH84) (Figura 1).
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La presencia del gen hylgm se ha reportado en un 34 % de un total de 264 aislamientos
clinicos evaluados, provenientes de diversos origenes geograficos de Estados Unidos, los
cuales en su mayoria pertenecian a E. faecium de origen nosocomial (22).
Adicionalmente, en los aislamientos de E. faecium resistentes a vancomicina (EFRV)
estudiados, el gen hylg, se encontrd en un 37.7 % por el contrario, en los aislamientos de
origen fecal (recuperados a partir de voluntarios sanos, animales, aguas de desechos y
pro-bidticos) este gen no fue detectado (22). Reportes adicionales en Europa, sefialan la
presencia de el gen hylg, en 17 % de un total de 271 aislamientos nosocomiales
evaluados mientras que en cepas EFRV de origen clinico este gen fue encontrado en un
27 % (24). Un estudio reciente en una cepa de laboratorio de E. faecium portadora del
plasmido hylgm, (pHylerm) demostré que la presencia de este plasmido incrementa la
habilidad del E. faecium para colonizar el TGl en ratones y el mismo efecto se determiné
cuando se transfirid pHylgm a una cepa de EFRV. Por lo tanto, estos resultados sugirieron
gue la capacidad de colonizacién del TGl por E. faecium podria estar relacionada con la
presencia de factores adicionales (determinantes de virulencia) a los genes de resistencia
a los antibiéticos, que puedan contribuir a una adecuada invasién del TGl por estos

microorganismos (23).

Adicionalmente, los datos epidemioldgicos y moleculares generados en E. faecium en
estas dos ultimas décadas senalan que este microorganismo ha alcanzado un grado de
relevancia clinica que previamente no se habia documentado (25). La caracterizacion

molecular de E. faecium se ha realizado agrupando inicialmente a los aislamientos
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provenientes de los hospitales en un linaje denominado complejo clonal 17 (CC17) el cual
congrega diferentes tipos de secuencias (ST) siendo el ST17 el fundador de este grupo,
para ello se ha empleado tipificacién de secuencias de multiples locus (MLST) y el
algoritmo eBURST (“enhanced based upon related sequences types”) (25-28). Se ha
demostrado que el CC17 estd ampliamente diseminado en hospitales y que posee la
capacidad de adaptarse a ambientes nosocomiales por adquisicion secuencial de
mecanismos que le proveen una ventaja selectiva para colonizar el TGl de humanos vy
producir infeccidn (26, 29). Es asi como los aislamientos de E. faecium pertenecientes a
este genogrupo CC17 se caracterizan por la resistencia a ampicilina, altos niveles de
resistencia a quinolonas, frecuente resistencia a vancomicina, presencia del gen hylgs,, de
los genes fms (E. faecium surface proteins) y generalmente presentan una isla de
patogenicidad la cual posee el gen espg, (22, 26, 29-34). Sin embargo, estudios
posteriores empleando diferentes algoritmos han propuesto que los hallazgos obtenidos
con eBURST acerca del CC17 no son totalmente confiables debido a que la prediccidon de
agrupamiento no es la mas adecuada en cepas como E. faecium en donde la tasa de

recombinacién es muy alta (35).

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar el papel del plasmido portador del gen
hylesm en la virulencia de E. faecium. Para ello, se crearon mutantes del gen hyl, y de la
region perteneciente a los genes con funciones putativas metabdlicas de degradacion de
azucares (GH) y se realizaron construcciones plasmidicas en las cuales el gen hylg, y el

gen hipotético (hip) (localizado corriente abajo de hyl,) se expresaban en trans en el
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vector pAT392. Se estudid la capacidad de transferencia del plasmido hyl, junto con
genes que codifican para resistencia a glicopéptidos y aminoglicésidos empleando
diferentes cepas donadoras del plasmido portador del gen hyl,. Posteriormente, las
cepas portadoras del plasmido hylg, las mutantes construidas y las cepas de E. faecium
con las construcciones derivadas de pAT392 fueron evaluadas en el modelo de peritonitis
en raton. Adicionalmente, la cepa de E. faecium portadora del plasmido hylg, y su
respectiva mutante fueron también evaluadas en el modelo infeccién urinaria en raton.
Finalmente, se realizé una caracterizacion fenotipica y molecular de aislamientos clinicos
de enterococos (concentrandose en plasmido portador del gen hylgr), provenientes de
un estudio de vigilancia epidemioldgica en la region Andina que incluyé un total de 32

hospitales en Colombia, Ecuador, Perud y Venezuela.
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Figura 1.
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Figura 1. Mapa fisico de la regién hyl, en E. faecium. La funcién putativa de los genes se observa en la
parte superior. Los genes se dividen en tres grupos, implicados en regulacion, transporte y metabolismo.
Estas funciones putativas fueron obtenidas empleando el andlisis por alineamiento de las secuencias de las
proteinas de este grupo de genes, utilizando “The Basic Local Alignment Search Tool, (BLAST) por medio de
la pagina electrénica NCBI (http.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST). Nomenclatura: * familia de Glicosil hidrolasa,
ABC: casette de union de ATP, IS: secuencia de insercidn.

6. MARCO TEORICO

6.1 Aspectos microbiologicos de los enterococos

Los enterococos fueron clasificados inicialmente como cocos Gram-positivos entéricos,
del género Streptococcus (1). En los inicios de los afios treinta fueron incluidos como
Streptococcus del grupo D, sin embargo en la década del ochenta, estos microorganismos
fueron excluidos de esta clasificacion y con base en estudios genéticos se cred el género
Enterococcus (36). El primer reporte de un estreptococo de origen fecal (Enterococo) se

origind en 1899 (37) y posteriormente en el mismo afio se detecté una bacteria causante
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de endocarditis designada como “Micrococcus zymogenes” (38) la cual probablemente
correspondia a un Streptococcus faecalis subespecie zymogenes (1). En 1906, Andrewes y
Holder aislaron un microorganismo proveniente de un paciente con endocarditis y como
consideraron que esta bacteria era bastante caracteristica de la flora proveniente del
intestino la denominaron S. faecalis (39). En 1919, Orla-Jensen describid el segundo
miembro del género enterococo, denominado Streptococcus faecium, el cual no
presentaba capacidad de producir acido a partir de azicares como D-tagatosa, sorbitol y

glicerol (1, 40).

Hasta la fecha el género Enterococcus spp. estd formado por 40 especies
(htpp://www.bacterio.cict.fr/e/enterococcus.htlm), las cuales pertenecen al reino
bacteria, filum firmicutes, clase bacilli, orden lactobacillales y familia enterococcaceae.
Los Enterococcus spp. son cocos que se presentan en parejas o en cadenas, son
anaerobios facultativos, con crecimiento dptimo a 35°C pero lo pueden hacer en un rango
de temperatura de 10 a 46°C, son capaces de crecer en medios con altas concentraciones
de sal al 6.5% en un caldo con pH ajustado a 9.6 y ademads sobreviven a 60°C por 30

minutos (41, 42)

Estos microorganismos son capaces de hidrolizar la esculina en presencia de 40 % de bilis,
no producen esporas, la mayoria de especies no producen hemdlisis en agar tripticasa de
soya con 5% de sangre de cordero, algunas especies son méviles como E. casseliflavus y
E. gallinarum (2) y producen leucina amino peptidasa y pirrolidonil-arilamidasa (sin

embargo, E. cecorum, E. columbae, E. pallens y E. saccarolyticus no la producen) (2, 43).
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Adicionalmente, pueden sobrevivir en desinfectantes quimicos como cloro,
glutaraldehido y alcohol, lo cual podria contribuir a su sobrevivencia y dispersidon en

ambientes hospitalarios (44-47).

Los enterococos no contienen citocromo oxidasas pero ocasionalmente producen una
pseudocatalasa (36, 48) generando una efervescencia leve en la prueba de catalasa que
podria considerarse como positiva. Adicionalmente, casi todas las cepas son homo-
fermentativas produciendo d4cido lactico como producto final de la fermentacién de
glucosa (2). Dentro de las pruebas que permiten la diferenciacién de cepas de E. faecium
se encuentran la produccién de acido a partir de arabinosa y manitol, sin embargo, la
mayoria estas cepas no fermentan glicerol, rafinosa y sorbitol. Por otro lado, las cepas de
E. faecalis se reconocen facilmente por la produccién de 4cido a partir de glicerol, manitol

y sorbitol pero no arabinosa (41).

De las especies de enterococos descritas hasta la fecha, dos de ellas se destacan
principalmente a nivel hospitalario como agentes causales de infecciones en humanos, E.
faecalis y E. faecium (1). Sin embargo, existen otras especies capaces de causar
infecciones como: E. durans, E. avium, E. casseliflavus, E. gallinarum, E. raffinosus y E.

muntdii entre otros (1, 3, 4, 49).
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6.2 Nicho biolégico, fuentes comunes de infeccion y colonizacién

Los enterococos se localizan en una gran variedad de ambientes debido a la capacidad de
crecer y sobrevivir en condiciones adversas. Es asi como se pueden encontrar en una
amplia variedad de animales y en humanos, junto con un amplio grupo de microorga-
nismos aerobios y anaerobios haciendo parte de la flora normal intestinal (1). En la
mavyoria de individuos se encuentran en la materia fecal en una proporcién baja (10* 10°
gr/heces), si se compara con bacterias que se encuentran en mayor niumero en el TGl
como clostridia, bifidobateria y bacteroides (50-52). Se ha determinado que estos
microorganismos se localizan esencialmente en el intestino delgado, especialmente
estudios de identificacion de especies empleando cultivo y analisis por el RNA 16S han
mostrado que se presentan de forma abundante en el yeyuno y el ileon (53, 54).

Adicionalmente, los enterococos se observan en menor cantidad en secreciones oro-

faringeas, vaginales, en la piel o en el area perianal (55-57).

El papel que los enterococos juegan en TGl de individuos sanos no esta claramente
dilucidado sin embargo, estudios en cerdos han demostrado que E. faecium puede
modular el sistema inmune (58). Adicionalmente, se ha probado que la administracion de
E. faecium permite disminuir la cantidad de E. coli recuperada de las heces de los
animales (59) y permite disminuir la tasa de infeccién por Chlamydia en el intestino o en
la vagina (60). Sin embargo, aun estd por determinar si el efecto que presentan los

enterococos enddgenos en el sistema inmune humano y si la colonizacion por
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enterococos en individuos sanos contribuye a la proteccién del TGI de la infecciones por

microorganismos patégenos.

Por otro lado, la presencia de enterococo en ganado bovino y en mascotas también ha
sido documentada, con el fin de determinar si cepas de enterococos en estos animales
pueden servir de reservorios para genes de resistencia (61, 62). En gatos, perros, terneros
y cerdos aproximadamente del 30 al 50 % de los enterococos encontrados fueron E.
faecalis mientras que E. faecium fue menos abundante (5-15 %). A nivel avicola, la
situacidon es muy diferente: E. faecium se encuentra casi en un 60 % de las especies
identificadas mientras E. faecalis menos del 5 % (63). Otras especies que también han

sido aisladas en pollos son E. gallinarum, E. casseliflavus y E. mundtii (64, 65).

En el pasado se consideraba que la fuente de infeccion por enterococos para los
pacientes era la flora enddgena, sin embargo muchos estudios han demostrado la
transmisién entre pacientes provenientes de las unidades de cuidado intensivo (UCI) (66).
Se ha sugerido la transmisién paciente a paciente a partir de las manos el personal de
salud y ademads de otras formas de transmisién que involucran la inoculacién directa en
catéteres intravenosos o urinarios durante procedimientos rutinarios (67, 68).

Los factores que contribuyen a la colonizacién o infeccidn con enterococos de pacientes
incluyen aquellos que brindan una ventaja selectiva a estos organismos al incrementar la
probabilidad de diseminarse en un ambiente determinado, dentro de ellos se encuentran:
i) presencia de una enfermedad de base previa, ii) hospitalizacion prolongada

especialmente en una UCI, iii) insuficiencia renal, iv) neutropenia y transplante
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(generalmente de higado y de medula osea) v) catéteres urinarios o vasculares, vi)
contacto con pacientes colonizados con ERV vii) contacto con elementos hospitalarios
contaminados, viii) la administracion de glicopéptidos orales (vancomicina o teico-
planina), cefalosporinas o aquellos que presentan acciéon contra bacterias anaerobias
(metronidazol, clindamicina, imipenem) y ix) la proximidad de un paciente colonizado
con ERV. Una vez colonizado el paciente con ERV, puede permanecer con el
microorganismo por largos periodos de tiempo creando un reservorio de estas bacterias e
incrementando la probabilidad de transmision nosocomial y posterior infeccién en
pacientes susceptibles (57, 69-77).

Las cepas de enterococos también se encuentran en una gran variedad de productos
fermentados como quesos, salchichas y vegetales (42, 78-80). En particular son bastante
utilizados en la industria de lacteos por sus capacidades proteoliticas y lipoliticas debido a
gue contribuyen en el proceso de maduracién y produccion de aroma en los quesos (42,
81). Adicionalmente, también ha sido empleados como pro-biéticos puesto que pueden

sobrevivir en el TGI (82).

6.3 Aspectos clinicos

Durante las ultimas dos décadas los enterococos han emergido como importantes
patdégenos nosocomiales generando infecciones como endocarditis (1), bacteriemias (83,

84) por herida quirdrgica (intra-abdominales y pélvicas) (85), infecciones del tracto

43



urinario (cistitis, pielonefritis, prostatitis y absceso perinefritico) (83, 86), infecciones de
tejidos blandos (piel y catéteres) y en algunos casos meningitis (87).

6.3.1 Bacteriemias

Los enterococos son catalogados como los terceros agentes causantes de bacteriemias
nosocomiales en Estados Unidos y en pocos afos los enterococos resistentes a
vancomicina (ERV) han producido 25 % de las infecciones en las unidades de cuidado
intensivo (UCI) (7). ElI origen de estas bacteriemias proviene principalmente de
infecciones del tracto urinario y del TGI, pero también se han reportado provenientes de
la via biliar, de catéteres intravenosos o urinarios infectados, heridas de pacientes
guemados o de infecciones de tejidos blandos. Las bacteriemias por enterococos ocurren
generalmente en pacientes que se encuentran en condiciones criticas, los cuales han
recibido gran cantidad de antibidticos. Algunos estudios sugieren que las infecciones
producidas por E. faecium tienen mal prondstico comparadas con las ocasionadas con E.
faecalis, debido a que E. faecium presenta un grado de resistencia a los antibidticos
mucho mayor que E. faecalis, haciendo que el tratamiento de estas infecciones sea dificil

de implementar (88).

6.3.2 Endocarditis

La endocarditis es una de las infecciones mas serias causadas por enterococos, debido a
la resistencia intrinseca de estos microorganismos a diversos antibidticos. Los
enterococos causan del 5 al 15 % de los casos de endocarditis (1) y generalmente

producen endocarditis del lado izquierdo, donde la valvula mitral es generalmente mas
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afectada que la aortica (73). La infeccion se puede generar tanto en las valvulas nativas
como en las prostéticas, siendo E. faecalis la especie mas comunmente aislada en estos
procesos (89). También se han reportado casos de endocarditis infecciosa por E. faecium,
E. favium, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. durans y E. raffinosus (41, 90). Esta infeccién
es generalmente observada en hombres de edad avanzada, aunque en mujeres
embarazadas también se han documentado casos, siendo el principal origen de infeccion

el tracto genitourinario y TGl (91).

6.3.3 Infecciones Urinarias

Las infecciones del tracto urinario bajo (ITU) son comunmente causadas por los
enterococos (86) y en algunos casos, se ha observado la producciéon de infecciones
urinarias complicadas que generan pielonefritis y abscesos perinefriticos los cuales
pueden conducir a bacteriemias (1). Un reporte reciente de la red de hospitales en los
Estados Unidos, indicd que los enterococos son los terceros microorganismos mas
comunmente aislados a partir de catéteres asociados a ITU, con una frecuencia para E.
faecium de 40 % y de 20 % para E. faecalis (92). Las infecciones del tracto urinario bajo
(cistitis) son las mds comunes en hombres en edad avanzada; por el contrario, son poco
frecuentes en mujeres jovenes sin ninguna historia de infecciones urinarias o

anormalidades anatémicas (93).

Las infecciones urinarias son generalmente adquiridas en hospitales o en unidades de

cuidado intensivo, donde los pacientes son sometidos a diferentes procesos de
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instrumentacion, se encuentran generalmente bajo terapia antimicrobiana (lo cual

selecciona para resistencia) y presentan un sistema inmunolégico debilitado (1).

6.3.4 Infecciones intra-abdominales-pélvicas y de tejidos blandos

Los enterococos son comunmente aislados a partir de infecciones intra-abdominales y
pélvicas junto con otros microorganismos Gram-negativos y anaerobios, pero su papel en
estas infecciones es bastante controversial (94). Experimentos en animales han mostrado
gue los enterococos per se no causan sepsis en infecciones intra-abdominales, solo la
generan cuando se inyectan con otras sustancias o microorganismos que promueven la
formacidon de abscesos (95). A pesar del amplio debate acerca del papel de los
enterococos en las infecciones pélvicas e intra-abdominales se ha demostrado que
pueden contribuir a la produccién de abscesos y sepsis (1). Adicionalmente, se ha
reportado que los enterococos son capaces de producir peritonitis espontanea y

empiema en pacientes cirréticos o en falla renal (96, 97).

Se ha determinado también la asociacion entre infecciones de la piel y tejidos blandos,
pero este es un tdpico debatible debido a que la gran mayoria de veces las muestras de
origen clinico estan acompafadas por otros microorganismos. Las ulceras de decubito y
de pie en pacientes diabéticos son en algunos casos infectadas por enterococos e incluso

se han detectado estos microorganismos causando osteomielitis (98).

6.3.5 Infecciones del sistema nervioso central
Los enterococos causan meningitis neonatal, pero también se han visto relacionados con

infecciones del sistema nervioso central en nifios y adultos (1). Generalmente en estos
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casos se han visto asociados a enfermedades previas, pacientes que han sufrido de
procedimientos invasivos del sistema nervioso central como cirugias, individuos con

malformaciones y todos ellos habian sido tratados con antibidticos (99).

6.4 Epidemiologia de la infecciones por enterococos

Los enterococos han emergido en el dmbito mundial como importantes patdgenos
nosocomiales con un impacto clinico enorme en areas como UCI, servicios de hemato-
oncologia, unidades de trasplante de médula dsea y unidades de hemodialisis (70, 100,
101). En Estados Unidos, la aparicion de E. faecium como un patdégeno hospitalario
importante se determind en los afios noventa, hecho que se asocié al aumento de
resistencia a vancomicina (25). Es asi como un informe reciente de la red nacional de
hospitales de Estados Unidos (The National Health Care Safety Network, NHSN) reporté
una prevalencia de infecciones asociadas a hospitales de 5.6 % y 3.5 % para E. faecalis y E.
faecium, respectivamente. De igual manera, este reporte ubica a los enterococos en el
tercer puesto como agentes causales de infecciones hospitalarias después de
Staphylococcus coagulasa negativo y Staphylococcus aureus. Adicionalmente, el mismo
informe indicé que mas del 80 % de E. faecium aislados de los hospitales eran resistentes
a vancomicina y mas del 90% eran resistentes a ampicilina (92, 102).

Las cepas de E. faecalis y E. faecium son las principales causas de infecciones por
enterococos en pacientes hospitalizados, en los afios noventa el 80 al 90 % de los

aislamientos recuperados eran E. faecalis y tan solo 5 al 10 % eran E. faecium (6, 8). Sin
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embargo, en los ultimos afos el 40 % de las infecciones nosocomiales en Estados Unidos y
Europa son causadas por E. faecium (6, 8). Este incremento en las infecciones
hospitalarias, no solo ocurrié con aumento de las infecciones asociadas a enterococos a
nivel clinico, sino que se observé un reemplazo parcial de E. faecalis por E. faecium (6, 8,

103) (www.earss.rivm.nl, 2006).

6.4.1 Enterococos resistentes a vancomicina

En la mayoria de paises europeos la resistencia a vancomicina en los hospitales no se ha
extendido de la misma forma que en Estados Unidos sin embargo, en ciertos paises la
prevalencia del ERV ha aumentado mds del 10 % (25). El sistema de vigilancia europeo de
resistencia antimicrobiana (EARSS, 2008) reportd tres paises que presentaron resistencia
a vancomicina en E. faecium mayor al 25 %; estos paises correspondieron al Reino Unido
(28 %, n=88), Irlanda (35 %, n=390) y Grecia (28 %, n= 368); por el contrario paises como
Bulgaria, Dinamarca, Malta y Holanda, entre otros, no se detecté la presencia de EFRV. Es
relevante anotar que Holanda desarrolla un estricto control en el uso de antibidticos y
aplica medidas de control de infecciones cuando se detecta un paciente colonizado o

infectado con ERV (www.earss.rivm.nl, 2006).

Las cepas de ERV fueron inicialmente descritas a finales de los afios ochenta en Francia y
el Reino unido (104, 105), Estados unidos en 1987 (106) y posteriormente, se han
documentado diversos reportes alrededor del mundo (14). En Europa, se ha detectado la
presencia de un importante reservorio de estos microorganismos en individuos sanos de

la comunidad y en animales, hecho que ha sido asociado al uso de promotores de
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crecimiento analogos de glicopéptidos en animales destinados para consumo humano vy la
posible transmisidon de dicha resistencia en la cadena alimenticia (107). En contraste, en
Estados Unidos las prevalencias de colonizaciéon y de infeccién permanecen altas en
pacientes hospitalizados debido al uso indiscriminado de vancomicina y cefalosporinas a
nivel clinico (55, 108-112). Este hecho podria contribuir a explicar la diferencia en Ila
prevalencia de ERV entre Estados Unidos y en la mayoria de paises de Europa (107, 113,

114).

De la misma manera, también se han descrito brotes nosocomiales de ERV en Asia y
Australia (115-118). En Suramérica, el primer reporte de E. faecium resistente a
vancomicina se documenté en 1996 en Argentina (119), luego en Brasil (120) vy
posteriormente en un hospital en Colombia (121). Asi mismo, los resultados de la red
SENTRY obtenidos de un programa de vigilancia epidemioldgica indicaron, que la tasa de
resistencia a vancomicina en aislamientos provenientes de bacteriemias en los entero-
cocos en Latinoamérica se incrementd de 0 % a 5 % (122). Por otra parte, en un estudio
de vigilancia epidemiolégica desarrollada en 15 hospitales Colombianos (en cinco
ciudades) en el periodo 2001-2002 reportd una frecuencia de resistencia a glicopéptidos
de 9.7 % junto con evidencia de diseminacién clonal de estos aislamientos (123).

La resistencia de los enterococos a los glicopéptidos se caracteriza por la sintesis de
precursores de peptidoglicano terminados en D-lactato (D-Lac) o D-serina (D-Ser) y la
eliminacion de los precursores que son sintetizados normalmente por la célula es decir los

terminados en D-alanina (D-Ala) (124-129). Hasta el momento, se han descrito siete
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fenotipos de resistencia a glicopéptidos bien caracterizados, en el cual el peptidoglicano
terminal es D-Ala —D-Lac representado por los grupos: VanA, VanB y VanD (130-134) y los
grupos en los cuales el peptidoglicano termina en D-Ala-D-Ser: VanC-1, VanC-2/3 VanE,

VangG, Vanl, (132, 135-140) (Tabla 1).

6.4.2 Enterococos resistentes a ampicilina

La presencia de ERV fue precedida por la aparicidon de cepas de E. faecium resistentes a
ampicilina (ERA), en los inicios de los afios ochenta en Estados Unidos, seguido de una
rapida emergencia de aislamientos susceptibles a vancomicina y resistentes a ampicilina
en Europa en la siguiente década (141-144). En Holanda por ejemplo, la prevalencia de
ERV es baja en hospitales sin embargo, un importante incremento de infecciones
ocasionadas por ERA también fue demostrado (142, 145). Es asi como un estudio reciente
realizado en hospitales Holandeses reveld tasas de colonizacion intestinal con ERA de mas
del 40% en los pacientes que fueron evaluados (142). Es asi como una rapida y simultanea
epidemia de E. faecium resistentes a multiples antibidticos, aparecid en las dos ultimas
décadas en todo el mundo generando un cambio dramdtico en la prevalencia de las
especies que producen infeccidn a nivel nosocomial (25). Adicionalmente, un estudio
reciente de 53 aislamientos de origen clinico de E. faecium obtenidos desde 1971 a 1994
en Estados Unidos, determind la presencia de 16 ST distintos asociados en su mayoria al

CC17, identificados en 9 regiones diferentes de Estados Unidos.
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Tabla 1. Fenotipos de resistencia a vancomicina en enterococos

Resistencia adquirida Resistencia
intrinseca
Fenotipo VanA VanB VanD VanE VanG VanL VanC
Gene de ligasa vanA vanB vanD vanE vanG vanL vanC
CIM vancomicina 16-1000 4-32 64-128 8-32 16 8 2-32
(ng/ml)
CIM teicoplanina 16-512 0.5-1 4-64 0.5 0.5 S 0.5-1
(ng/ml)
Peptidoglicano D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Lac D-Ala-D-Ser D-Ala-D-Ser D-Ala-D-Ser D-Ala-D-Ser
Expresion Inducible Inducible Constitutivo inducible inducible inducible constitutivo/ inducible
Localizacidon Plasmido o Tn/ Plasmido o Tn/ | Cromosoma | Cromosoma Cromosoma Cromosoma? Cromosoma
Cromosoma Cromosoma
Transferencia por +/- +/- - - + - -
conjugacion
Distribucidon entre E. faecium, E. faecium, E. faecium, E. faecalis, E. faecalis, E. faecalis, E. gallinarum: vanC-1,
especies de E. faecalis, E. faecalis, E. faec.alis, E. casseliflavus:vanC2/3
E. durans, E. durans, E. raffinosus
enterococos . .
E. hirae, E. gallinarum

E. gallinarum,
E. casseliflavus,
E, raffinosus,

E. avium,

E. mundii

o1




Los resultados de este estudio mostraron que los primeros aislamientos de E. faecium
pertenecientes al CC17 hicieron parte de un brote en 1982 en Richmond, presentaron
resistencia a ampicilina, la mayoria altos niveles de resistencia a estreptomicina y todos
estos aislamientos eran portadores de los genes de virulencia potenciales como fms (E.
faecium surface proteins); sin embargo, una gran parte de ellos carecian de los genes
esperm Y hylesm (146). Estos hallazgos concordaban con la hipétesis que la resistencia a
ampicilina pudo haber sido uno de los primeros pasos para la adaptacion de este
genogrupo CC17 de E. faecium asociado a hospitales (26, 146). Adicionalmente, este
trabajo determindé que el nivel de resistencia a ampicilina (representado por un
incremento en las CIM de este antibidtico) incrementé con el tiempo, resultado que es
consistente con el hecho que mutaciones o sobreexpresion del gen pbp5 podrian haber
evolucionado y de esta forma generar una disminucién de la afinidad por ampicilina. Este
estudio también sefialé, que la resistencia a vancomicina emergié posteriormente
(primeros aislamientos en 1990 portadores de vanA), a la resistencia a ampicilina,

resultados que estan totalmente relacionados con los reportes Europeos (27, 30).

6.4.3 Epidemiologia molecular de las infecciones por E. faecium

Los métodos de tipificacidn molecular son esenciales para determinar la epidemiologia de
los microorganismos y caracterizar brotes a nivel hospitalario. Los primeros métodos
moleculares de tipificacion en enterococo se basaron en el analisis del perfil de

plasmidos, los cuales incluian andlisis de los mismos utilizando enzimas de restriccion
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(147, 148). Posteriormente, en los afnos ochenta se desarrollaron técnicas adicionales
como el método de tipificacién genética denominado electroforesis de campo pulsado
(PFGE), el cual se fundamenta en la separacion de DNA cromosomal digerido con
endonucleasas en una matriz de agarosa sometida campos eléctricos que se alternan en
dos direcciones (149).

La PFGE fue adaptada para su uso en enterococos (150, 151) y es considerada por muchos
laboratorios como la técnica estdndar de oro para la tipificacién molecular. Permite la
evaluacién de cepas que se encuentran asociadas en tiempo y ubicacion pero no es muy
util para hacer seguimiento de las mismas en estudios ancestrales evolutivos. Por otra
parte, presenta como inconvenientes la dificultad de intercambio de informacién entre
laboratorios, debido a la presencia de multiples protocolos que hacen dificil Ia
interpretacion de los patrones electroforéticos (14, 152-154).

Adicionalmente, la metodologia de analisis de polimorfismos de diferente longitud
(“amplified fragment length polymorfism, AFLP) se desarrollé con el fin de estudiar
relaciones genéticas entre cepas, la cual permite andlisis de polimorfismos entre
fragmentos pequefios que han sido previamente amplificados y posteriormente digeridos
con enzimas de restriccion (155). Esta técnica a pesar de ser rdpida y reproducible, no es
suficientemente adecuada para andlisis moleculares a nivel mundial, debido a que se
generan variaciones en la intensidad de las bandas, lo cual puede producir resultados
ambiguos para la interpretacion de grupos clonales; por lo mismo presenta problemas

para el intercambio de informacion entre laboratorios (14, 156).
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Por lo tanto, se requeria de la implementacion de una metodologia que permitiera
comparacion de cepas a nivel mundial y que pudiera manejar un sistema estandarizado
para su interpretacion. Es asi como, en los afos noventa se desarrolldé la técnica de
tipificacion se secuencias de multiples locus (MLST), que identifica la variacidn alélica de
multiples genes, para lo cual se tipifican alelos a partir de secuencias de DNA de 400 a 500
bp de 6 a 7 genes “housekeeping” (genes de expresidn constante y que son esenciales
para la bacteria). A cada alelo se le asigna un numero siendo el resultado un perfil
numérico de alelos, el cual se denomina secuencia tipo (ST). Su valor radica en el
concepto que las poblaciones bacterianas han evolucionado dado a pequeiios cambios en
los genes “housekeeping” (156). Esta metodologia ha permitido la creacién de una base
de datos mundial formada por secuencias de estos genes (www.mlst.net de acceso libre),
gue permite la comparacién entre microorganismos de una manera mas precisa y
objetiva. EI MLST surge como una técnica que ha probado ser una herramienta muy
poderosa para el estudio global de la epidemiologia, para el reconocimiento y el
seguimiento de la diseminacion de clones bacterianos virulentos, epidémicos y multi-
resistentes (157). Esta metodologia cuenta con esquemas de tipificacién para diferentes
especies bacterianas, incluyendo E. faecium (158).

Es asi como, empleando estas metodologias moleculares se ha logrado una
caracterizacion de la epidemiologia molecular de aislamientos de EFRV. En los afios
noventa, diversas publicaciones reportaron la aparicion de cepas de ERV en los hospitales

de Estados Unidos, las cuales se caracterizaban por la diseminacion de un numero
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limitado de clones asociados a los hospitales, segin resultados que fueron obtenidos
empleando PFGE. Los primeros estudios mostraron que los brotes hospitalarios de E.
faecium fueron inicialmente generados por uno o dos clones circulantes de ERV, pero
gradualmente las epidemias se produjeron por la presencia de mdultiples clones en
diferentes hospitales de Estados Unidos (159). La presencia de policlonalidad pudo
generarse como resultado de la introduccidon de nuevos clones en los hospitales, o por
transferencia horizontal de genes de resistencia a vancomicina a multiples cepas,
caracteristica que ha sido descrita ampliamente en hospitales de Estados Unidos, Europa
y Asia (32, 160-164). De esta manera, en la década de los noventa se logré evaluar la
relacion genética de aislamientos de E. faecium empleando PFGE sin embargo, con esta
metodologia no era posible determinar micro-variaciones (debido a su alto poder
discriminatorio) caracteristica necesaria para identificar relaciones entre cepas circulantes
en una area geografica especifica como lo es un hospital, pero no para generar
conclusiones acerca de relaciones evolutivas (25).

Posteriormente, la técnica de AFLP (“amplified fragment length polymorphism”) permitié
por primera vez mostrar que los clones de EFRV provenientes de los hospitales eran
genotipicamente diferentes a la flora normal (155). AFLP logré agrupar 255 cepas de EFRV
en genogrupos asociados a un huésped especifico y detectd la presencia de un grupo
asociado a cepas provenientes de animales como terneros y pollos, diferente a las de

origen nosocomial (155).
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Las cepas provenientes de cerdos y humanos sanos formaron un grupo Unico, sugiriendo
una relacion epidemioldgica entre estos dos nichos ecolédgicos. Por el contrario, la
presencia de cepas hospitalarias pertenecientes a otro linaje indicaba que estas eran
genéticamente diferentes de las cepas provenientes de flora fecal de individuos sanos
(155). Una posible explicacién para estos resultados, se debe a que las cepas de EFRV
provenientes de ambientes nosocomiales han sido adquiridas por los pacientes en el
hospital y en parte o en su totalidad, han reemplazado la flora endégena de los mismos,
posiblemente por seleccién debido al uso de antibidticos de amplio espectro y la
adquisicion de diversos determinantes de virulencia (25).

Homan y colaboradores desarrollaron un esquema de MLST para E. faecium, el cual
generaba una base de secuencias gendmicas que permitia estudiar la variacidon genética
de las cepas empleando multiples loci (158). Este principio es ideal debido a que la
variacion de uno o dos alelos (generada por recombinacién que altera algun alelo) no
limita que la cepa pueda ser reconocida en el mismo complejo clonal empleando técnicas
de agrupamiento genético (158). Este primer andlisis de 123 aislamientos de E. faecium
resistente y susceptible a vancomicina mostré alta similitud con los resultados obtenidos
empleando AFLP y reveld la presencia de un linaje denominado “clonal cluster 1” (CC1), el
cual estaba formado por cepas de origen nosocomial (158).

Posteriormente, un estudio que evaluaba un nimero mayor de aislamientos de (EFRV) y
de E. faecium susceptible a vancomicina (EFSV) (n=411), de diversos origenes geograficos

y diferentes fuentes (humano y animal) (27), confirmé la presencia de un grupo de cepas
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de origen nosocomial, que se agrupaban en un CC el cual fue obtenido empleando el
algoritmo eBURST (27). En este estudio, los autores identificaron la presencia de un linaje
genético de E. faecium denominado “clonal cluster 17” (CC17), el cual agrupaba la
mayoria de los aislamientos evaluados y provenia de un linaje Unico previamente
conocido como C1 (158). Este CC17, (denominado asi debido a que el fundador
presuntivo de este grupo pertenece al tipo de secuencia 17 (ST17) probablemente se
adapto al ambiente hospitalario por medio de variacion genética, utilizando para ello
mutaciones y recombinaciones homologas convirtiéndose asi en un genotipo de amplia
distribucién en hospitales de todo el mundo (27). Es asi como, la presencia del CC17 se ha
reportado en paises como Holanda (145, 165, 166), Italia (167-169), Alemania (32), Suecia
(170), Korea (116), Singapur (171), Espana (172), USA (146) Brasil (173) Paraguay (174) vy
Chile (175), entre otros.

Estudios recientes empleando un algoritmo adicional denominado “global optimized”
(g0eBURST) (35) sefialan que el ST17 y sus variantes de uno y de dos alelos no se agrupan
en un complejo separado previamente denominado CC17 (25). Por el contrario,
empleando esta metodologia de agrupamiento, se obtiene una divisién del CC17 en
pequefios grupos dentro de los cuales encuentran casi el 60 % de los aislamientos
contenidos en la base de datos de MLST los cuales son de origen humano, comunitario y
animal. Estos trabajos indican que empleando algoritmos como eBURST un 40% de las
relaciones genéticas obtenidas no son adecuadas, debido a que poblaciones como E.

faecium presentan un grado de recombinacién y mutacién muy alta (35). Adicionalmente,
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sugieren que E. faecium no comparte un ancestro comun reciente y que debiera dividirse
en diferentes complejos clonales en los cuales se destacan el ST5, ST9, ST17, ST18, ST22,
ST26, ST78, ST192 y ST236. Este trabajo también sefiala que los aislamientos agrupados
en el CC17 probablemente no han evolucionado a partir del fundador inicial el ST17, por
el contrario, los aislamientos de E. faecium de origen hospitalario han evolucionado
independientemente a partir de diferentes clones ancestrales (ST17, ST 18, ST78,
ST192)(35).

Los resultados de este estudio fueron posteriormente confirmados, empleando un
algoritmo diferente (Clonal Frame), sugiriendo la presencia de subgrupos fundadores del
CC17 (25). Sin embargo, es de anotar que a pesar de que estos hallazgos sefialan la
carencia de un ancestro comun perteneciente al CC17, la mayoria de los aislamientos de
origen nosocomial son genéticamente diferentes de los aislamientos de origen comuni-
tario y animal (25). También, se observa que estas cepas nosocomiales presentan varios
determinantes comunes como la resistencia a ampicilina, a ciprofloxacina, genes de
virulencia putativos y secuencias de insercion (28). Estos determinantes de virulencia
encontrados en esta subpoblacidn son esencialmente islas de patogenicidad que
presentan el gen espgsm, (176) asi como también el gen hylgm, (22) y los genes fms(33, 177)

entre otros.
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6.5 Patogénesis de las infecciones por enterococos

El género enterococo habita en el TGl como comensal en armonia con el huésped y con
otros microorganismos pertenecientes a la flora gdstrica. Es asi como, la flora comensal
juega un papel importante en el desarrollo y el mantenimiento de la integridad de la
mucosa intestinal. (178-181). A nivel del huésped las condiciones que alteran esta
armonia son el tratamiento antibidtico, un sistema inmune comprometido, presencia de
catéteres urinarios o vasculares en los pacientes y permanencia de largo tiempo en UCI.
Por parte del microorganismo, los factores que influyen generalmente son la adquisicion
de nuevos determinante genéticos como factores de virulencia y genes de resistencia
entre otros, que le permitan a la bacteria evadir las defensas del huésped y colonizar
nuevos nichos bioldgicos (182).

Es asi como uno de los primeros eventos que permite que se genere una infeccion,
consiste en la colonizacién de las mucosas humanas por parte de las bacterias (183). En el
caso especifico del enterococo, estos microorganismos cuentan con proteinas de
superficie que actiuan como adhesinas, que son generalmente de naturaleza protéica,
glicoprotéica, lipoprotéica o glicosidica. Una vez iniciado el proceso de adherencia, el
microorganismo puede invadir otros érganos cercanos e ingresar al sistema linfaticoo a la
circulacién sanguinea, lo cual genera diversas alteraciones patolédgicas y respuestas
inflamatorias (184). Inicialmente, los enterococos invaden las células entéricas de los
seres humanos generando un estado de colonizador asintomatico del TGI, el cual se

produce después que los pacientes ingresan al hospital (185). Posteriormente, los
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enterococos han sido internalizados por las células del ileon, colon o por macréfagos
intestinales, se translocan desde el lumen del intestino delgado hasta los ndédulos
linfaticos, el higado y el bazo, lo que favorece que atraviesen la pared intestinal y
alcancen las vias linfaticas y diferentes sitios anatdémicos generando infecciéon (186-188).
Adicionalmente, los enterococos también pueden ser transportados desde el intestino
hasta el sistema circulatorio por colonizacién previa del tracto urinario y de esta manera

también producir infeccién.

6.5.1 Determinantes de patogenicidad en E. faecalis

La virulencia en los enterococos ha evolucionado muy probablemente de una forma
similar a linajes patogénicos de otras especies bacterianas (189) como por ejemplo
Escherichia coli 0157 (190) y Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (191),
entre otros. Es asi como, S. aureus ha adquirido determinantes de virulencia por medio de
intercambio genético, caracteristica que le permite obtener plasmidos, transposones o
elementos cromosomales como el SCCmec (192). De la misma manera, E. coli posee islas
de patogenicidad que codifican para numerosas toxinas, adhesinas y diversos genes de
virulencia (193). Una vez estos elementos se integran en los huéspedes bacterianos se
generan nuevos linajes patogénicos capaces de adaptarse, sobrevivir y diseminarse en su
nuevo nicho bioldgico (194).

En enterococos, los determinantes genéticos que han adquirido algunas especies han

incrementado la capacidad de este género para generar infeccidon, por medio de la
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produccién de toxinas citoliticas, gelatinasa, sustancia de agregacion, produccion
extracelular de perdxido y proteinas de superficie entre otros (194). Asi estas proteinas de
tipo adhesina le permiten al enterococo adherirse a un amplio rango de proteinas de la
matriz extracelular (ECM) como colageno, fibrindgeno, trombospondina, lactoferrina y

asi mismo al epitelio renal y oral de humanos y animales (195).

6.5.1.1 Sustancia de agregacion (AS)

Dentro de los factores de virulencia mds importantes en E. faecalis se encuentra la
sustancia de agregacidon (AS), proteina que ha sido bien caracterizada en términos de
funcién y de contribucidn a nivel de virulencia siendo la primera proteina descrita en
enterococo que presenta el motivo LPxTG. Este motivo se localiza en el C-terminal de las
proteinas, es el sitio de accidn de las enzimas sortasas y estd formado por una regién de
aminoacidos conservados como leucina (L), prolina, (P) cualquier aminoacido (X), treonina
(T) y glicina (G) (15, 196). Adicionalmente, la AS presenta dos motivos RGD (arginina,
lisina y aspartato) (Figura 2) que también son encontrados en fibronectina, cominmente
asociados con proteinas de unién a integrinas (197, 198) lo cual indica que esta adhesina
tiene un papel importante en la unién a células eucariotas (182). Esta proteina esta
codificada por los genes asp1, asc10 vy asal los cuales se localizan en plasmidos inducibles
a feromonas denominados pPD1, pCF10, pAD1, respectivamente (199).

La expresidn de los genes que codifican para AS es inducida por feromonas (los cuales son

oligopéptidos de 7 a 8 aminoacidos (aa) generalmente de tipo hidrofdbico) que son
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secretados por enterococos libres de plasmidos (16). Estos péptidos promueven la
expresion de la proteina AS en la superficie celular estimulando el contacto fisico entre
una cepa donadora portadora del pldasmido y una cepa receptora (16). La AS in vitro
potencia la conjugacion de plasmidos (16) permite la adhesidn a células tubulares renales
y promueve la internalizacidn y la supervivencia en los fagocitos (186, 197, 200).

La AS in vivo contribuye en la patogénesis de las infecciones por una variedad de
mecanismos (194) como formacién de grandes agregados celulares, incrementa la
hidrofobicidad en la superficie celular y adhesion alas proteinas de la ECM (194, 201,
202); en el modelo de endocarditis estimula el incremento en el tamafo de las
vegetaciones en las valvulas cardiacas del conejo (188, 197, 203). Experimentos
empleando la mutagénesis por transposones han indicado que los dominios de la AS
tienen un papel in vivo importante, demostrando que en el dominio N-terminal variable
de la proteina y el C-terminal desempefian un papel importante en la agregacion entre las

células donadoras del plasmido y las células receptoras (204) (Figura 2).
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Figura 2.
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Figura 2. Proteinas de superficie que presentan el motivo LPxTG en enterococo. Se muestra la
organizacion estructural de las proteinas en E. faecalis: sustancia de agregacion, AS, proteina de superficie,
Esp y proteina de unidn a coldgeno, Ace. Proteinas en E. faecium: proteina de superficie (Espgmm), Segunda
proteina de unidn a colageno (Scm), proteina de unidn a colageno, (Acm), proteina de unidn a colageno en
S. aureus (Cna). Nomenclatura: PS, péptido sefial; N1, N2, N3, subdominios con estructura de 1gG; RGD,
motivo arginina, glicina y aspartato (196).

6.5.1.2 Proteina de superficie (Esp)

El gen esp fue inicialmente detectado en un E. faecalis resistente a gentamicina
(MMH594) aislamiento que fue causante de una epidemia hospitalaria a mediados de los
afios ochenta (205, 206). Pocos afios después se determind que este gen existia en un
elemento gendmico de gran tamafo (153 kb), que presentaba caracteristicas de una isla

de patogenicidad (PAIl) con un bajo contenidos de GC (32.2 %) comparado con el resto del
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genoma de E. faecalis (promedio 37.5 %) y presentaba determinantes de virulencia,
reguladores transcripcionales y transposasas (207).

El gen esp codifica para la proteina de superficie denominada Esp (“enterococal surface
protein”), polipéptido de gran tamafio que es altamente conservado en sus dominios
repetitivos y es detectado frecuentemente en aislamientos de origen clinico (29, 182). Es
asi como Willems y colaboradores reportaron que 41 % de los aislamientos provenientes
de pacientes con endocarditis presentaban este gen mientras que solo el 3% de los
aislamientos provenientes de heces eran portadores de dicho gen (29).Estos resultados
sugirieron que la presencia de esp en aislamientos de E. faecium podria tener un papel
relevante a nivel de virulencia (29, 206). Esta proteina tiene en su N-terminal un péptido
sefial, un dominio putativo que podria estar implicado en la formacién de bio-peliculas y
en el C-terminal un dominio de anclaje al peptidoglicano con un motivo (Y/F PXTG) el cual
es reconocido por sortasas, las cuales permiten anclar covalentemente la proteina Esp a
la pared celular (208) (Figura 2).

Se han presentado resultados conflictivos acerca del papel de Esp en la formacién de bio-
peliculas, Tendolkar y colaboradores reportaron un estudio en el cual la formacién de bio-
peliculas fue reducida cuando se evalué una mutante isogénica comparada con la
respectiva cepa productora de la proteina Esp (209). AUn mads, estudios adicionales han
mostrado que el dominio N-terminal de Esp parece ser suficiente para la produccion de
este fenotipo, hecho que fue comprobado cuando una mutante de Esp que no expresaba

el dominio N-terminal presentd menor capacidad de formar bio-peliculas (210); sin
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embargo, otros reportes indican que Esp no es necesaria para la produccién de bio-
peliculas (211, 212).

Por otro lado, ensayos in vivo mostraron el papel de Esp en la colonizacion y la
persistencia en el tracto urinario (TU) empleando para ello un modelo animal de infeccion
urinaria, en el cual se comparaba una cepa Esp positiva y una cepa Esp negativa (mutante
isogénica). Los resultados mostraron que la cepa Esp positiva fue mas prevalente en la
vejiga y la orina de los ratones, mientras que en los animales que fueron infectados con la
respectiva mutante se obtuvo una menor colonizacion al TU con esta cepa. Estos
hallazgos, sugirieron que Esp puede promover la adhesién bacteriana al uro-epitelio a
través de componentes especificos como mucina o uroplakina (proteinas integrales que
se encuentran en el uro-epitelio) (213). Adicionalmente, los estudios de colonizacién
intestinal murina han mostrado que esta proteina no esta involucrada en la colonizacién

o en la adhesidn a células de endocarcinoma colorectal (214).

6.5.1.3 Proteina de unioén al colageno (Ace)

La proteina de superficie denominada “adhesion of collagen from E. faecalis” (Ace), fue la
primera proteina descrita perteneciente a la familia de las adhesinas conocidas como
“microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules”, (MSCRAMMSs) en
enterococos (215). Ace es ubicua entre cepas de E. faecalis comensales y patdgenas, por
lo cual se ha propuesto que se puede utilizar para identificar las cepas de E. faecalis por

hibridizacién (216, 217). Esta adhesina media la unidn al colageno tipo |, colageno tipo IV,
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laminina y dentina (215, 218, 219) y fue identificada con base en homologia de secuencia
con el factor de virulencia cna del S. aureus el cual se encuentra bien caracterizado (215,
219).

La proteina Ace esta formada por un dominio N-terminal altamente conservado
denominado A, el cual presenta un péptido senal y dos subdominios N1 y N2. En el C-
terminal se encuentra un dominio variable que posee de 2 a 5 repeticiones de 47 aa,
precedidas de repeticiones de 20 aa (el papel que presentan estas repeticiones no estd
claro aun) y un motivo LPxTG que permite el anclaje a la pared celular (219) (Figura 2).
Adicionalmente, se ha demostrado que Ace es inducida a altas temperatura (46°C) y se ha
determinado su expresién in vivo cuando se ha expuesto en presencia de suero o
componentes de la ECM como el colageno a temperatura fisioldgica (37°C) (219).
Estudios estructurales del ligando con una regién de Ace han indicado que el subdominio
A esta formado por N1y N2 (estructura de Ig), los cuales han sugerido por analisis que se
unen al colageno por el mecanismo denominado “collagen hug”. Por este mecanismo la
proteina Ace adopta una conformacién abierta (empleando los dominios N1y N2), dentro
de la cual el colageno es atrapado, posteriormente se genera un cambio molecular
produciendo una estructura denominada de conformacién cerrada (el colageno es
firmemente anclado) y finalmente el domino C-terminal asegura la unién del sustrato
para formar un complejo adhesina ligando muy estable (220). Este mecanismo es una
variante del mecanismo denominado “dock, lock, latch”, descrito en la adhesina de

fibrinogeno SdrG de S. epidermidis (220). Adicionalmente, se ha demostrado la
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produccién de anticuerpos contra la proteina Ace sugiriendo la importancia de la
expresion in vivo de esta proteina; también se ha visto su expresién en presencia de
colageno tipo |, tipo IV y laminina a una temperatura de 46°C (217).

Recientes estudios han mostrado el efecto de este gen a nivel del modelo de endocarditis
en rata con infeccion mixta, en el cual se observé atenuacion por parte de la mutante del
gen ace comparada con la cepa salvaje; sin embargo, en el modelo de peritonitis en ratén
no se detectaron diferencias entre estas dos cepas. Adicionalmente, se encontrd un
aumento en la colonizacién de las valvulas cardiacas (a las 4h) de la cepa mutante
complementada con un plasmido de expresiéon portador del gen ace (pAT392::ace),
comparada con la cepa portadora del plasmido pAT392 (sin la presencia de ace); estos
resultados sugieren que la proteina Ace es importante para E. faecalis en el proceso inicial
de adherencia a las valvulas cardiacas. Ademas, se identificd la expresidn in vivo de
vegetaciones recuperadas de los animales infectados con la cepa E. faecalis OG1RF
portadora de este gen. Mas aun, se encontré que los animales inmunizados con
inmunoglobulinas anti-Ace fueron menos susceptibles a la infecciéon por la cepa de E.
faecalis OG1RF que los que no fueron inmunizados, sugiriendo de esta manera la
importancia de Ace en la patogénesis de este microorganismo en el modelo experimental

de endocarditis (221).

6.5.1.4 Proteinas productoras de pili
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La habilidad de los enterococos de producir bio-peliculas es un elemento que contribuye
en enfermedades endoddnticas, infecciones urinarias y endocarditis (195). Las bacterias
Gram-positivas producen estructuras que se exponen en la superficie celular,
denominadas pili las cuales estdn formadas por fibras multiméricas (pilinas) que
presentan motivos LPxTG, las cuales son ancladas covalentemente a la pared celular por
la accién de una enzima sortasa (196, 222).

Estudios in silico han revelado que E. faecalis presenta por lo menos dos grupos de genes
implicados en la produccion de pili y bio-peliculas. El operén ebp (“endocarditis and
biofilm associated pili”) el cual esta formado por tres genes encargados de la produccién
de subunidades del pili (ebpA, ebpB, ebpC), una sortasa C (srtC) (223) y una proteina con
funcién de regulacién (ebpR) (224); este operdn estd relacionado con la produccién de
bio-peliculas y una mutante no piliada presentd atenuacion en el modelo de endocarditis
en rata (223). Por otro lado, el operén bee (“biofilm enhancer in enterococo”) esta
formado por tres genes denominados bee-1, bee-2, bee-3 y por dos sortasas str-1y str-2
el cual estd localizado en un plasmido que se transfiere con alta eficiencia en el proceso
de conjugacidn y se encuentra esporadicamente en un 5 % de E. faecalis estudiados

(225).

6.5.1.5 Citolisina (Cyl)
La citolisina es una proteina hemolitica encontrada hasta en el 60% de los aislamientos de

E. faecalis (226, 227). Los genes que codifican esta proteinase localizan en plasmidos
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(ocasionalmente se ha reportado en el cromosoma) y dentro de ellos el mds comunmente
estudiado es el denominado pAD1 (228). Esta citolisina esta codificada por el operdn
cylLLLSMBAI, el cual produce una reaccion B-hemolitica que promueve la lisis los
eritrocitos, asi como también es bactericida para otras bacterias Gram-positivas (226,
229). Los genes cylLl y cylLs codifican para las subunidades estructurales de la citolisina
requeridas para la actividad hemolitica y bactericida de la proteina (226) y los genes
adicionales cyIM, CyIB, cylA, cyll estan involucrados en las modificaciones post
transducionales de la citolisina (230). En el modelo de endolftalmitis se ha podido
demostrar que la citolisina produce una disminucién de la funcién retinal en los conejos
(231, 232). Asi mismo, en el modelo de endocarditis observaciones similares han
detectado la produccién de vegetaciones debido a la presencia de la citolisina, las cuales

incrementan significativamente la mortalidad de los animales estudiados (233).

6.5.1.6 Gelatinasa (GelE) y proteasa (SprE)

El gen gelE codifica para una proteina secretada de tipo extracelular metaloproteasa
dependiente de zinc (117) denominada gelatinasa, la cual al hidrolizar gelatina, coldgeno
y caseina, suministra nutrientes a la bacteria por degradacién del tejido del huésped.
Adicionalmente, esta proteina se encuentra relacionada con la produccién de bio-
peliculas (234) y también se ha demostrado que la gelatinasa presenta un papel

importante en virulencia in vivo cuando se ha evaluado en los modelos animales de
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peritonitis y endocarditis (235, 236) en el de endolftalmitis (237) y en modelo del
nematodo Caenorhbditis elegans (238).

Ill

El gen gelE se encuentra en el cromosoma regulado por medio del “quérum sensing”
(239) y corriente abajo de este se encuentra un gen adicional denominado sprE, que
codifica para una proteasa de serina y es co-transcrito con gelE (240). La transcripciéon de
estos genes es regulada de una forma dependiente por medio del sistema fsr (fecal
streptococci regulator) (238, 239), el cual estd formado por los genes fsrA, fsrB, fsrC, que
se encuentran corriente arriba de los genes gelE y sprE y presentan homologia con el
sistema al agrBCA de Staphylococcus aureus (239). Este sistema inicialmente se postulaba
como regulador solamente de los genes gelE y sprE sin embargo, estudios recientes han
demostrado su actividad como regulador general en E. faecalis (224). El gen fsrA, se
transcribe de forma monocistrénica como un regulador de respuesta, el gen fsrB produce
un oligopéptido sefal, feromona conformada por 11 residuos peptidicos denominado
“gelatinase bio synthesis activating pheromone (GBAP) y el gen fsrC codifica para una
proteina quinasa, capaz de sensar la presencia del GBAP. Por lo tanto, cuando el GBAP se
acumula en la transicién de fase exponencial a fase estacionaria los genes gelE y sprE son
inducidos (241).

Diferentes estudios del sistema fsrABC y de la gelatinasa en E. faecalis OG1RF han
sefialado que estos genes son importantes en la produccién de bio-peliculas (242) asi

como también, en virulencia en diferentes modelos animales. Por ejemplo mutantes de

fsry del gen gelE han mostrado atenuacion en el modelo de peritonitis de raton (239) en
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C. elegans (238), en el modelo de endolftalmitis en conejo (243) y en el modelo de

endocarditis (236).

6.5.1.7 Carbohidratos de la pared celular y polisacaridos capsulares:

Debido a la complejidad y la habilidad de conferir resistencia a la fagocitosis, los
componentes capsulares juegan un papel importante en el proceso de patogénesis,
puesto que pueden de esta forma ayudar al microorganismo a invadir la respuesta
inmune (182). Se ha descrito un operdn que codifica para la sintesis de polisacarido
capsular el cual es expresado por aislamientos clinicos de E. faecalis (244). Los estudios de
la composicién de fracciones de carbohidratos de la pared celular mostraron que estaba
compuesta por glicerol fosfato, glucosa y galactosa y ademas los analisis de secuencia
indicaron la presencia de un operdn que esta organizado en un grupo de once genes
designados cpsA-K. Los estudios de mutagenesis de este operén por medio de una
insercion en el gen cps/ mostraron que la mutante presentaba un aumento en la
susceptibilidad a la fagocitosis in vitro y presentaba mejor habilidad para persistir en los
nodulos linfaticos de los ratones (244).

Un operdén adicional también ha sido descrito, el cual se denomina “enterococcal
polysaccharide antigen” (epa) que codifica para polisacaridos productores de ramnosa y
estd formado por diez y ocho genes. Estos genes se han encontrado ampliamente
distribuidos en cepas de E. faecalis y se ha demostrado que son necesarios para la

resistencia a la fagocitosis por parte de este microorganismo. Interrupciones de dos
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genes, han mostrado una reduccidn significativa en la mortalidad en el modelo de
peritonitis en ratén, ademas han perdido la habilidad para translocarse a través de los
enterocitos y presentan una marcada disminucion en la producciéon de bio-peliculas
sugiriendo por lo tanto su papel en virulencia (245).

Recientes estudios de polisacdridos purificados del operdn Epa proveniente de E. faecalis
OG1RF versus mutantes de los genes epaA, epaM y epaN, produjeron alteracidon en el
contenido del polisacarido, la presencia de células con forma redondeada comparada con
la forma ovalada del E. faecalis OG1RF, asi como también disminucién en la formacion de
bio-peliculas, atenuacién en el modelo de peritonitis y resistencia a la lisis por el fago
NPV-1. Adicionalmente, se detectd la ausencia de la ramnosa en la mutante epaB,
sugiriendo que una o mas glicosil transferasas codificadas por este operdn son necesarias

para la transferencia de este azlcar en estas cepas (246).

6.5.2 Determinantes de patogenicidad en E. faecium

A nivel de virulencia E. faecium carece de ciertos determinantes genéticos los cuales se
han mostrado presentan un papel relevante en infecciones por E. faecalis como por
ejemplo la gelatinasa, la citolisina y el locus fsr entre otros. La sustancia de agregacién
codificada por pldasmidos en E. faecalis ha sido encontrada con menos frecuencia en E.
faecium (84, 247-249). También, se ha demostrado que cepas clinicas de E. faecium son
resistentes a la fagocitosis en presencia de suero humano normal, mientras que E.

faecalis no presenta esta caracteristica (250, 251). Probablemente, la patogénesis del E.
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faecium se da por la combinacién de determinantes genéticos que incrementan las
condiciones adecuadas de crecimiento para la bacteria y aumentan la capacidad de
sobrevivencia en el TGl o en la piel de pacientes hospitalizados, asi como también estos
factores adicionales pueden estimular a que la bacteria sea capaz de adherirse, sobrevivir

y formar bio-peliculas en objetos inertes (252).

6.5.2.1. Proteina de superficie ESpgsm:

El gen espem (variante del gen esp encontrado en E. faecalis) fue inicialmente detectado
haciendo parte de una isla de patogenicidad (PAl) en un aislamiento de E. faecium
resistente a vancomicina originado en un brote hospitalario (29, 253). Sin embargo, este
PAI proveniente de E. faecium presentd caracteristicas genéticas diferentes al PAl
encontrado en E. faecalis (29, 31). El gen espesm codifica para la proteina Espfm, la cual
posee un peso molecular de 202 kDa, es expresada en la superficie de la bacteria (29) y
comparte un 90 % de identidad con la Esp de E. faecalis; esta caracteristica sugiere que la
proteina presenta funciones muy similares en ambos microorganismos (196). Esp y Espgsm,
hacen parte de la familia de proteinas de superficie de bacterias Gram positivas a la cual
también pertenecen la proteina Rib y la proteina alfa C de Streptococcus agalactiae, la
proteina R28 de Streptococcus pyogenes y la proteina asociada a bio-peliculas Bap de S.
aureus (254-257); todas estas proteinas estan involucradas en virulencia y confieren
inmunidad protectora (258). La proteina Espesm presenta un dominio N-terminal formado

por aproximadamente 700 aa que se presume esta relacionado con la produccion de bio-
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peliculas, posee ademas tres dominios repetidos denominados A, By Cy en el C-terminal
se encuentra el motivo (Y/F)PXTG) [(tirosina/fenilalanina, prolina, cualquier aminoacido,
treonina y glicina)] que es probablemente reconocido por la sortasa (222) (Figura 2).

Es interesante anotar que a diferencia del gen esp de E. faecalis que estd distribuido
ampliamente en cepas de diversos origen, el gen espgm se ha visto en una gran
proporcién de aislamientos de E. faecium provenientes de hospitales pertenecientes al
CC17, lo cual sugiere la importancia de este gen en la patogénesis de E. faecium (29, 107,
141, 176, 248, 259, 260). También se ha demostrado que la expresion de Espgm se ve
afectada por cambios en condiciones ambientales, siendo las situaciones que mas
simulan el microambiente del intestino delgado la temperatura (37°C) y la anaerobiosis
(261). Adicionalmente, aislamientos de E. faecium obtenidos de bacteriemias presentan
un incremento en la adherencia a células humanas epiteliales de adenocarcinoma
colorectal (Caco-2), resultados que podrian sugerir que este gen juega un papel impor-
tante en colonizacion intestinal, condicién que es el primer paso que antecede a la
infeccion clinica (262).

Para la caracterizacion funcional de la proteina Espemm se han realizando estudios
empleando una cepa salvaje de E. faecium (produce la proteina en la superficie celular) y
una mutante por inactivacion insercional del gen espgsm, (no produce la proteina Espfm en
la superficie celular), las cuales ha sido evaluadas mediante el ensayo in vitro de
formacion de bio-peliculas. Los resultados han indicado, que esta mutante presenta

menor capacidad de adherencia al poliestireno comparada con la cepa salvaje (gen espgsm

74



intacto) y por lo tanto, menos formacién de bio-peliculas en superficies abidticas. Asi
mismo, experimentos adicionales sefalaron que cuando esta mutante fue complemen-
tada en trans por medio de un pldsmido que expresaba el dominio N-terminal del gen
espefm, Se restauraba la capacidad de adherencia y produccidon de bio-peliculas (176).

Por otro lado, estudios in vivo de este gen en un modelo animal empleando la cepa
salvaje portadora del gen esp y una mutante isogénica del mismo, indicaron que este
determinante genético no estd relacionado en la colonizacién gastrointestinal. Sin
embargo, los estudios in vitro utilizando las cepas previamente descritas determinaron
que el gen espgsm no fue esencial en la adhesion celular cuando se evalué frente al cultivo
celular CaCo2 (263). Hallazgos recientes sugieren que espgsm podria jugar un papel de tipo
transitorio en la patogénesis de la infeccidon urinaria en el modelo murino (264). Los
resultados de este modelo experimental indicaron que la cepa salvaje (que contenia el
gen espefm) presentd mejor infeccién en los rifiones y en la vejiga comparada con la
mutante y ademas, se detectd la produccién de bacteriemia acompaifiada con niveles
elevados de citoquinas pro-inflamatorias en los rifones. También se determind que la
presencia de Espgm influencid solamente el proceso de la infeccidn urinaria en su fase
inicial sugiriendo de esta forma, que el efecto de esta proteina es de tipo temporal
(transitorio) en este modelo murino (264). Adicionalmente, al comparar el efecto de la
cepa portadora del gen espgm y la mutante en el modelo de peritonitis en raton, no se

evidencio ninguna diferencia entre las dos cepas evaluadas. Por lo tanto, se sugiere que el
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gen espgsm tiene un nicho especial en la patogénesis de la infeccidn urinaria causada por

E. faecium pero no en la infeccidn peritoneal (264).

6.5.2.2 Proteina de unién a colageno (Acm)

El gen acm (“adhesin of collagen from E. faecium”) posee un tamafio de 2,166 bp y se ha
detectado en aislamientos nosocomiales de E. faecium (>99 %) especialmente los
resistentes a multiples antibidticos pertenecientes al CC17 y provenientes de pacientes
con endocarditis. También se ha identificado como pseudogen en aislamientos de origen
animal y fecal por la presencia de un coddn de terminacion o de una insercién (265). El
gen intacto codifica para una proteina denominada Acm (721 aa), la cual se ha propuesto
como una adhesina primaria de unidn a colageno que presenta caracteristicas tipicas de
la familia de moléculas de adhesién microbianas que reconocen componentes la matriz
celular (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules,
MSCRAMM) .

Estas proteinas pertenecientes a la familia MSCRAMMSs han sido identificadas en diversos
microorganismos Gram-positivos (por ejemplo S. aureus) y tienen la capacidad de
adherirse al colageno, fibronectina, fibrinégeno y laminina (266); en algunos casos el sitio
de unién primario de estas MSCRAMMs se ha localizado en dominios especificos en las
respectivas adhesinas (215, 267-270). Es asi como, en un estudio de Nallapareddy y
colaboradores se ha mostrado que el 62 % de los aislamientos de origen clinico presentan

un fenotipo de adherencia al colageno mientras que solo el 6% de los aislamientos no
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clinicos presentan la capacidad de unirse a esta proteina. Adicionalmente, la produccion
in vitro de Acm en los aislamientos que presentaron en fenotipo de adherencia soporta el
concepto que esta proteina es una adhesina primaria de colageno (271).

La proteina Acm presenta caracteristicas tipicas de una proteina de anclaje a la pared
bacteriana, en donde los dominios importantes son: i) un péptido senal involucrado en el
transporte del polipéptido a través de la membrana citoplasmatica, ii) una region
denominada A localizada en el dominio N-terminal, la cual presenta la actividad de unién
a coldgeno tipo | (Cl) y presenta tres subdominios (N1, N2, N3), jii) una region B la cual
presenta dos repeticiones, iv) un dominio C-terminal que posee un motivo LPKTS, el cual
es un blanco donde actuan las sortasas, v) una regién hidrofdbica la cual se extiende a la
membrana celular y, vi) una regidn pequefia citoplasmatica (265) (Figura 2). Es
interesante anotar que la proteina Acm presenta una similaridad de 47 % en el dominio A
con la proteina Ace del E. faecalis y mayor similitud con proteina Cna del S. aureus (60 %
y 75 % con el dominio A y el B respectivamente) (265). Adicionalmente, Acm también
presenta homologia con adhesinas de patdgenos Gram-positivos como Streptococcus equi
(272), Erysipelothrix rhusiopathiae (273) y Streptococcus mutans (274).

Andlisis genéticos confirman que Acm es necesaria para mediar la adhesién del E. faecium
al colageno pero no a fibronectina ni a fibrinégeno (275). Adicionalmente, los estudios
bioquimicos de Acm han mostrado la gran afinidad de union que determinados
subdominios (los cuales presentan una estructura similar a las inmunoglobulinas, basados

en predicciones estructurales) presentan al coldgeno tipo |, caracteristicas bastantes
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similares a las descritas en las proteinas Cna y Ace (220, 276). Estos hallazgos suportan la
hipdtesis que la adhesién de Acm se da por el modelo denominado “collagen hug” en el
cual ha sido descrito previamente para otras adhesinas (220, 276).

Recientes estudios han demostrado que Acm juega un papel importante en la patogé-
nesis de E. faecium en el modelo animal (21). Lo anterior se concluyd al evaluar una
mutante (por delecidén del gen acm con reemplazo alélico) con su respectiva cepa salvaje
(isogénica portadora del gen acm), en el modelo de endocarditis en rata por infeccion
mixta (se infecta el mismo animal con los dos microorganismos de estudio al mismo
tiempo). Los resultados de este modelo mostraron que la cepa mutante estaba atenuada
cuando se comparaba con la cepa salvaje y que esta uUltima era capaz de establecerse y
colonizar 1 a 3 horas después de la infeccidn, indicando de esta manera que Acm es el
primer factor de virulencia que tiene una funcién implicada en la patogénesis de
endocarditis en E. faecium (21). En contraste, la evaluacién de las mismas cepas en el
modelo de peritonitis en ratén indicé que la mutante no presentd atenuacién en
comparacion con la cepa salvaje (21). Estos resultados permiten concluir la importancia
de Acm para la mediacion de adherencia del E. faecium a las valvulas cardiacas y por
consiguiente el dafio que genera a las mismas las cuales son estructuras ricas en
colageno, efecto que genera la produccion de endocarditis; sin embargo este gen no

parece jugar un papel en la peritonitis murina (21).
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6.5.2.3 Proteinas de superficie en E. faecium (Fms)

Hasta la fecha se han descrito veintidés genes denominados fms (E. faecium surface
protein-encoding) que codifican para proteinas de superficie en E. faecium, identificados
a partir de andlisis bio-informaticos de la secuencia del genoma de E. faecium TX0016.
Estos genes se encuentran en gran proporcion en aislamientos clinicos pertenecientes al
CC17 (33) y presentan similitud a nivel de secuencia con proteinas de superficie de anclaje
a la pared celular (CWPAs) (33, 177). De estos veintidos genes, quince presentaron
caracteristicas de adhesinas pertenecientes a la familia MSCRAMMs o de proteinas
involucradas en la formacion del pili (operdn ebp), Acm (223, 265), Scm (second collagen
adhesin of E. faecium) y la proteina SagA, la cual se ha determinado como una adhesina la
cual une fibrindgeno, colageno tipo | (Cl), colageno (CIV), fibronectina y laminina; no
obstante, a pesar de tener caracteristicas de adhesina la proteina SagA carece del
dominio CWPAs (177, 277).

Las quince proteinas Fms se caracterizan por presentar uno o mas dominios tipo
inmunoglogulina, amplia variedad de estructuras secundarias tipo hoja B plegada y solo
una pequena cantidad de hélices alfa, estructura similar a la encontrada en las regiones A
gue corresponden a los ligandos de las proteinas MSCRAMM (278). Estas proteinas
también presentan multi-dominios similares a los observados en las proteinas de
adhesién Cna en S. aureus y Ace en E. faecalis (278-280) (Figura 2).

Dentro de los genes pertenecientes a esta familia de fms, se ha identificado el gen scm

(second collagen adhesin of E. faecium) el cual codifica para una proteina denominada
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Scm que presenta un péptido sefial, una regién denominada A, una regidén repetitiva B
(con trece repeticiones de fragmentos cortos de aa) y un dominio de anclaje a la
membrana (Figura 3). Esta proteina es capaz de unirse eficientemente al colageno tipo V
(CV) de forma dependiente de la concentracidn de sustrato, pero es ineficiente uniendo
Cl y fibrindgeno. Ensayos de expresidon de Scm en la superficie celular indicaron que esta
proteina se produce activamente y se localiza en la superficie de las células de E. faecium
durante su crecimiento in vitro (34).

Por lo tanto, considerando los diferentes tipos de coldgeno presente en el ser humano y
no es extrano encontrar dos proteinas en E. faecium que sean capaces de actuar sobre
distintos coldgenos proporciondndole de esta manera la capacidad de adherirse de
acuerdo a la ubicacion anatémica en que se localice (177). Como el colageno tipo V se
encuentra en la submucosa intestinal es posible que la proteina Scm pueda estar
involucrada en la colonizacidn y la persistencia en el TGI, el cual es el mayor reservorio de
E. faecium comensal y asociado a infecciones en humanos, facilitando de esta manera la

translocacion de este microorganismo al epitelio intestinal (177).
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Figura 3.
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Figura 3. Organizacion de los Fms en E. faecium. A. Diagrama esquematico de las proteinas Fms. En color
verde se indica el péptido sefial, en amarillo se encuentra la region A, en la cual en el Fms 16 y Fms 19 se
encuentra un codon de parada mientras que en el Fms15 el codén de parada se encuentra en la region
repetitiva B; el dominio C-terminal estd representado en color blanco. B Grupo de genes organizados en
estructura de operdn, cada uno se caracteriza por tener una sortasa de tipo C y adicionalmente el operdn
Fms 21 y Fms20 presenta una sortasa A adicional. Figura suministrada generosamente por Jouko Sillanpaa
(177).
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Dentro de estas adhesinas de superficie Fms se han identificado estructuras de tipo pili en
bacterias Gram-positivas (281-283), las cuales son proteinas no flagelares formadas por
multiples componentes que se encuentran adheridas a la pared celular (284). En bacterias
Gram-positivas, estas estructuras se han visto implicadas en la formacién de bio-peliculas
y endocarditis en E. faecalis (223), resistencia a macréfagos (285), adhesion y adherencia
a células endoteliales del cerebro (Streptococcus agalactiae) (285), adhesién a epitelioy a
piel (S. pyogenes) (286). Estos heterodimeros estan compuestos por una subunidad
mayor la cual forma el esqueleto del pili y una subunidad menor localizada al final de la
estructura (287).

El andlisis de la secuencia de nucledtidos de E. faecium mostré que presenta cuatro
grupo de genes putativos que podrian codificar para pili, los cuales cuentan con una
sortasa y probablemente funcionan como un operdn. Estos genes se organizan de la
siguiente manera: i) grupo 1, en el cual se encuentra los genes los ebpAsm, (fms1), ebpBsn
(fms5 o también denominado pilB, (33), ebpCsm (fms9), ii) grupo 2, formado por el fms11,
fms19 y fms16 (estos dos genes presentan una substituciéon en un nucledtido o una
delecion generando un pseudogen), iii) grupo 3, formado por fmsi4 (no presentaba
péptido sefal), fms17 y fms13, iv) grupo 4, fms20 y fms21 los cuales se localizan
separados por dos ORFs, uno de ellos codifica para una proteina putativa sortasa C (srtC4)
y el otro ORFs esta localizado entre srtC4 y fms20 presenta similaridad del 27 % con el gen
ebpB. Adicionalmente, se encuentra un gen de sortasa A (strA) corriente arriba del gen

fms21 (también denominado pilA) (33, 177) (Figura 3).
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El estudio de aislamientos de E. faecium provenientes de muestras humanas y animales
ha indicado que los genes que codifican para MSCRAMM vy los genes que codifican para el
pili (ebpAfm, ebpBsm, ebpCsm, scm, fms13, fmsl5, fmsl7 y fms 21) se encontraron
ampliamente distribuidos en un 82 % a un 94 % de los aislamientos. El resto de genes se
han detectado entre el 26 y el 56 % de los aislamientos, mientras que la proteina Acm se
encuentra en mas del 99 % de los aislamientos (21, 177). Adicionalmente, el andlisis de la
presencia de los 14 genes pertenecientes a la familia de los MSCRAMM, sefiald que por lo
menos el 91 % de los aislamientos de origen clinico portaban todos los genes, mientras
qgue los provenientes de comunidad y de animales un 61 % y 65 % respectivamente,
indicando asi una acumulacion o conservacion de estos genes en los aislamientos
originados de infecciones hospitalarias (34). De la misma manera, andlisis independientes
de la distribucién de cada grupo de genes, mostraron una fuerte correlacién de los aisla-
mientos de origen clinico con los genes scm, fms15, y fms18 y con dos grupos de genes
que codificaban para el cluster ebpABCs, y para el fms11-19-16) (34); sugiriendo
nuevamente la relevancia que pueden tener estos genes para los aislamientos clinicos de

E. faecium.

6.5.2.4 Adhesina de unién al nidégeno (SgrA) y adhesina de unién a colageno (EcbA)

El gen sgrA (serine-glutamate repeat containing protein A) presenta un tamafio de 975 bp
y codifica para una proteina de 355 aa y el gen ecbA (E. faecium collagen binding protein

A), posee un tamaiio de 3,228 bp y codifica para una proteina de 1,076 aa; estas dos
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proteinas presentan un motivo LPXTG y se encuentran en gran proporcién en
aislamientos de E. faecium de origen hospitalario (288). El andlisis in silico de los genes del
E. faecium TX0016 muestra la ausencia de una sortasa tipo C en cercanias de estos dos
genes (sgrA y ecbA) sugiriendo que estas proteinas pueden ser ancladas a la pared celular
por el gen putativo que pertenece a la familia de las sortasas clase A.

La proteina SgrA contiene un péptido sefial, seguido de una regién no repetitiva
denominada A (podria ser el sitio de unién al ligando), la cual no presenta dominios de
tipo inmonoglubulina, lo que sugiere que esta proteina no puede ser clasificada en la
familia de las MSCRAMM. La region B esta formada por ocho dominios repetitivos y en el
C-terminal, un motivo LPETG (leucina, prolina, acido glutdmico, treonina y glicina). Esta
proteina SgrA es capaz de unirse a fibrinégeno de una forma dependiente de la
concentracion pero no a fibronectina, vitronectina o albumina de suero bovino (BSA).
Adicionalmente, se ha detectado que es capaz de unirse a las glicoproteinas designadas
como nidégeno 1 (conocida también como entactina) y nidégeno 2, las cuales estan
estrechamente asociadas con la cadena y de la laminina que generalmente se aisla a
partir de extractos de la membrana basal de la matriz extracelular (289, 290). Ensayos in
vitro que evaluaban la formacién de bio-peliculas indicaron que la cepa salvaje portadora
del gen sgrA media la adherencia de E. faecium a superficies abiéticas de superficies de
poliestireno, mientras que una mutante isogénica de sgrA produce menos bio-peliculas.
Estos resultados indicaron que la proteina SgrA podria jugar un papel doble en un proceso

infeccioso, puesto que puede adherirse a superficies de polimeros con un crecimiento
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posterior en catéteres y adicionalmente se puede unir a proteinas de la matriz
extracelular (288).

Por otro lado, la proteina EcbA contiene un péptido seial, seguido de tres regiones no
repetitivas (A, By C) y en el C-terminal presenta un dominio FPQTG (fenilalanina, prolina,
glutamina, treonina y glicina). Esta proteina pertenece a la familia de las MSCRAMM,
contiene caracteristicas similares a las encontradas en las proteinas de unién a
fibrindgeno en S. aureus (288) y posee 4 dominios putativos similares a CnaB los cuales
adoptan estructuras de inmunoglobulinas (278, 291). Por otro lado, la proteina EcbA se
une al colageno tipo V y a la subunidad y del fibrinégeno de una forma dependiente de la
concentracion y gracias a su actividad de adhesina podria tener un papel en la

patogénesis de infecciones relacionadas a catéteres (288).

6.5.3 Modelos animales para evaluacidon de virulencia en enterococos

El primer modelo animal de infeccién con enterococo fue desarrollado por MacCallum vy
Hastings (38), empleando infeccién intra-peritoneal o por via intra-venosa en ratones y en
conejos, los cuales eran inoculados con altas dosis de bacteria. Este estudio mostrd las
limitaciones que el modelo animal presenta, por las variaciones que se pueden obtener
debido a la susceptibilidad de cada especie animal. La forma mdas comun para estudiar
virulencia en enterococos son los modelos experimentales de peritonitis murina (235,
292), de endocarditis en conejo o en rata (293-295), el modelo murino oro-gastrico (249,

296, 297), endolftalmitis en conejos (298, 299), infeccidon urinaria (300) y los modelos en
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nematodos como C. elegans (301) y en la oruga Galleria mellonella (302). La evaluacion
de la virulencia en enterococo también ha sido complementada con diferentes estudios
in vitro empleando cultivos de enterocitos, macréfagos o células epiteliales con el fin de
investigar la adherencia a los tejidos, invasion, translocacidn y sobrevivencia intracelular

de los enterococos (188, 202).

El modelo de peritonitis, ha demostrado ser Util para comparar la letalidad de las
mutantes isogénicas, sin embargo genera menor informacién relacionada con la
patogénesis de la infeccion o el mecanismo exacto que produce la muerte del animal
(182). EI modelo de endocarditis utiliza la cateterizacién con el fin de ocasionar dafio
valvular y a diferencia del de peritonitis, permite evaluar morfoldgica e histolégicamente
las vegetaciones asi como también, estudiar la bacteriemia generada por el
microorganismo (182). El modelo oro-gastrico es el de elecciéon cuando se desea evaluar
la colonizacidn intestinal, empleando niveles maximos de colonizacién de 10%° UFC/gr en
el ciego cuando la bacteria se administra oralmente seguida por una terapia con
antimicrobianos. Este modelo permite estudiar la translocacién del microorganismo a
través del epitelio intestinal, permitiendo de esta manera la deteccidn de la bacteria en la

sangre, rifién, bazo, higado y nédulos linfaticos (297).

El modelo de endoftalmitis en conejo fue desarrollado para estudiar la infeccién por
enterococos y tiene grandes ventajas sobre otros modelos. Por ejemplo, solo se requiere
de una concentracion muy baja de inéculo bacteriano (10 UFC/ml) para generar infeccion

en el ojo y la monitorizacién de la infeccidon se puede realizar por 3 a 5 dias, utilizando
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técnicas no invasivas usadas en oftalmologia clinica. Este modelo permite eliminar las
dificultades de usar animales inmuno-comprometidos puesto que en tiempo real permite
determinar las condiciones fisiolégicas como inflamacién y pérdida de la funcién de la

retina (298, 299).

El modelo de infeccidén intravenosa ha sido desarrollado para simular las bacteriemias
humanas, sin embargo la mortalidad en este modelo solo ocurre entre 7 y 10 dias
posteriores a la infeccién, pero puede ser util para evaluar cepas que presentan
diferencias muy pequeiias a nivel de virulencia (303). El modelo de infeccién urinaria
presenta una gran ventaja pues permite determinar el tropismo de algunos genes por
componentes el epitelio urinario, asi como también la posibilidad de infectar un solo
animal con la cepa salvaje y la cepa mutante controlando de esta manera posibles
diferencias que se pueden generar cuando se hacen ensayos de infeccidon independiente

por cada cepa (304).

Por otro lado, también se han desarrollado modelos empleando nematodos como C.
elegans, para evaluar virulencia en enterococos; se ha visto que en este animal no
vertebrado E. faecalis y E. faecium pueden persistir en el tracto intestinal, siendo solo E.
faecalis letal para este nematodo (301). Este modelo ha sido util para evaluar el factor de
virulencia potencial ScrB (hidrolasa de sucrosa) y también se han confirmado hallazgos
previos de factores de virulencia como la citolisina y el sistema de regulacién FsrB. Sin
embargo, la sustancia de agregacién, determinante ampliamente descrito por sus

importancia a nivel de E. faecalis no parece ser relevante en el modelo de C. elegans,
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resaltando una vez mas la importancia para determinar el modelo animal adecuado al
microorganismo y al gen que se esta evaluando. Adicionalmente, se ha implementado el
modelo de G. mellonella, el cual presenta ventajas como: i) la temperatura a que se
mantienen las orugas es 37°C, lo cual es adecuada para estudios de patdgenos en
humanos, ii) la infeccion con el inoculo es facilmente administrada por inyeccién en el
cuerpo del animal y iii) la presencia de un sistema inmune celular y humoral mediado por
péptidos antimicrobianos y células fagociticas (hemocitos), que permiten la respuesta por

parte del huésped al microorganismo (305).
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7. OBJETIVOS
7.1 Objetivo general

e Caracterizar el papel del plasmido portador del gen hylgm, en la virulencia de

E. faecium de origen nosocomial.

7.2 Objetivos especificos

e Confirmar que el gen hylgs, se encuentra localizado en plasmidos de gran tamafio.

e Evaluar si el gen hylgy, se co-transfiere junto con los genes de resistencia a

antibidticos.

e Caracterizar el papel del plasmido portador del gen hylgy in vivo utilizando

modelos animales.

e Desarrollar un sistema de mutagénesis para E. faecium empleando el sistema de

de contra-seleccidn sin marcacion PheS*.

e Determinar el papel de hylgm y la regidon donde esta localizado este gen por medio

de la construcciéon de mutantes empleando el sistema PheS*.

e Estudiar la epidemiologia molecular y la presencia de genes de virulencia en los

aislamientos de E. faecium en cuatro paises de la regién Andina.
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8. METODOLOGIA

8.1 Microorganismos de estudio

8.1.1 Cepas bacterianas de laboratorio

Las cepas utilizadas en el estudio se describen en la Tabla 2. Las cepas de E. faecium se
cultivaron en agar Infusion Cerebro Corazén, (BHI) (Beckton-Dickinson). Las cepas
derivadas de E. faecium TX1330RF se sembraron en agar BHI suplementado con
rifampicina (RIF) 100 pg/ml y acido fusidico (FUS) 25 pg/ml, al igual que las cepas

derivadas de E. faecium D344SRF.

Las cepas de Escherichia coli utilizadas para clonaciones fueron: DH5a y TG1, las cuales se
sembraron en agar Luria Bertani (LB). Las cepas E. coli TG1 portadoras de plasmidos
derivativos de pAT392 se cultivaron en agar LB con gentamicina 25 pug/ml, asi como
también cepas de E. coli EC1000 que presentaban plasmidos derivativos de pCIK47Gen

(seccidn construccion de mutantes) (Tabla 3).
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Tabla 2. Cepas utilizadas en este trabajo

Nombre Denominacion de las Caracteristicas relevantes Referencias
de la cepas cepas utilizadas en
este trabajo

E. faecium

TX0016 A Aislamiento clinico. Presenta el (250)

(DO) plasmido portador del gen hylgm. (265)
Proveniente de USA. ERY®, STR"; ST-
16

TX2160 TX0016/A- regidn Mutante de 6 genes de la regién Este trabajo

hylgsm hylesm enla cepa TX0016

TX1330 TX1330 Aislamiento de origen fecal (265)
proveniente de un voluntario sano

TX1330RF  TX1330RF Cepa derivada de TX1330. FUSY, Este trabajo
RIF®

TX2158 TX1330RF A-1 Cepa transconjugante, la cual Este trabajo
presenta el plasmido  hylgm
transferido por conjugacién in vitro
utilizando como donador el TX0016
y como receptor el TX1330RF.

TX2161 TX1330RF A-1/A- Cepa transconjugante obtenida por Este trabajo

region hylgsm conjugacién in vitro a partir del

donante TX0016/A-region hylgm y el
receptor TX1330RF

ERV99 B Aislamiento clinico. Presenta el Este trabajo.

plasmido portador del gen hylgm
Proveniente de Colombia. VANF,
STR®, GEN®. ST-18
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TX6068

TX6069

C68

D344SRF

TC6

CV518

TX1330RF B-1

TX1330RF B-2

D344SRF

D344SRF C-6

D344SRF C-6/Ahylgsm

TX1330RF/pAT392

TX1330RF/pAT392::
hy/Efm

Cepa transconjugante. Proviene de
la conjugacion in vitro entre B
(donador) y TX1330RF (receptor).
Presenta un plasmido portador
para el gen hylg, VAN®, ERY", GEN',
STR".

Cepa transconjugante. Proviene de
la conjugacion in vitro entre B
(donador) y TX1330RF (receptor).
Presenta un plasmido portador
para el gen hylgsm VAN®, GEN®.

Aislamiento clinico. Presenta un
plasmido portador del gen hylgsm.
Proveniente de USA. VANF; ST-16

Cepa de laboratorio con perdida
espontanea del gen pbp5. FUS®, RIF®

Cepa transconjugante proveniente
de la conjugacién in vitro entre el
donador C68 vy el receptor
D344SRF. Presenta un plasmido
portador para el gen hylgm,

Cepa mutante derivada del
D344SRF-C6, la cual presenta una
delecion de 296 bp en el gen hylgm
y un reemplazo alélico con el gen
cat.

Cepa derivada de TX1330RF con
presencia del pldsmido pAT392.
Obtenida por electrotransforma-
cion

Cepa derivada de TX1330RF con
presencia del plasmido pAT392::
hylgsm. Obtenida por electrotrans-
formacion.

Este trabajo

Este trabajo

(23)

(23)

(23)

Este trabajo

Este trabajo
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E. faecalis

ATCC29212

CK111

TX1330RF/pAT392::
hip

TX1330RF/pAT392::
hylEfm'hip

TX1330RF A1-A regién
hylefm- / PAT392

TX1330RF-A1-A regidn
hylEfm-/ pAT392::hylEfm

TX1330RF-A1-A region
hylegm /PAT392::hylefm-
hip

Cepa derivada de TX1330RF con
presencia del plasmido pAT392:
hip. Obtenida por electrotrans-
formacion.

Cepa derivada de TX1330RF con
presencia del plasmido pAT392::.
hylgsm-hip. Obtenida por electro-
transformacion.

Cepa derivada de TX1330RF-Al-
Ahylgmm- con presencia del plasmido
pAT392. Obtenida por electro-
transformacion.

Cepa derivada de TX1330RF-Al-
Ahylgmm- regidon con presencia del
plasmido pAT392::hyley. Obtenida
por electrotransformacion.

Cepa derivada de TX1330RF-Al-
Ahylggm- regidon con presencia del
plasmidopAT392::hylem-hip.
Obtenida por electrotransforma-
cion.

Cepa control para determinacion
de la susceptibilidad microbiana.

Cepa OG1 Sp upp4::P23repA4.
Donador para ensayos de
conjugacién. SPE*

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

ATCC

(306)
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E. coli

DH5a

TG1

EC1000

TX5502

TX5503

TX11007

TX11006

TX11005

pTEX5501-TS-Mob+; CHL®, GEN*
Cepa huésped para clonaciones
F'traD36-lacl’(lacz)M15
proA”B’/supe-(hsdM-mcrB)5
(rem*McrB) thi (lac-proAB)

Cepa huésped para clonacion,
presenta repA en trans.

EC1000/pCIK47; ERY"
EC1000/pCIK47Gen; GEN"
EC1000/pCIK47GenChl; GEN®,
EC1000/ pCJK47GenChl::A-B.
TG1/pAT392::hylefy,. SPER,GEN®
TG1/pAT392::hip. SPE",GEN®
TG1/pAT392::hylesm-hip. SPET,GEN®

TG1/pAT392. SPER GEN®

(275)

(307)

(308)

(306)

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

CHL" resistencia a cloranfenicol, ERY", resistencia a eritromicina, FUS" resistencia a acido fusidico, GEN

R

resistencia a gentamicina, RIF® resistencia a rifampicina, SPE", resistencia a espectinomicina, STR® resistencia
a estreptomicina VAN resistencia a vancomicina, ST tipo de secuencia.
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Tabla 3. Plasmidos utilizados en este trabajo

Plasmidos Nombre utilizado en
este trabajo

Caracteristicas relevantes

Referencias

pCIKA47 pCIK47

pTEX5502  pCJK47Gen

pTEX5503  pCJK47Gen/Chl

pCJK47Gen/Chl::A-B

pAT392 pAT392

pTEX11007 pAT392::hylgsm

pTEX11006 pAT392::hip

PTEX11005 pAT392::hylgm-hip

Pldsmido conjugativo utilizado para
mutagénesis; oriTpCF10 y pheS*;
pOR1280. ERY".

Plasmido derivado de pCJK47.
Reemplazo del gen ermC por aph-2°.
GEN*

Plasmido derivado de pCJK47Gen, el
cual presenta el gen cat y dos MCS.
GENF.

Plasmido donador para construccién
de la delecién de la region hylgm.
Presenta las regiones corriente arriba,
(977bp) sitios de restriccion BamHI y
Xhol respectivamente. Corriente aba-
jo, (999bp) con sitios de restriccidn
Apal y EcoRl respectivamente. GEN*
OriRpamp1,  OriRpuc  oriTRK2,  spc,
lacZaP2 aac(6’)-aph (2”’) . GENF, SPE"
Plasmido derivado de pAT392. El gen
hylgmm se clond (sitios de restriccion
Sacl y Smal) bajo el control del
promotor P2. GEN" SPE*

Pldasmido derivado de pAT392. El gen
hip se cloné (sitios de restriccién Sacl
y Smal) bajo el control del promotor
P2. GEN®, SPE®

Plasmido derivado de pAT392. Llos
genes hylgm-hip se clonaron (sitios de
restriccion Sacl y smal) bajo el control
del promotor P2. GEN®,SPE"

(306)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(126)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

ERY?, resistencia a eritromicina,
espectinomicina,

GEN", resistencia a gentamicina, SPE\,
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8.1.2 Aislamientos nosocomiales de E. faecium obtenidos a partir de un estudio clinico

de vigilancia en la regién Andina

A partir de un estudio prospectivo realizado en la regién Andina se analizaron 111
aislamientos clinicos de E. faecium desde febrero 2006 a febrero 2008 a partir de un
programa de vigilancia epidemiolégica en la regidon Andina, en el cual participaron un
total de 32 hospitales, pertenecientes a Colombia (n=22), Ecuador (n=5), Peru (n=3) y
Venezuela (n=2). Dentro de los criterios de inclusién se seleccionaron enterococos
invasivas provenientes de sangre, herida quirldrgica, orina, liquido peritoneal, absceso
abdominal, aspirado articular, osteomielitis, aspirado bronco-alveolar, liquido pleural,
coleccién pericardica, absceso cerebral y liquido céfaloraquideo y los cuales
correspondian a una muestra Unica del paciente. Se excluyeron del estudio organismos
duplicados del mismo paciente asi como también aquellos que provenian de esputo,
catéteres y de piel. Todos los aislamientos fueron identificados en cada hospital utilizando
metodologias automatizadas como Vitek (Biomerieux) y Microscan, ademas de métodos
manuales. Posteriormente, las cepas incluidas en el estudio se enviaron al laboratorio de
referencia Unidad de Genética y Resistencia Bacteriana (UGRA) de la Universidad El
Bosque, en Bogota utilizando para ello el medio de transporte AMIES (BBL, Franklin Lakes,
NJ, USA). Finalmente, los microorganismos se recuperaron por cultivo en agar BHI a 37°C
durante 24 horas vy se realizé la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) multiplex para
la confirmacién de la especie de los enterococos. Para ello, se utilizd la deteccidn del gen

de D-Ala-D-Ala ligasa siguiendo un protocolo previamente descrito (309, 310)
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8.2 Técnicas de manipulacion de DNA

8.2.1 Extraccion de DNA

La extraccién del DNA de los enterococos se realizd utilizando el protocolo comercial
DNeasy Blood & Tissue Kit, (Qiagen Inc, Valencia, CA). Este método permite la
degradacidon de la pared bacteriana por medio de una soluciéon de lisis, el DNA es
precipitado y posteriormente es unido selectivamente a una membrana. Finalmente, los
componentes celulares son removidos por medio de procesos de centrifugacién y el DNA

es eluido en agua.

Una colonia bacteriana se inoculé en 5 ml de caldo BHI a 37 °C toda la noche, al dia
siguiente se centrifugd por 10 minutos a 5.000 rpm, el precipitado celular obtenido se
resuspendié en 1 ml de solucién de lisis (tris pH 8.0 20 mM, EDTA 2 mM, tritén X-100 1.2
%, lisozima 20 mg/ml, mutanolisina 5 U/ul), se incubé a 37°C por 30 minutos vy
posteriormente se siguieron las condiciones descritas en el protocolo comercial DNeasy
Blood & Tissue. Finalmente, el DNA se eluyé en 100 ul de agua y la cuantificacidon se
realizd utilizando un espectofotdmetro a una densidad oéptica (OD) de 260 nm.

Adicionalmente, el DNA obtenido se corrié en un gel de agarosa al 0.8 %.

8.2.2 Construcciones de mutantes en la region hylg,

8.2.2.1 Construccion de una mutante del gen hylg, utilizando el sistema de reemplazo

alélico con el vector sensible a la temperatura pTEX5501-TS-Mob+
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Con el fin de determinar si el gen hylgm, estaba implicado en la patogénesis de E. faecium,
se construyd una mutante utilizando el vector sensible a la temperatura denominado
PTEX5501-TS-Mob+, el cual se replica en E. coli a 37°C (temperatura permisiva) y es
suicida en enterococos a temperatura no permisiva, 42°C (275). En este vector se clonan
fragmentos adyacentes corriente arriba y corriente abajo del gen a delecionar y
posteriormente se realiza un reemplazo alélico del gen utilizando la estrategia de
integracion-segregacién de dos pasos. El plasmido, se integra en el cromosoma por
recombinacién homodloga de tipo Cambell bajo presion selectiva por medio de
antibidticos. Posteriormente, las recombinantes mero-diploides se cultivan en caldo BHI
por pases sucesivos en ausencia de antibidtico por 7 dias a 42°C para estimular un
segundo evento de recombinacién entre los segmentos duplicados, generando asi un
alelo mutado o reconstitucidn del alelo original dependiendo del sitio de recombinacidn
(275).

En la Figura 4 se observa el esquema de obtencion de la mutante (obtenida por el grupo
del Dr LB Rice), para lo cual un fragmento de la region hylg, de 2,370 bp (incluyendo el
gen hylgm completo) se amplificé por PCR (utilizando como templado el DNA del E.
faecium C68) y se clond en el vector TA-topo (Invitrogen, CA) (Figura 4). Posteriormente,
este plasmido fue digerido con la enzima Xmnl la cual removié 296 bp del gen hylgm, y en
esta region se inserté un fragmento que contenia el gen de cloranfenicol acetil
transferasa (cat), (incluyendo promotor y terminador) el cual fue obtenido por

amplificacién por PCR empleando como templado el vector pWM401 (311). El fragmento
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obtenido fue liberado del vector TA-topo y clonado en el vector pTEX5001-TS-Mob+ (275)
al cual previamente se le habia removido el gen cat, obteniéndose asi un plasmido
portador de regiones corriente arriba y corriente abajo del gen hylg y con presencia del
gen cat (Figura 4). Este vector se introdujo por conjugacién al E. faecium D344SRF C-6
(Tabla 2) obteniéndose una mutante por reemplazo alélico con el gen cat denominada
D344SRF C-6/Ahylgsy,, esta cepa fue caracterizada (en nuestro laboratorio y los resultados
se muestran en este trabajo) por secuenciacién, PFGE e hibridizaciéon con sondas dirigidas

al gen hylgmy al gen cat.

8.2.2.2 Construccion de una mutante de 6 genes en la region hylg,, utilizando el sistema
PheS*

8.2.2.2.1 Construccion de vectores derivativos de pCJK47 para delecidon de genes en E.
faecium

Con el objetivo de construir una mutante en la region hylgm-se utilizé el sistema de
intercambio genético denominado PheS* desarrollado previamente para E. faecalis el
cual permite crear deleciones de un gen o de varios genes utilizando el vector pCJK47
(306). Esta metodologia presenta varias caracteristicas importantes: j) posee una alta
eficiencia de introduccion del DNA debido a que utiliza el sistema de conjugacidn, ii)
utiliza el sistema de intercambio genético sin marcacidn el cual se basa en la seleccion
positiva por medio del gen ermC (que confiere resistencia a eritromicina) y la seleccidn
negativa por la inhibicion del crecimiento de las bacterias que poseen el marcador de

contra-seleccién, el gen pheS*. Este gen codifica para una RNA; sintetasa la cual presenta
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una mutacién (A312G) que le permite a la RNAt sintetasa incorporar el para-cloro-fenil
alanina (p-cl-Phe) (compuesto que es un andlogo de la fenil alanina) a la cadena
polipeptidica naciente, interfiriendo de esta manera con la elongacién del péptido y por
lo tanto con la sintesis de proteinas vy iii) este sistema posee el gen lacZ que codifica para
una B-galactosidasa lo cual permite la seleccidon de las colonias azules en E. faecalis las

cuales son portadoras del plasmido PheS* recombinante (Figura 5).
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Figura 4.
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Figura 4. Construccion del vector portador de las regiones homdlogas del gen hylg,, para la creaciéon de una mutante por reemplazo alélico utilizando
el vector pTEX5501-TS-Mob+. 1. Una regién de 2.3 kb (en la cual se encontraba el gen hylg,) se amplificé por PCR; 2. En el vector pCR2.1 se clond la
region de 2.3 Kb; 3. El plasmido recombinante pCR2.1::2.3kb fue digerido con la enzima Xmnl (la cual removia 296bp del gen hylg,) y posteriormente el
gen cat (proveniente del plasmido pWM401) se clond en esta region; 4. El fragmento obtenido fue digerido con la enzima Nsil y se clond en el vector
pTEX5501-TS—Mob+; 5. El plasmido resultante pTEX5501-TS-Mob+::hyls,-cat se utilizé para la produccién de una mutante del gen hylcs, Nomenclatura:
lacZ:B—galactosidasa; P,,.: promotor del gen lacZ; pUC: origen de replicacion del pUC; ampR: resistencia a ampicilina; kan®: resistencia a kanamicina;
tet: gen de resistencia a tetraciclina; cat: gen de resistencia a cloranfenicol; rep: regidn de replicacion; cop: regién de control de nimero de copias; aph-
2”’-ID:gen de resistencia a gentamicina; Mob+, movilizacion; replicén TS-Gram+: replicon de Gram—positivos sensible a la temperatura; Col oriT: origen
de replicacion de E. coli; oriT: origen de transferencia proveniente de Tn916.
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Para la construccion de mutantes con este sistema se clonan regiones corriente arriba y
corriente abajo del gen o genes a delecionar en pCJK47 y se utiliza la cepa E. coli EC1000
portadora del gen repA en el cromosoma para la replicacién del pldasmido recombinante
PheS* (plasmidos derivativos de pCJK47). Posteriormente, este vector es transferido por
electrotransformacion a la cepa E. faecalis CK111 (portadora adicionalmente del plasmido
pCF10) que actia como donadora y permite la transferencia por conjugacion del plasmido
recombinante PheS* a la bacteria en la cual se desea realizar la mutacién. El plasmido, es
integrado en el cromosoma via recombinacidn homéloga utilizando presién selectiva con
antibidticos. Posteriormente, las recombinantes merodiploides obtenidas se cultivan en
un medio suplementado con p-cloro-fenil alanina, (p-cl-phe) y de esta manera se estimula
la produccién de un segundo evento de recombinacion entre los segmentos duplicados
(en ausencia del antibidtico), generando un alelo mutado o reconstitucién del alelo
original dependiendo del sitio de recombinacién. La pérdida del plasmido se evalda por la

sensibilidad al antibiético correspondiente (presente en pCJK47) (Figura 5).
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Figura 5.
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Figura 5. Sistema de construccion de mutantes utilizando el sistema de seleccion sin marcacion PheS*
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Para la implementacion del sistema PheS* en E. faecium fue necesario la creacién de un
pldsmido derivativo del pCIK47 (posee el gen ermC que confiere resistencia a
eritromicina), debido a que la mayoria de E. faecium son resistentes a este antibidtico y
por lo tanto un vector portador del gen ermC no era util para realizar mutagénesis en E.
faecium. Por ello, se removié el gen ermC y se reemplazé por el gen aph (2”)-ID
(incluyendo el promotor y las regiones terminadoras) que confiere resistencia a
gentamicina, el cual fue obtenido por amplificacion por PCR usando como templado el
pldsmido pTEX5501-TS-Mob+ (nimero de acceso DQ208937) y los iniciadores A y B
(Anexo A). El fragmento amplificado (1,089 bp) fue digerido con las enzimas de
restriccion Nsil y Bglll utilizando una concentracion 1 X del buffer D (tris HCI 6 mM, MgCl 6
mM, NaCl 150 mM, DTT 1 mM) (Promega Corporation, Madison, Wis), albumina de suero
bovino (BSA) y agua desionizada estéril por 6 horas a 37°C. Una vez digerido el inserto se
ligd al vector pCKJ47 (previamente tratado con las mismas enzimas las cuales removian el
gen erm(C) utilizando la enzima T4 ligasa (Promega, Corporation) por incubaciéon a 16°C
toda la noche siguiendo los protocolos de clonacién y ligacién de Sambrook y
colaboradores (307).

El producto de la ligacion se transformé en E. coli EC1000 utilizando la metodologia de
choque térmico (307) y se sembro en agar LB suplementado con gentamicina 25 pg/mly
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido (X-gal 200 pg/ml). Las bacterias se
incubaron a 37°C por 24 horas y las colonias recombinantes de color azul obtenidas

fueron evaluadas por PCR para la deteccion del gen aph (2”’)-ID utilizando los iniciadores
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A y B (Anexo A). Se selecciond una cepa positiva por PCR para este gen y se aisld el
pldsmido correspondiente utilizando el protocolo comercial Wizard Plus SV minipreps
DNA purification system (Promega Corporation, Madison, Wis). El nuevo plasmido
recombinante pCJK47Gen fue confirmado por restriccion enzimatica utilizando las
enzimas Nsil y Bglll (para liberacidn del fragmento clonado) y ademas por secuenciacién.
El nuevo vector pCIK47Gen (6,931 bp), confiere resistencia a gentamicina y mantiene las
caracteristicas del sistema PheS* de contra-seleccién (Figura 6).

Posteriormente, con el objetivo de construir una mutante que pudiera ser diferenciada
facilmente de la cepa salvaje, se desarrollé un plasmido derivativo de pCJK47Gen que
presenta el gen cat (cloranfenicol acetil transferasa) el cual permite hacer interrupcion
por reemplazo alélico. Para su construccion se realizé una digestion de un fragmento de
992 bp (portador del gel cat), proveniente del plasmido pTEX5501-TS-Mob+ utilizando las
enzimas BamHI y Pstl (Promega) el cual posteriormente fue clonado en el pldasmido
pCJK47Gen (Figura 7). La digestion se realizé con la enzima BamHI empleando el buffer E
(tris HCl 6 mM, MgCl 6 mM, NaCl 100 mM, DTT 1 mM) y con la enzima Pstl con el buffer H
(tris HCI 90 mM, MgCl 10 mM, NaCl 50 mM) por 6 horas a 37°C. La purificacion del
pldsmido y el fragmento se realizd6 por medio de la metodologia de extraccién en gel
(Qiagen); la ligacién con T4 ligasa y transformacién en E. coli EC1000 se realizé empleando
las mismas condiciones previamente descritas para la construccion del vector pCIK47Gen.
Las bacterias recombinantes se cultivaron en agar LB suplementado con gentamicina 25

ug/ml-X-gal 200 pg/ml y las colonias obtenidas se confirmaron por PCR detectando la
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presencia del gen cat con los iniciadores catF—catR (Anexo A). Las colonias positivas por
PCR fueron confirmadas por medio del aislamiento del plasmido recombinante, digestion
enzimdtica y por secuenciacion en las dos cadenas de DNA. El nuevo vector se denominé
pCJK47Gen/Chl (7,906 bp presenta dos sitios de clonaje (MCS) multiple y el gen cat se
localiza entre el MCSl y el MCSII.

Estos MCS permiten la clonacidn de fragmentos corriente arriba y corriente abajo del gen
o de los genes a delecionar y la presencia del gen cat permite reconocer facilmente el
reemplazo alélico por PCR. Adicionalmente, este vector también mantiene las

caracteristicas del sistema PheS* de contra-seleccién (Figura 5).
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Figura 6.
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Figura 6. Construccion del vector pCIK47Gen. 1. El gen ermC del vector pCJK47 se removid utilizando las enzimas de restricciéon Nsil y Bglll; 2. El gen
aph2”’-ID se amplificé por PCR usando como templado el pTEX5501-TS-Mob+ se digirié con las enzimas Nsil y Bgl Il y posteriormente se ligd en el vector
pCIK47AermC; 3. El vector obtenido mantiene las caracteristicas de contra seleccidon pCIK47 pero posee resistencia a gentamicina.

Nomenclatura: lacZ: B-galactosidasa; pheS*: fenilalanina RNAt sintetasa (mutacién G181D); ermC: gen de resistencia a eritromicina; aph2”-ID: gen de
resistencia a gentamicina; cat: gen de resistencia a cloranfenicol; oriT: origen de transferencia proveniente de pCF10; Replicon TS-Gram positivos:

replicén de Gram-positivos sensible a la temperatura; ColE oriR: origen de replicacién de E. coli.
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8.2.2.2.2 Construccion del vector portador de regiones homdlogas para la obtencion de
la mutante de 6 genes de la region hylgsm.

Con el fin de construir una mutante por reemplazo alélico con delecién los genes
asociados al metabolismo en la regidn hylg, (Figura 1), se utilizd el plasmido
pCJK47Gen/Chl previamente obtenido. Un fragmento denominado A ubicado corriente
arriba de hylgm, se clond en el MCS [; para ello, un producto de 977 bp se amplificé por
PCR (utilizando como templado el DNA del E. faecium TX0016 y los iniciadores C-D (Anexo
A) y se digirid utilizando las enzimas BamHI y Xhol. La presencia del inserto en el vector
se confirmd por PCR, restriccién enzimatica y secuenciacién en las dos cadenas de DNA;
este nuevo plasmido recombinante se denominé pCIK47Gen/Chl::A.

Posteriormente, un fragmento denominado B corriente abajo de hylgs, se cloné en el MCS
II; para ello, se amplificd un producto de PCR de 999 bp empleando como templado el E.
faecium TX0016 y los iniciadores E-F (Anexo A). El producto obtenido se cloné en el MCS
Il del vector pCJK47Gen/Chl::A usando las enzimas de restriccion Apal y EcoRl. La
presencia del inserto B en el plasmido pCIK47Gen/Chl::A fue evaluada por PCR,
restriccidon enzimatica y secuenciacién del fragmento clonado en las dos cadenas de DNA.
El plasmido obtenido se denomindé vector portador de regiones homdlogas

pCJK47Gen/Chl::A-B (Figura 8).
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Figura 7.Construccién del vector pCJK47Gen/Chl. 1. Un fragmento de 922bp (proveniente del pTEX5501-TS-Mob+ el cual contenia el gen cat) fue

digerido utilizando las enzimas BamHI-Pstl y ligado en el pCIK47Gen. 2. El plasmido obtenido mantiene las caracteristicas del pCIK47Gen y permite la
identificacion de mutantes por presencia del gen cat.

Nomenclatura: ColE oriR: origen de replicacidn de E. coli; oriT: origen de transferencia proveniente de pCF10; replicén TS-Gram-positivo: replicon de

Gram-positivo sensible a la temperatura; lacZ: B-galactosidasa; pheS*: fenilalanina RNAt sintetasa (mutaciéon G181D); ermC: gen de resistencia a
eritromicina; aph-2”’-ID: gen de resistencia a gentamicina; cat: gen de resistencia a cloranfenicol.
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8.2.2.2.3 Transferencia del vector portador de regiones homadlogas (pCJK47Gen/Chl::AB)
de E. faecium

El plasmido pCIK47Gen/Chl::AB fue transferido por electrotransformacién a la cepa
E. faecalis CK111 siguiendo el protocolo descrito por Bae y colaboradores (312). Se
realizd conjugacion in vitro utilizando como receptor E. faecium cepa A (TX0016). Las
células competentes de E. faecalis CK111 se prepararon inoculando una colonia en 10 ml
de caldo BHI con espectinomicina (SPE) (1.000 pg/ml) a 37°C con agitacién moderada
toda la noche. Al dia siguiente 1 ml de este cultivo se inoculé en 50 ml de caldo BHI y las
bacterias se cultivaron hasta alcanzar una OD de 0.8. Posteriormente, las células se
centrifugaron a 10.000 rpm a 4°C por 10 min y se resuspendieron en un buffer con
lisozyma (tris-HCl 10 mM pH 8.0, EDTA 10 mM pH 8.0, NaCl 50 mM con lisozyma 25
ug/ml) incubandolas a 37°C por 30 minutos. Las células se lavaron 3 veces en buffer de
electrotransformacion (sucrosa 0.5 M y glicerol al 10 %) se resuspendieron en 500 pul del
buffer con lisozyma y se congelaron a -80°C. La electrotransformacién se realizd
utilizando el electroporador Bio-Rad gene pulser, utilizando los siguientes parametros: 50
ul de las células competentes, 500 ng del pCIK47Gen/Chl::AB, 1.25 K, 200 Q, 25 uF, en

una cubeta de 0.1 cm.
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Figura 8.
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Figura 8. Construccion del vector portador de regiones homélogas para la creacion de una mutante de 6 genes en la region hylg,. 1. Una region A de
977bp se clond utilizando las enzimas BamHI y Xhol en el MCSI del pCIK47Gen/Chl; 2. Una region B de 999bp se clond en el plasmido pCIK47Gen/Chl::A
utilizando las enzimas Apal y EcoRI 3. Se obtuvo el vector recombinante pCJK47Gen/Chl::AB el cual se utilizé para crear la delecién de 6 genes en la
region hyl g, de E. faecium. Nomenclatura: lacZ: B-galactosidasa; pheS*: fenilalanina RNAt sintetasa (mutacién G181D); ermC: gen de resistencia a
eritromicina; aph2”-ID: gen de resistencia a gentamicina; cat: resistencia a cloranfenicol; oriT: origen de transferencia proveniente de pCF10; MCS: sitio

multiple de clonaje.
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Posteriormente, las células transformadas se incubaron en caldo BHI con agitacion
moderada a 37°C por 2 horas y se sembraron en agar BHI suplementado con gentamicina
125 pg/ml y X-gal 200 pg/ml por 24 horas. Finalmente, las colonias azules obtenidas
fueron evaluadas por PCR para confirmar la incorporacion del plasmido a E. faecalis
CK111.

Con el fin de generar el primer evento de recombinacidon entre el pCIK47Gen/Chl::AB y la
region hylgm, presente en E. faecium TX0016 (Figura 9), se realizo la transferencia de este
pldsmido desde el donante E. faecalis CK111 al receptor E. faecium TX0016, empleando la
metodologia de conjugacién in vitro (313). El donador se incubd en caldo BHI
suplementado con gentamicina 125 pug/ml y el receptor en caldo BHI sin antibiético.
Posteriormente, se realizaron cultivos frescos con caldo BHI de cada una de las cepas por
separado sin antibiético hasta alcanzar una OD de 0.8 y a partir de estos cultivos se
realizd una mezcla con caldo BHI en una relaciéon donante : receptor 1:10.

El donante (E. faecalis CK111), el receptor (E. faecium TX0016) y el cultivo mixto
(donante-receptor) se inocularon por separado en caldo BHI conservando la misma
proporcién en la mezcla mencionada previamente (1:10). La bacterias en solucién se
transfirieron a una jeringa de 5 ml adaptada a un dispositivo que contenia una membrana
estéril de 0.45 um (Millipore, Bedford, Mass). Las membranas se transfirieron a un agar
BHI (el cual se incubd a 37°C durante 24 horas para permitir el crecimiento de la
bacterias) y luego se resuspendieron en 1 ml de solucidn salina (0.9 %) usando vortex. La

soluciéon de bacterias se sembrd por dispersion en agar BHI suplementado con
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eritromicina 200 pg/ml-gentamicina 170 pg/ml) y se incubd a 37°C hasta por 48 horas. A
las colonias transconjugantes obtenidas (recombinantes merodiploides) se les realizé PCR
con diferentes pares de iniciadores (M-N y O-P) (Anexo A), permitiendo confirmar que el
pldsmido se habia integrado en una de las regiones homdlogas que se encontraban en E.
faecium TX0016 generando el primer evento de recombinacion. Por otra parte, las
soluciones bacterianas del donante y del receptor (sembradas por separado) se cultivaron
en los respectivos agares y se realizd recuento de colonias; la eficiencia de la conjugacién
fue evaluada calculando el numero de transconjugantes por donante empleando la
formula:

UFC/ml de la cepa donadora

Eficiencia de la conjugacién=
UFC/ml de las cepas transconjugantes

8.2.2.2.4. Produccién de doble evento de recombinacion

Una vez obtenidas las recombinantes merodiploides, estas se sembraron en un medio
selectivo sin antibidtico MM9YEG (medio M9 10X, extracto de levadura 0.25 %, glucosa
0.5 %, X-gal 200 pg/ml) suplementado con p-cloro-fenilalanina con el fin de estimular el
segundo evento de recombinacién; las colonias que crecen han perdido el plasmido
generando de esta manera dos posibles tipos: cepas que han reconstituido el genotipo o
las cepas que han producido la delecién esperada (Figura 9) (306).

Para este ultimo paso, se tomd una colonia proveniente del primer evento de

recombinacién, se resuspendié en 50 pl de solucidn salina (0.9 %) y se sembrd en el

113



medio de cultivo MM9YEG por agotamiento. Este cultivo se incubé a 37°C hasta por 48
horas, las colonias obtenidas se sembraron nuevamente en agar BHI y BHI suplementado
con gentamicina 125 pg/ml. Las colonias que crecieron en BHI pero no en BHI con
gentamicina 125 pg/ml se evaluaron por PCR, electroforesis de campo pulsado (PFGE),
hibridizacién (con sondas para los genes cat y hylem) y adicionalmente la regién mutada
fue secuenciada para confirmar la delecidn de los genes correspondientes.

8.2.3. Construcciones de plasmidos para ensayos de complementacién

Con el fin de evaluar si los efectos in vivo eran debido a las mutaciones y no a otros
efectos se desarrollo un sistema de complementacién utilizando un vector de expresion
denominado pAT392 (126). Este plasmido es un derivado del pAT79, que se caracteriza
por presentar un origen de replicacion para Gram-negativos, proveniente del pUC19 y un
origen de replicacidon para Gram-positivos, proveniente del plasmido de enterococos
pAMPB1. Adicionalmente, el pAT392 contiene un gen de resistencia a espectinomicina
(spc), un gen de resistencia a gentamicina (aac-6"-aph2”), un MCS vy un promotor de
enterococos de expresion constitutivo, P2 (proviene del gen aphA-3 del pldsmido de
enterococos pJH1 y se encuentra localizado corriente arriba del MCS). El gen de interés se
clona en el MCS que se encuentra corriente arriba del gen aac-6’-aph2” por lo tanto, el
promotor P2 controla la expresion de los dos genes y de esta manera cuando se expresa
el gen de resistencia a gentamicina (aac-6"-aph2”’) también lo hace el gen de interés que
ha sido clonado en el MCS (126) (Figura 10). Para ello, se realizaron tres construcciones

independientes en las cuales clonaron el gen hylgy, el gen hipotético (hip) y ambos genes
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en el pAT392 utilizando las enzimas Sacl y Smal; en las tres clonaciones se empled el DNA
del E. faecium TX0016 como templado, los iniciadores G-H (hylgsm), I-) (hip), G-J (hylesm-hip)
(Anexo A) y los insertos clonados fueron confirmados por PCR, digestiéon enzimatica y
secuenciacion (Figura 10). Los plasmidos derivados de pAT392 fueron transferidos por
electrotransformacion a cepas de E. faecium. Para ello se prepararon células competentes
inoculando una colonia en 10 ml de caldo BHI e incubando toda la noche a 37°C. Al dia
siguiente se adiciond 2 ml de esta suspension bacteriana a 40 ml de caldo BHI
suplementado (2 g de glicina y sucrosa 1 M) y se cultivé a 37°C con agitacién moderada
por 24 horas. Posteriormente, las bacterias se centrifugaron a 10.000 rpm a 4°C por 10
minutos y se resuspendieron 3 veces en buffer PSM (fosfato de potasio 7 mM pH 7.4,
sucrosa 300 mM vy cloruro de magnesio 1 mM). Finalmente, las células se disolvieron en
un ml de buffer PSM con 200 ul de glicerol al 85 % y se congelaron a -80°C (314). Se
emplearon las mismas condiciones de electrotransformacion descritas previamente. La
presencia del vector en las cepas de E. faecium se confirmé por PCR y por PFGE utilizando
digestion con la enzima Smal, la cual presenta un solo sitio de corte en los plasmidos

derivados de pAT392.

8.2.3.1 Evaluacion de la estabilidad de los derivados de pAT392 in vitro- e in vivo
La estabilidad de los plasmidos derivativos de pAT392 se evalud cultivando las células en
caldo BHI toda la noche a 37°C con agitacion moderada. Al dia siguiente se realizaron

diluciones que fueron sembradas en agar BHI. Se recuperaron 100 colonias de cada una
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Figura 9.
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Figura 9. Metodologia de seleccién sin marcacion empleando en sistema PheS*para la delecion en la regién hyl, Paso 1. El plasmido portador de las
regiones homdlogas es introducido a la bacteria blanco por conjugacion y las recombinantes portadoras del plasmido integrado son seleccionadas por
crecimiento en gentamicina (solo se muestra el evento en la recombinacidn corriente arriba); Paso 2. Una colonia proveniente del primer evento de
recombinacidn se cultiva en un medio selectivo con p-cl-phe para estimular el segundo evento de recombinacidn; Paso 3.Se produce una integracion de
regién homologa produccion la delecidn esperada y la pérdida del plasmido PheS* o se presenta una reconstitucién del genotipo salvaje. Nomenclatura:
lacZ: B-galactosidasa; pheS*:fenilalanina RNAt sintetasa (mutacién G181D); ermC: gen de resistencia a eritromicina; aph2”-ID: gen de resistencia a

gentamicina; cat: gen de resistencia a cloranfenicol; p-cl-phe: p-cloro-fenilalanina.
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de las cepas, se sembraron simultdneamente en agar BHI y BHI suplementado con
gentamicina 125 pg/ml, se incubaron a 37°C por 24 horas y se calculd el porcentaje de
pérdida del plasmido por comparaciéon entre el nimero de colonias resistentes o
susceptibles a gentamicina. Adicionalmente, se determind el porcentaje de pérdida de los
plasmidos derivativos de pAT392 in vivo. Para ello se recuperaron colonias provenientes
del bazo de ratones que habian sido infectados via intra-peritoneal con las diferentes
cepas derivativas de pAT392 (ver seccién 8.4.1). El bazo de los animales muertos fue
removido, macerado en solucién salina, se realizaron diluciones seriadas en solucion
salina y finalmente se recolectaron colonias las cuales fueron evaluadas de la misma
manera que en el ensayo in vitro descrito previamente.

8.2.3.2 Experimentos de PCR con transcripcion reversa (RT-PCR)

Con el objetivo de determinar si los genes clonados en el pAT392 se expresaban se
evalud la transcripcion de los genes de la region hylesm por PCR con transcripcion reversa
y la extraccion del RNA se realizé usando el reactivo comercial RNAwiz (Ambion, Austin,
TX). Para ello, las bacterias se cultivaron en 10 ml de caldo BHI hasta llegar a fase
exponencial y se centrifugd 2 ml de cultivo a 10.000 rpm por 10 minutos. Las células
fueron resuspendidas en 500 pl del reactivo RNAwiz con 1 g de esferas de silica y la
solucidn se agitd por vortex a maxima revolucién por 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, el sobrenadante se incubd con 500 pl del RNA wiz por 5 min, se adiciond
300 ul de cloroformo, se incubé por 10 minutos adicionales y se centrifugé a 10.000 rpm

a 4°C por 15 min. El sobrenadante obtenido se mezclé con 380 ul de agua libre de
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Figura 10. Construccion de plasmidos para complementacion utilizando el vector de expresion pAT392. Se realizaron tres construcciones
independientes, en la cuales el gen se clond corriente abajo del promotor P2 que controla la transcripcién de los genes clonados y del gen aac6’-aph2”.
1. El gen hylg, (1.6kb), fue clonado utilizando las enzimas Sacl y Smal en el MCS del pAT392; 2. El gen hip de 0.9 kb se cloné utilizando la misma
estrategia descrita; 3. Los genes hylgs, y hip se clonaron conjuntamente en el pAT392 de la forma mencionada previamente. Nomenclatura: lacZ: B-
galactosidasa; sps: gen de resistencia a espetinomicina; aac6’-aph2’: gen de resistencia a gentamicina; MCS: sitio multiple de clonaje; P2: promotor
proveniente de un plasmido de enterococos; oriR pUC: origen de replicacion para Gram-negativos; oriR pAMB1: origen de replicaciéon para Gram-

positivos.
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RNasas y 760 ul de isopropanol, se incubd a temperatura ambiente por 10 min y se
centrifugd a 10.000 rpm a 4 °C por 30 min. El precipitado obtenido fue resuspendido en 1
ml de etanol al 70 % y centrifugado nuevamente por 15 min con las condiciones descritas
previamente. El RNA se cuantificé por espectrofotometria con medicién a 260 nm y
finalmente se corrié en un gel de agarosa al 0.8 % para determinar la calidad de Ia
muestra obtenida.

La remocién del DNA contaminante se realizd por digestion con DNAsa (Ambion)
utilizando 20 pug de RNA, 1 ul de DNAsa y 1X de buffer para DNAsa a 37°C por 30 min.
Posteriormente, se adiciond 5 pl del buffer de inactivacién, se incubd por 2 min a
temperatura ambiente y se centrifugd a 10.000 rpm por 1 minuto; el sobrenadante
obtenido se digirié nuevamente realizando el mismo procedimiento.

La reaccion de PCR con transcripcion reversa se realizé por la técnica de un solo paso
utilizando el estuche comercial SuperScript One Step RT-PCR with platinum Taq (Invitro-
gen corporation, Carlsbad, CA) empleando un volumen final de 50 ul. La mezcla maestra
se prepard con 100 ng de RNA, 1 X de buffer de reaccién (dNTP 0.4 mM y MgS04 2.4
mM), los iniciadores Ky L (0.2 uM), 1 pl RT/Taq platinum y agua destilada estéril libre de
RNAasas. El control de contaminacion (presencia de DNA en la muestra) consistié en una
reaccion independiente con los mismos reactivos previamente mencionados pero
adicionando unicamente Taq platinum. Los parametros de la RT-PCR fueron los siguien-
tes: i) transcripcion del RNA: 50°C por 30 minutos y ii) amplificacion del cDNA: 94°C 2

minutos, 35 ciclos: 94°C 15 seg, 55°C 30 seg, 72°C 1 miny 72°C 7 min.
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8.2.4 Técnicas de genotipificacion molecular

8.2.4.1 Electroforesis de campo pulsado (PFGE)

Esta metodologia es util para la comparacién de diferentes cepas bacterianas por medio
de digestion del DNA con enzimas de restriccion, las cuales generan un patrén de bandas
que permite obtener un perfil genético para cada cepa evaluada. Para realizar esta
metodologia, se inoculé una colonia de enterococo en 5 ml de caldo BHI y se incubé a
37°C con agitacion moderada toda la noche. El cultivo bacteriano se centrifugdé a 5.000
rpm por 10 min y se resuspendié en 1.5 ml de buffer PIV (tris-HCl pH 7.6 10 mM y NaCl 1
M). El DNA fue embebido en agarosa de bajo punto de fusién al 1.6 % (Incert agarose,
Cambrex Bio Science Rockland Inc), los bloques de agarosa se solidificaron a 4°C por 10
min y se incubaron en 8 ml de buffer de lisis (tris-HClI pH 7.6 6 mM, NaCl 1 M, EDTA pH 7.5
100 mM, Brij-58 0.5 %, deoxicolato de sodio al 0.2 %, sarkosyl al 0.5 %, RNase 20 pg/mly
lisozima 1 mg/ml) a 37°C por 5 horas. Posteriormente, el buffer de lisis fue eliminado, los
blogues se incubaron en soluciéon ESP (EDTA 0.5 M pH 9.5, sarkosil al 1 % y proteinasa K
50 pg/ml) a 50°C y se lavaron 3 veces en buffer TE (tris-HCI 10 mM pH 7.5 y EDTA 1 mM
pH 7.5) a temperatura ambiente por 1 hora (150).

El DNA fue digerido con 20 U/ul Smal (Promega Corporation) a 25°C con buffer J1X (tris-
HCI 10 mM, MgCl2 7 mM, KCl 50 mM) BSA 1 X y agua desionizada estéril. La reaccién
enzimatica fue detenida incubando con buffer TE a 37°C por 30 min. Los fragmentos de
DNA fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa “Seakem gold” (Cambrex

Bio Science Rockland Inc) al 1.6 % con buffer TBE 0.5 X (tris borato 44.5 mM, acido bdrico
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44.5 mM y EDTA pH 8.0 1 mM) y utilizando el equipo CHEF-DR Il (Bio-Rad Laboratories,
Inc, Richmond, CA). Los parametros escogidos para el corrido electroforético fueron:
voltaje de 6 V/cm, pulso inicial 2, pulso final 28, tiempo de corrido 22 horas, temperatura
14°C y se utilizé6 un marcador molecular “lambda ladder PFGE marker”, (New England
Biolabs). Finalmente, el gel fue tefiido en una solucién con bromuro de etidio 0.5 ug/ml
(Promega corporation) por treinta minutos, se visualizd con UV y las imagenes se
digitalizaron utilizando el equipo Alfa Imager. El andlisis de los patrones electroforéticos
se evaluaron mediante el programa GelCompar Il (Applied Maths NV, Belgium).

8.2.4.2. Tipificacion de secuencia de multiples locus (MLST)

Esta metodologia permite la caracterizacién de especies bacterianas por evaluacion de la
secuencia del DNA de regiones internas de genes “housekeeping”, las cuales son
comparadas en una base de datos generando un tipo de secuencia denominado ST. La
tipificacion MLST se realizé por evaluacion de 7 genes “housekeeping” de E. faecium (son
genes de tipo constitutivo que se transcriben a niveles constantes y generalmente son
importantes para la sobrevivencia de la bacteria) los cuales corresponden a: adenilato
kinasa (adk), ATP sintetasa subunidad alfa (atpA), D-Ala:D-Ala ligasa (ddl), gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (gyd), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (gdh), fosforibosil-
aminoimidazol carboxylasa sub-unidad ATPasa (purk) y transportador de fosfato “ATP
binding cassette”, ABC (pstS) (158). La amplificacién de los genes se realizé empleando
DNA gendmico (el cual fue aislado con el protocolo previamente descrito) en un volumen

final de 20 pul, con Tag polimerasa (Invitrogen) y aplicando las siguientes condiciones:

121



denaturacidn inicial 94°C por 3 min; 35 ciclos a 94°C por 30 seg, 50°C por 30 seg, y 72°C
por 30 seg; extensién a 72°C por 5 min (158). Los productos obtenidos se purificaron
utilizando el estuche comercial QlAquick-gel extration kit (Qiagen Inc, Valencia, CA), se
secuenciaron en los dos sentidos y en dos reacciones diferentes con los iniciadores
reportados previamente (158). Se utilizd6 el método automatizado Taq dideoxy en el
secuenciador automatizado ABI Prism (Applied Biosystem, Foster City CA). Las secuencias
fueron ensambladas usando el programa DNASTAR (Lasergene, Madison, WI), los perfiles
alélicos fueron obtenidos y el ST (tipo de secuencia) fue designado para cada perfil alélico
teniendo en cuenta la base de datos de MLST (pdgina electrdnica:

http://www.efaecium.mlst.net).

8.2.5 Estudio de plasmidos

8.2.5.1 Digestidn con nucleasa S1 y digestion con I-Ceu-I

La separacion del DNA de megapldasmidos (>100 kb) del DNA cromosomal es un
procedimiento complicado debido a ciertas condiciones como: i) en un gel de electro-
foresis convencional es dificil separar estos plasmidos debido al tamafio que presentan,
(208, 315-317), ii) sufren degradacién por los procedimientos convencionales de
extraccion en el laboratorio, iii) debido a que las formas super enrolladas migran muy
despacio en un gel de PFGE, los plasmidos que presentan un corte en una hebra de DNA
se mantienen atrapados en el pozo y no migran a través del gel (318-320). Por lo tanto, es

necesario la aplicacion de una metodologia que permita el adecuado estudio y

122



caracterizacion de los megaplasmidos y para ello la digestiéon enzimdtica con la nucleasa
S1 es una buena alternativa. La nucleasa S1 tiene actividad sobre la hebra sencilla del
DNA de cualquier forma super enrollada de los plasmidos, en los cuales debido a su
torsidn negativa presentan una region denaturada transitoria en la cual actua la nucleasa
S1. Una vez que una hebra es digerida la enzima hace un corte en la hebra opuesta
generando de esta manera formas lineales del plasmido.

Esta metodologia de la nucleasa S1 tiene como principales ventajas: i) no requiere el
conocimiento previo de la secuencia del pldsmido para su utilizacion como si sucede con
el uso de enzimas endonucleasas de restriccion las cuales pueden producir varios cortes
impidiendo la adecuada determinacién del tamafio del pladasmido, ii) con la enzima S1 se
pueden digerir todo tipo de plasmidos hasta un tamafio aproximado de 600 Kb, iii) el uso
acoplado con hibridizacién permite la obtencién de mayor informacién acerca del
pldsmido de estudio iv) tiene efecto autolimitado a diferencia de otras enzimas (DNasa |)
o tratamientos (radiaciones ionizantes) que lineariza plasmidos, pero estas metodologias
crean multiples cortes hecho que requiere una estandarizacién muy precisa de las
condiciones de digestion (321).

El protocolo incluye la lisis bacteriana de las células embebidas en bloques de agarosa y
tratamiento de los mismos con nucleasa S1 generando formas lineales de los plasmidos
los cuales son corridos por PFGE utilizando marcadores adecuados que permitan estimar
el tamafio de los mismos (321). Esta técnica fue estandarizada para la determinacion de

plasmidos en E. faecium, para ello los bloques de agarosa fueron realizados utilizando el
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protocolo de PFGE previamente descrito (150). El DNA fue a lisado con 0.01 U de nucleasa
S1 de Aspergillus oryzae (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en 200 pl de buffer (NaCl 50 mM,
acetato de sodio pH 4.5 30 mM y ZnSO 45 mM) a 37°C por 45 min. Posteriormente, la
reaccién se detuvo con buffer ES (EDTA pH 8.0 0.5 M y N-lauryl sarcosina al 1 %) (321) y
los bloques se corrieron en un gel de agarosa al 1.6 % siguiendo las mismas condiciones
previamente descritas para PFGE.

Por otra parte, con el fin de utilizar una técnica que permitiera confirmar la presencia de
elementos extracromosomales, se utilizd una metodologia como la digestién con I-Ceu-l,
utilizando PFGE e hibridizacion (322, 323). La enzima de restriccién I-Ceu-l, pertenece a
las endonucleasas tipo Il, la cual esta codificada por el intrén moévil clase |, que se ha
insertado en el gen rrl (gen que codifica para rRNA 23S) del cloroplasto de
Chlamydomonas eugamatos (323). La enzima es especifica por que reconoce una
secuencia de 26 bp que se encuentra en el DNA de doble cadena de los genes rRNA 23S
(operon rrn), por lo tanto digiere solo el DNA cromosomal (324) dejando el DNA
plasmidico sin digestion; esta enzima ha sido ampliamente usada en el mapeo genético
de E. coli y Salmonella spp. observandose la presencia de 7 copias del operdn rrn (324),
en E. faecalis 4 copias y en E. faecium, E. avium y E. durans se encuentran 6 copias del
operon rrn (325).

La digestion del DNA se realizdo empleando 40 U de I-Ceu-l (New England Biolabs, Boston,
MA) en el buffer 4 (tris-acetato 20 mM, acetato de potasio 50 mM, acetato de magnesio

10 mM, ditiotreitol 1 mM) adicionando BSA 2 X e incubando a 37°C toda la noche (322). El
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corrido electroforético se realizé por 22 horas, con un pulso inicial de 5 seg, un pulso final
45 seg a temperatura de 14°Cy en buffer TBE 0.5 X. Posteriormente, el DNA se transfirié a
una membrana de nylon Hybon® y se hibridizé utilizando sondas para la deteccién del gen
rRNA 23Sy los genes de estudio siguiendo los protocolos de transferencia e hibridizacion
descritos por Sambrook y colaboradores (307).

8.2.5.2 Aislamiento de plasmidos usando gradiente de densidad con cloruro de cesio
Debido al tamafio del plasmido hylg, se empled la técnica de aislamiento de DNA
plasmidico (molécula de DNA circular cerrada super enrollada de alto peso molecular,
DNA-CCC) desarrollada para la separacion del DNA-CCC del DNA cromosomal, la cual se
basa en la diferencia en densidad de estas dos formas en presencia de compuestos inter-
calantes del DNA como el bromuro de etidio (316). Este colorante se integra el DNA
extendiendo ligeramente la hélice y por lo tanto permite disminuir su densidad, lo que
contribuye a que ambos componentes del genoma bacteriano (DNA cromosomal vy
plasmidico) sean aislados y posteriormente purificados si se someten a una centrifugacién
con un gradiente de cloruro de cesio y bromuro de etidio (326). Esta técnica incluye los
siguientes pasos: i) crecimiento bacteriano vy lisis utilizando lisozima-sodio dodecil sulfato
(SDS), ii) reduccién de la viscosidad del lisado, iii) denaturacidn alkalina y neutralizacidn,
iv) precipitacién con fenol y tratamiento con cloroformo e alcohol isoamilico, y vi)
centrifugacién por gradiente de densidad (316).

La cepa de E. faecium se cultivd en 50 ml de caldo BHI a 37°C y al dia siguiente se

transfirido a un litro de caldo BHI, se incubd por 16 horas a 37°C, se adiciond sucrosa al
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0.01M y treonina al 0.01 My se continud su crecimiento por 4 horas. El cultivo bacteriano
se centrifugd a 7.000 rpm por 15 minutos, se resuspendié en buffer fosfato (NaH,P0O,4 0.1
M, NaHPO,4 0.1 M) y se centrifugd nuevamente de la misma forma antes mencionada. El
precipitado celular se resuspendid en buffer de lisis (tris 50 mM pH 8.0, EDTA 10 mM pH
8.0, lisozima 4 mg/ml) y se incubd a 37°C por 30 min, luego se centrifugd nuevamente y
se adiciond buffer TE (tris 50 mM pH 8.0, EDTA 10 mM pH 8.0, y SDS al 1.2 %); la
suspension se incubd a 37°C por 30 min y se refrigerd toda la noche.

Al dia siguiente la solucion bacteriana se mezclé en un dispositivo a baja velocidad (20
rom por un minuto), se alcalinizé llevandola a pH 12 con una solucidén de NaOH 3 N bajo
constante agitacién por diez minutos. Posteriormente, la suspensién bacteriana se
neutralizd con buffer tris 2 M pH7.0 y se adiciond el mismo volumen de fenol
previamente saturado con NaCl al 3 % en una probeta de vidrio. La capa superior se
recuperd y se traté con MgCl, 15 mM, NaPO,; 5 mM y etanol al 95 %, esta solucion de
congeld a -20°C toda la noche.

Al dia siguiente la suspensidon de DNA se centrifugd a 10.000 rpm por 10 minutos, el
precipitado obtenido se disolviéd con EDTA 0.1 M pH 8.0 y se dializé por dos horas en 500
ml de solucién TES (tris 0.05 M pH 8.0, EDTA 0.05 M, NacCl 0.5). Finalmente, se midié el
volumen obtenido y se adiciond el equivalente en gramos (al volumen de la suspension
del DNA previamente obtenida) de cloruro de cesio junto con 0.5 ml de bromuro de etidio

(10 mg/ml). Esta mezcla se adiciond a tubos de polialémero (50-70, Spinco type 40 rotor)
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los cuales fueron pesados, balanceados, sellados y posteriormente centrifugados por 22
horas a 4°C (48.000 rpm) usando una ultracentrifuga Beckton Dickinson.

El gradiente que contenia los plasmidos fue iluminado con luz ultravioleta para visualizar
el DNA acoplado al bromuro de etidio, la banda del DNA-CCC tiene mayor densidad que la
banda del DNA cromosomal. Esta banda fue removida por puncion en el tubo con aguja
No 18 y la solucion obtenida fue mezclada con alcohol isoamilico con el fin de remover el
bromuro de etidio. El pldsmido obtenido se precipitd con el mismo volumen de buffer TE
y se adiciond etanol al 95 % (dos veces el volumen), se incubd a -20°C toda la noche.
Posteriormente, esta solucién se centrifugd (15.000 rpm) a 4°C por 20 min, se elimind el
sobrenadante, se realizaron dos lavados adicionales con etanol al 70% y el precipitado
obtenido se resuspendidé en agua desionizada estéril. Finalmente, el plasmido obtenido
fue digerido con la enzima EcoRI (Promega), 1 X buffer Ay BSA 1 X a 37°C por dos horas y
fue corrido en un gel de agarosa al 0.8 % con 100 voltios por 2 horas. El gel fue transferido
a una membrana de Nylon® (Amershan- HybondN*, GE Health®, Buckinghamshire, UK) y
fue hibridizado con las sondas correspoendientes a los genes hylgsm, fms 20y fms 21 (pilA)
siguiendo las condiciones descritas previamente (307).

8.2.6 Hibridizaciones

8.2.6.1 Southern bloting

Los geles obtenidos de PFGE se irradiaron 2 minutos con luz UV, se denaturaron por una
hora con una solucién de NaOH 0.4 N y se transfirieron a membranas de Nylon®

(Amershan- HybondN+, GE Health®, Buckinghamshire, UK) por 36 horas utilizando el
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protocolo de transferencia por capilaridad utilizando buffer NaOH (0.4 N) (307). Las
membranas se lavaron en soluciéon de neutralizacion (tris 0.5 M pH 7.0) y en buffer SSC 2
X (NaCl 0.3 My citrato de sodio 30 mM) por 5 minutos y finalmente el DNA se fij6é a una
membrana a 80°C por dos horas.

Las sondas se amplificaron por PCR, se purificaron con el estuche comercial (QIAquick-gel
extraction kit) y se denaturaron a 94°C por 5 minutos. La marcacion de las sondas se
realizd con el estuche comercial (RadPrime DNA labeling system, Invitrogen, Carlsbad,
CA), empleando 5ul de [a-32P] dCTP (GE Healthcare, Piscataway, USA) y la purificacion
con las columnas Bio-Spin 6 (Bio-Rad) se realizd siguiendo el protocolo descrito por el
fabricante. Las hibridizaciones se desarrollaron en condiciones de alta astringencia (150),
para ello las membranas se incubaron en 25 ml de buffer de pre-hibridizacion [(SSPE
(NaCl 3 M, fosfato de sodio 0.2 M, EDTA 0.02 M pH 7.4), solucién Denhartd 5X, SDS 0.5 %,
formamida 50 % y DNA de timo de ternero 100 ug/ml)] por 4 horas posteriormente, se
adicionaron las sondas previamente marcadas a las membranas y se incubaron a 42°C por
16 horas. Finalmente, se realizaron dos lavados con solucién A (SSPE 2 Xy SDS al 0.1 %)
por 15 minutos cada uno a temperatura ambiente y dos lavados con solucién B (SSPE 1 X
y SDS al 0.05 %) y solucién C (SSPE 0.1 X y SDS al 0.05 %) a 52°C respectivamente, por 10
minutos. Las membranas se expusieron en un casete con pelicula Kodak, se almacenaron
en el congelador de -80°C por dos dias y se revelaron en el equipo automatizado

procesador de peliculas Konika Minolta.
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8.2.6.2 Hibridizacidn por lisis de colonias

Esta técnica permite el tamizaje de genes a partir del crecimiento de microorganismos
sobre membranas de nylon® (Amershan- HybondN®, GE Health®, Buckinghamshire, UK),
las bacterias son lisadas utilizando lisozima y mutanolisina, los componentes celulares son
removidos y finalmente el DNA es denaturado y fijado en las membranas para su
posterior estudio por medio de la técnica de hibridizacion.

Los aislamientos de E. faecium se cultivaron en agar BHI por agotamiento, del cultivo puro
se tomo una colonia, se sembrd en caldo Brucella suplementado con glicerol al 15 % en
microplacas de 96 pozos y las bacterias se incubaron toda la noche. De cada aislamiento
se realizaron improntas en membranas HybondN" (Amershan) estériles y se incubaron
sobre cajas de agar BHI a 37°C por 24 horas. Posteriormente, las bacterias se sometieron
a lisis con buffer L (Lisozima 10 mg/ml y mutanolisina 4 U/ml) a 37°C por una hora. Luego,
se realizdé denaturacion del DNA bacteriano con NaOH 0.5 N y lavados consecutivos con
buffer tris (1 M pH 7.6), buffer de lavado (tris 0.5M pH7.6, solucion NaCl 1.5M),
cloroformo y etanol al 95 %. Finalmente, el DNA se fijo en las membranas por incubacién
a 80°C por dos horas.

La hibridizacidn fue realizada bajo condiciones de alta astringencia utilizando el buffer CH
(formamida al 50 %, solucién Denhardt 5 X, SSC 5 X, SDS al 0.1 %, DNA de timo de ternero
100 pg/ml) a 42°C. Las membranas se hibridizaron utilizando sondas las cuales fueron
marcadas empleando el protocolo de marcacion de sondas previamente descrito (ver

seccion 8.2.6.1). Las membranas fueron lavadas dos veces por cinco minutos a
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temperatura ambiente con buffer A1 (SSC 2 X y SDS al 0.1 %) y dos ultimos lavados se
realizaron a 50°C por quince minutos usando buffer A2 (SSC al 0.1 % y SDS al 0.1 %). Las
peliculas (Kodak) fueron expuestas a -80° por un dia y fueron reveladas usando un equipo
automatizado procesador de peliculas Konika Minolta.

8.3 Curvas de crecimiento y pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Las curvas de crecimiento se realizaron en 50 ml de caldo BHI con incubacién a 37°Cy
agitacién constante. A partir de un cultivo de 16 horas se tomo un ml, se realizé una
dilucién 1/50 en caldo BHI y el crecimiento bacteriano fue monitoreado a una OD de 600
nm cada 60 minutos, durante 9 horas empleando un espectofotémetro. Cuando el cultivo
alcanzé una OD de 0.6 se realizé un dilucién 1/10 del cultivo original para realizar la
medicion de la OD y se continué de la misma manera previamente descrita.
Adicionalmente, de cada muestra evaluada por OD, se tomd una alicuota extra y se
realizd un recuento de colonias empleando el método de Miles y Misra el cual permite
determinar el numero de células viables en un cultivo bacteriano. Para ello, se realizaron
diluciones seriadas (10 a 10®) las cuales se sembraron 25 pl por duplicado en cajas de
agar BHI que se incubaron a 37°C por 24 horas para su posterior conteo visual (327). Las
unidades formadoras de colonia (UFC), se calcularon empleando la siguiente férmula:
UFC/mI= No de colonias x 40 x factor de dilucién

Para la determinacién de la concentraciones inhibitorias minimas (CIM) se utilizo el
método de dilucion en agar siguiendo las recomendaciones del CLSI (Clinical Laboratory

Standar Institute, 2008)(328). Un indculo bacteriano de 10% UFC, se sembré en agar
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Muller-Hinton BBL (Becton Dickinson Dignostics) suplementado con las diferentes
concentraciones de antibidticos y se incubd a 35°C por 24 horas. Los antibidticos
evaluados fueron: ampicilina, ciprofloxacina, cloranfenicol, linezolid, teicoplanina vy
vancomicina. Adicionalmente, los altos niveles de resistencia a gentamicina 500 p/ml
(HLR-GEN) y a estreptomicina 2.000 pg/ml (HLR-STR) se evaluaron en agar BHI
suplementado con el respectivo antibidtico. La cepa control de E. faecalis ATCC 29212

(328) se utilizd en todas las determinaciones de la CIM.

8.4 Modelos animales

8.4.1 Modelo de peritonitis en ratén

La evaluacion de las diferentes cepas se realizé utilizando el método previamente
estandarizado por Singh y colaboradores el cual fue aprobado por el comité de manejo de
animales de la Universidad de Texas (animal welfare committte, University of Texas
Health Science Center at Houston). Para ello, se utilizaron ratones (hembras ICR, Harlan
Sprague Dawley) de 4 a 6 semanas de edad con un peso aproximado de 25 g, los cuales se
infectaron por inyeccién intra-peritoneal con un ml del inéculo mezclado previamente (el
rango desde 1x10® hasta 8x10° UFC/ml de cada cepa a evaluar) con extracto fecal de rata
estéril, (SRFE) al 50 % y utilizando jeringas con aguja calibre 25. Este compuesto simula
las condiciones fisioldgicas en una perforacién intestinal y ha sido usado de rutina en los
modelos de peritonitis demostrando que disminuye la dosis letal LDsq en los aislamientos

de enterococos, lo que es Util para estudios de virulencia en estos microorganismos (235).
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El indculo se prepard cultivando las bacterias en 247.5 ml de caldo BHI, a 37°C en
agitacion constante a 150 rpm toda la noche, se centrifugaron a 9.000 rpm a 4°C por 10
min y el precipitado celular obtenido se resuspendié en 4 ml de solucién salina (0.9 %). A
partir de esta suspensidon bacteriana se realizaron recuentos de colonias (con la
metodologia previamente descrita en el numeral 8.3) y adicionalmente el indéculo fue
diluido 1/10 en SRFE al 50 %.

Una vez preparados los diferentes rangos de indculos para cada cepa, se infectaron
grupos de 10 ratones y como control se tomé un grupo de animales a los cuales se les
inyecto solo SREF al 50 %. Se mantuvieron cinco ratones por jaula, con alimento y agua a
su disposicion durante los cinco dias del experimento, durante este tiempo se realizaba la
observacion de los animales cuatro veces al dia cada 6 horas y se obtenian los datos de
mortalidad. De dos a cuatro animales muertos (por cepa evaluada) fueron recolectados y
se extrajo el bazo de cada animal bajo condiciones asépticas. El érgano se macerd con 5
ml de solucion salina al 0.9 % y se recuperaron colonias en agar BHI con el fin de
confirmar la presencia de los microorganismos con los cuales se infectaron los animales.
Los animales que sobrevivieron fueron sacrificados al quinto dia en cdmara de CO, y la
dosis letal 50 (LDsp) del inéculo bacteriano se determiné por el método de Reed and
Muench (329). Las comparaciones estadisticas de las curvas de sobrevivencia de los
animales a indculos similares se realizaron usando la prueba de rango logaritmico con

Prism para Windows (GraphPad Software versiéon 4.000). Un valor de P< 0.05 fue
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considerado estadisticamente significativo y los experimentos se realizaron por duplicado
en la todas las cepas.

8.4.2. Modelo de infeccién urinaria en raton

Para el modelo de infecciéon urinaria se empled el mismo tipo de ratones que para el
modelo de peritonitis, los animales fueron evaluados 12 horas antes del experimento
para determinar la ausencia de infeccion urinaria y el protocolo se desarrolld bajo la
aprobacion del comité de manejo de animales de la Universidad de Texas. Las cepas
evaluadas fueron cultivadas de la misma forma antes mencionada para el modelo de
peritonitis empleando para ello diferentes rangos de inéculos (10°, 10°, 107).

Grupos de diez a once ratones en el ensayo de mono-infeccidn, (en el cual se infectaba
independientemente cada grupo de animales con la cepa de estudio) y doce para el de
infeccién mixta o por competencia (consistia en infectar los animales con las dos cepas de
estudio al mismo tiempo utilizando indculos similares) fueron evaluados. Para ello, los
animales fueron anestesiados utilizando isofluorano y se infectaron via intra-uretral con
un catéter de polietileno (Clay Adamns 2.5-3 cm de largo y 0.61 mm de grosor) con 200
ul de suspensidn bacteriana; este volumen facilita la infeccidn tanto de las vejigas como
de los rifiones de los ratones (300, 304). Finalmente, los catéteres fueron removidos
después de la inyeccion con las respectivas bacterias.

Para el modelo de infeccién mixta se utilizé un indculo en proporcion 1:1 por cada cepa y
los animales fueron observados diariamente. Los ratones se sacrificaron en camara de

CO, vy los 6rganos (vejiga y rifiones) fueron removidos, pesados y homogenizados en
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solucidn salina 0.9 % para recuperar las bacterias y determinar la colonizacién bacteriana
en dichos drganos. Para la mono infeccidn se hicieron diluciones seriadas, se sembraron
en el agar BHI y agar bilis esculina (BEA) y se realizaron recuento de colonias.

Para la infeccién mixta los microorganismos también fueron obtenidos de la misma forma
gue en la mono infeccidn sin embargo, las colonias que se recuperaron fueron cultivadas
en microplacas de 96 pozos con caldo Brucella, se realizaron improntas de las mismas en
membranas de nylondN" y posteriormente estas bacterias fueron evaluadas por hibridiza-
cion por lisis de colonias para diferenciar las cepas en la infeccion mixta. La identidad de
las colonias fue evaluada por cultivo en agar BHI suplementado con FUS 25 pg/ml-RIF100
ug/ml, por PCR para la deteccion del gen hylgm, y por PFGE. La estadistica se realizé

empleando la prueba t-de student.
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CAPITULO |
EL PLASMIDO PORTADOR DEL GEN hylf,, SE CO-TRANSFIERE CON GENES DE
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN DIFERENTES CEPAS DE E. faecium
9. RESULTADOS
9.1. Transferencia de un plasmido portador del gen hylgs, proveniente la cepa clinica A
E. faecium (TX0016)
9.1.1. Resultados de la conjugacion in vitro entre la cepa clinica A E. faecium (TX0016) y
la cepa de E. faecium receptora TX1330RF
En la ultima década cepas de E. faecium pertenecientes al genogrupo CC17, han adquirido
gran importancia como patégenos nosocomiales, probablemente debido a la combina-
cion de diferentes elementos presentes en estos microorganismos, como son los genes
de resistencia a diversos antibidticos y los factores de virulencia. Estudios previos han
mostrado que el gen hylg, se encuentra en plasmidos, es transferible por conjugacion y
se identifica mas cominmente en aislamientos de E. faecium resistentes a vancomicina
gue en aislamientos de la misma especie susceptibles a este antibiético (22, 23).
Por lo tanto, se determind si el plasmido portador de gen hylgm, es transferible de cepas
clinicas a otras cepas de E. faecium y si determinantes de resistencia se co-transfieren
junto con este plasmido. Para ello, se realizaron experimentos de conjugacién in vitro en
membrana, utilizando como donadora E. faecium cepa A (TX0016) perteneciente al CC17
(ST16) que era portadora del gen hylgm. Como cepa receptora se utilizd E. faecium

TX1330RF resistente a rifampicina y acido fusidico, la cual se obtuvo exponiendo al E.
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faecium TX1330 (proviene de un aislamiento de tipo fecal de un individuo sano) a
concentraciones sub-inhibitorias de estos antibidticos; generando una cepa resistente
(TX1330RF) que es utilizada como receptora para los ensayos de conjugacion in vitro en
este trabajo (Tabla 2 en metodologia).

Se evalud la posibilidad de seleccionar la co-transferencia del plasmido portador del gen
hylem utilizando diferentes antibidticos en ensayos separados de conjugacion in vitro,
utilizando la cepa donadora A (TX0016) y la receptora (TX1330RF). Se efectud la
incubacién de las bacterias en una membrana y posteriormente las colonias transcon-
jugantes fueron seleccionadas en un medio suplementado con eritromicina-acido
fusidico (200 pg/ml /25 pg/ml) y estreptomicina-acido fusidico (2.000 pg/ml/25 ug/ml).
La eficiencia de la conjugacién entre la cepa A (TX0016) y la receptora (TX1330RF) para
eritromicina y HLR-STR fue de 1.7x10” y 6.25x10” transconjugantes por donador
respectivamente. De cada ensayo de conjugacion se realizo la deteccion del gen hylgm,
por PCR de diez colonias de las cuales, siete fueron portadoras del gen hylgsm.

De las siete cepas transconjugantes obtenidas (positivas para el gen hylgy) se evaluaron
tres cepas por PFGE empleando digestion con la enzima Smal, para determinar si
presentaban un perfil electroforético similar con la cepa recipiente, que permitiera
confirmar que correspondian a las transconjugantes. Los resultados de los pulsotipos de
dos transconjugantes (TX1330RF A-1 y TX1330RF A-3) obtenidas a partir de la seleccién
con eritromicina mostraron la presencia de un patrén electroforético similar a la

receptora (Figura 11, panel A, linea 1y 3) pero con la adquisicion de una banda adicional,
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gue se encontraba entre 194 y 242.5 kb, bandas que posteriormente hibridizaron con la
sonda para el gen hylgm, al mismo nivel que la banda obtenida en la cepa donadora A
(TX0016) (Figura 11, panel A, linea 4). Adicionalmente, se observé la presencia de una
transconjugante (TX1330RF A-2) que presentaba también un patrén similar a la cepa
receptora con una banda entre 242.5 kb y 291 kb (Figura 11, panel A, linea 2), cuando se
realizé la hibridizacion con la sonda para el gen hylgm, se detectd la presencia de dos
bandas, hecho que sugiere re-arreglos genéticos (como duplicaciones o co-integrados) al
nivel de DNA en los cuales podria estar implicado el plasmido portador del gen hylgn.
Para estudios posteriores, se escogid la transconjugante TX1330RF A-1 que se observa en
Figura 11, panel A, la linea 1.

Esta transconjugante TX1330RF A-1 fue caracterizada, por evaluacién por PFGE
empleando tres enzimas de restriccion de corte infrecuente como Notl, Smal y Apal. Estos
experimentos se desarrollaron con el fin de determinar el nimero de sitios de corte para
el plasmido portador del gen hylgm y de esta manera estimar de una forma aproximada el
tamario del pldsmido. Se observé la presencia de una banda correspondiente tanto en la
cepa donadora A (TX0016) como en la transconjugante TX1330RF A-1 con cada una de las
enzimas utilizadas. Con la enzimas Smal y Apal se detectd una banda que migré entre 194
y 242.5 kb y que hibridizo con la sonda correspondiente al gen hylgy en las dos cepas
(Figura 11, panel B). Por otro lado, con la enzima Notl se identificé la presencia de una
banda tanto en la cepa donadora como en la receptora, la cual corria entre 242.5y 291 kb

y que hibridizaba en las dos cepas con la sonda hylgm. Estos resultados sugieren la
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presencia de mas de un sitio de corte para las enzimas Smal y Apal y la presencia de un
solo sitio para la enzima Notl, indicando un tamafio aproximado del pldsmido portador
del gen hylgsm de ~250kb (Figura 11, panel B).

En la Tabla 4 se muestran los resultados de las concentraciones inhibitorias minimas
(CIM) de estas cepas, se observa que la donadora cepa A (TX0016) presentaba resistencia
eritromicina y altos niveles de resistencia a estreptomicina asi mismo la cepa
transconjugante TR1330RF A-1. Indicando la transferencia de estos determinantes de

resistencia a la cepa transconjugante.

Tabla 4. Concentraciones inhibitorias minimas (CIM) para E. faecium

Cepas Presencia CIMs (pg/ml) ® HLR P
del gen AMP VAN ERY GEN STR
hylegm
A (TX0016) + 4 1 >512 - +
TX1330RF - 1 0.5 0.5 - -
TX1330RF A-1 + 1 0.5 >512 - +

® CIM para: AMP, (ampicilina); VAN, (vancomicina), ERY, (eritromicina). °HLR- GEN, (altos-niveles de
resistancia para gentamicina), bHLR—STR, (altos-niveles de resistencia para estreptomicina). E. faecium cepa
A donadora del plasmido portador del gen hylg,; Cepa E. faecium receptora TX1330RF; Cepa E. faecium
transconjugante TX1330RF A-1 obtenida de la conjugacidn in vitro entre la donante y la receptora descritas
previamente.
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Figura 11
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Figura 11. Resultados de PFGE e hibridizacién empleando la sonda hyl, Panel A. PFGE-Smal. Se observa
el resultado de la PFGE de las cepas: 1. E. faecium transconjugante TX1330RF A-1; 2. E. faecium
transconjugante TX1330RF A-2; 3. E. faecium transconjugante TX1330RF A-3; 4. E. faecium cepa A donadora
(TX0016); 5. E. faecium TX1330RF cepa receptora. Con las flechas se resalta la presencia de una banda
localizada entre 194 y 242.5 en las cepas correspondientes a la linea 1 (TX1330RF A-1) y 3 (TX1330RF A-3) y
la presencia de una bandas adicional en la cepa de la linea 3 (TX1330RF A-2) la cual migraba entre 242.5y
291 kb. En la hibridizacion con la sonda hylg, se observa la presencia de las bandas previamente descritas.
Panel B. Resultados de PFGE- Notl, PFGE-Smal, PFGE-Apal de las cepas: 1. E. faecium cepa A donadora
(TX0016); 2. E. faecium TX1330RF A-1. Se sefalan con flechas donde se localiza el plasmido portador del gen
hylem y en el panel de la derecha la hibridizacion con la sonda correspondiente gen hylg,.
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9.1.2 Estudio del plasmido portador del gen hylgr, en E. faecium cepa A y TX1330RF A-1

empleando la enzima nucleasa S1

La cepa donadora E. faecium A (TX0016) proveniente de un paciente con endocarditis
(USA), la cepa transconjugante (TX1330RF A-1) y la cepa receptora (TX1330RF), fueron
estudiadas con la técnica de caracterizacion de plasmidos utilizando la enzima nucleasa
S1, la cual permite la deteccién de plasmidos de gran tamafo cuando se combina con
PFGE e hibridizacion con una sonda correspondiente al gen de estudio (metodologia
8.2.5.1). Se resalta la presencia de megapldasmidos (> 100kb) en las tres cepas evaluadas,
donde la cepa A (TX0016) y la transconjugante TX1330RF A-1 presentan un plasmido, el
cual corre entre 242.5- 291 kb e hibridiza con la sonda hylg, (Figura 12, panel A, linea 2
y 3). En la cepa receptora TX1330RF también se detecta un plasmido que corre entre 194-
242.5 kb (con un tamafo aproximado de 200 kb) (Figura 12, panel A, linea 4) que no
hibridiza con la sonda hylgm y se elimina de la bacteria cuando el plasmido portador del
gen hylgm ingresa a la célula. Adicionalmente, en la cepa donadora A (TX0016), la
transconjugante (TX1330RF A-1) y la receptora (TX1330RF) también se observa la
presencia de varios plasmidos de menor tamafio que migran entre 48.5 y 97 kb.

Estos resultados sugieren que el gen hylgm, se encuentra localizado en un plasmido en la
cepa donadora A (TX0016), hecho que se prueba al observar la presencia de una banda
plasmidica producto de la digestion con la enzima S1 la cual hidridizé con la sonda
correspondiente al gen hylg,. Adicionalmente, se confirmé que el plasmido portador del

gen hylgm es transferible por conjugacion, lo cual se ratifica por la presencia de la banda
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plasmidica en la cepa transconjugante TX1330RF A-1 la cual también hibridiza con la
sonda correspondiente al gen hylgsm

Figura 12.
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Figura 12. PFGE empleando la digestion enzimatica con la nucleasa S1 y I-Ceu-l y los respectivos
“Southern blot”. Panel A. Digestion con la nucleasa S1-PFGE de la cepas de E. faecium e hibridizacién con la
sonda hylg,. Los plasmidos se muestran como bandas linearizadas que han sido hibridizadas con el gen
hylem y se observan sefialados con flechas en la figura del gel. Panel B. PFGE empleando digestién con la
enzima |-Ceu-l e hibridizacién con la sonda control 23S RNAr y hyls,. 1. Marcador de peso molecular; 2.
Cepa A (TX0016); 3. TX1330RF A-1; 4.TX1330RF. La figura esta compuesta por geles y diferentes membranas
provenientes de varios experimentos.

9.1.3 Confirmacidon de la presencia extra-cromosomal del gen hylg, empleando la
digestion con la enzima I- Ceu-l y PFGE

La localizacion extra-cromosomal del gen hylgm en las cepas estudiadas (empleando la
metodologia de digestion con la nucleasa S1 y PFGE) fue confirmada utilizando la técnica
de digestion con la enzima |-Ceu-1, PFGE e hibridizacion con la sonda hylgsm, y con la sonda
de control especifica para el RNAr 23S (Figura 12, panel B). Para ello, el DNA de la cepa
donadora, transconjugante y receptora fue digerido con la enzima I-Ceu-l, la cual
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reconoce una secuencia Unica que se encuentra solamente en los genes que codifican
para el RNAr 23S, produciendo fragmentos que corresponden solamente al DNA
cromosomal (324, 325). En E. faecium, esta enzima produce 6 fragmentos los cuales
hibridizan con la sonda control del RNAr 23S indicando que las 6 bandas cromosomales
corresponden a DNA cromosomal. Sin embargo, en la cepa transconjugante TX1330RF A-1
(Figura 12, panel B, linea 3) y en la recipiente (TX1330RF) (Figural2, panel B, linea 4) se
observo la presencia de una séptima banda de menor intensidad que migra entre 48.5 y
97 kb y una octava banda entre 436,5-485 kb, estos fragmentos podrian corresponder a
digestion parcial de la enzima I-Ceu-l.

Los resultados de hibridizacién con la sonda hylg, muestran la presencia de una
hibridizacién en forma de barrido tanto en la cepa donante A (TX0016) (Figura 12, panel
B, linea 2) como en la transconjugante TX1330RF A-1 (Figura 12, panel B, linea 3) que no
corresponde a ninguna de las bandas que hibridizan con la sonda correspondiente a la
RNAr 23S, lo cual sugiere la presencia de diferentes formas del plasmido portador del gen
hylesm. Adicionalmente, en la cepa receptora TX1330RF no se observa la aparicion de
ninguna sefal de hibridizacién (Figura 12, panel B, linea 4). Por lo tanto, los resultados
provenientes de las metodologias PFGE empleando digestién con la nucleasa S1 y I-Ceu-|
confirman que la cepa A de E. faecium (TX0016) es portadora de un megaplasmido que
contienen el gen hylg, y que este plasmido puede ser transferido a otras cepas de E.

faecium por conjugacion.
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9.1.4 Transferencia de los genes de resistencia a eritromicina y HLR-STR partir de la cepa
donadora A (TX0016)

Los resultados provenientes de las CIM a eritromicina y a HLR-STR de la cepa
transconjugante TX1330RF A-1, sugieren que estos determinantes genéticos fueron
transferidos en el proceso de conjugacién, de la cepa de origen clinico A (TX0016) a la
cepa receptora (TX1330RF). Por lo tanto, se construyeron sondas correspondientes a los
genes que comunmente codifican resistencia a eritromicina [erm(B)] y HLR-STR [ant(6’)-/]
y la cepa donadora A (TX0016), la receptora (TX1330RF) y la transconjugante (TX1330RF
A-1) se hibridizaron con estas sondas (Figura 13, panel, B-C). Los resultados de la
hibridizacién proveniente del DNA digerido con la enzima Smal de la cepa donadora A
(TX0016) y la cepa transconjugante (TX1330RF A-1) mostraron la presencia de tres bandas
con diferentes pesos moleculares cuando se hibridizaron con estas dos sondas (Figura 13,
panel By C linea 2 y 3). Por el contrario, en la hibridizacion con el gen hylg, en la cepa
donadora A (TX0016) y en la transconjugante (TX1330RF A-1) se observé una banda Unica,
presente en estas dos cepas que se encontraba localizada entre 194 y 242.5 kb (Figura 13,
panel A linea 2 y 3); en la cepa recipiente (TX1330RF) no se detectd ninguna banda con
ninguna de las sondas evaluadas (Figura 13, panel A, linea 4). Estos resultados, sugieren
gue los genes que codifican resistencia a eritromicina [erm(B)] y HLR-STR [ant(6’)]
probablemente se encuentran en un elemento genético diferente al plasmido portador

del gen hylgfm.
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Figura 13. Resultados de PFGE de la cepa A (TX0016) y sus derivadas empleando la enzima Smal y
Southern blot con sondas dirigidas a los genes (A) hylg, (B) erm(B) y (C) ant(6)-I . Linea 1. Marcador de
peso molecular lambda; 2. Cepa A (TX0016); 3. Transconjugante, TX1330RF-Al en la cual el gen hylg;, fue
transferido de la cepa A; 4. Receptora TX1330RF. Las flechas que sefialan las bandas de la foto de PFGE
indican donde hibridiza la sonda hylg,. Los resultados provienen diferentes geles, los cuales se transfirieron
a membranas que fueron hibridizadas con las sondas antes descritas

9.2. Un plasmido portador del gen hylg, también fue transferido de la cepa clinica
donadora B (ERV99) aislada de un paciente Colombiano

9.2.1 Resultados de la conjugacion in vitro entre la cepa clinica B E. faecium (ERV99) y la
cepa de E. faecium receptora TX1330RF

Previamente se demostré que el plasmido portador del hylgm, proveniente de un cepa
clinica de E. faecium (TX0016) fue transferible por conjugacion, por lo tanto, se evalud si
la cepa B E. faecium (ERV99) perteneciente al CC17 pero de diferente origen geografico

era capaz de transferir este tipo de plasmidos por conjugacion a la cepa TX1330RF. Para
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ello, se escogié como donante el aislamiento clinico denominado ERV99 proveniente de
un paciente Colombiano, que pertenece al ST18 por MLST, es resistente a vancomicina,
eritromicina y presenta altos niveles de resistencia a gentamicina y estreptomicina.

El ensayo de conjugacion in vitro entre la cepa donadora B (ERV99) y la receptora
(TX1330RF) se realizé de la misma forma previamente descrita (metodologia seccién
8.2.2.2.3), pero se utilizé vancomicina y gentamicina como método de seleccién para la
obtencién de las colonias transconjugantes. En este ensayo la eficiencia de la conjugacién
para vancomicina fue de 5.4x10” transconjugantes por donador y para HLR-GEN 5.5x10~
transconjugantes por donador. De estas colonias obtenidas, diez de ellas fueron positivas
para el gen hylgy y se escogieron dos que fueron evaluadas por PFGE-Smal, las cuales
presentaron dos fenotipos diferentes: i) la transconjugante TX1330RF B-1 (Figura 14,
panel A, linea 4) con un perfil electroforético similar a la recipiente TX1330RF (Figura 14,
panel A, linea 2), con la adquisicion de una banda adicional localizada entre 145 y 242.5
kb y ii) la transconjugante TX1330RF B-2, (Figura 14, panel A, linea 5) presentd un perfil
similar a la receptora TX1330RF pero con la adquisicion de dos bandas adicionales
localizadas entre 145.5 y 194 kb.

En la Tabla 5 se presentan los resultados de las CIM de las cepas transconjugantes
evaluadas; la transconjugante TX1330RF B-1 adquirié la resistencia a vancomicina (128
ug/ml), eritromicina (> 512 pg/ml), HLR-GEN (>500 pg/ml) y HLR-STR (>2000 pg/ml)

mientras que la TX1330RF B-2 solo presentd resistencia a vancomicina (>256 pg/ml )y
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HLR-GEN (>500 pg/ml), resultados que podrian sugerir la transferencia de la resistencia a

las cepas transconjugantes por medio de elementos extra-cromosomales (Tabla 5).
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Figura 14. PFGE empleando la digestion enzimatica con Smal, la nucleasa S1 y I-Ceu-l y los respectivos
“Southern blot”. Panel A. Digestion con Smal de las cepas de E. faecium. Panel B. Digestion con la nucleasa
S1-PFGE de la cepas de E. faecium e hibridizacion con la sonda hylgs,. Los plasmidos se muestran como
bandas linearizadas que han sido hibridizadas con el gen hylg, y se observan sefialados con flechas en la
figura del gel. Panel C. PFGE empleando digestidn con la enzima I-Ceu-l e hibridizacién con la sonda control
23S RNAr y hylgsm. 1. Marcador de peso molecular; 2. TX1330RF; 3. Cepa B (ERV99); 4. TX1330RF B-1; 5.
TX1330RF B-2. La figura estd compuesta por geles y diferentes membranas provenientes de varios
experimentos.
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9.2.2 Estudio del plasmido portador del gen hylgm en E. faecium cepa B (ERV99) y en las
transconjugantes TX1330RF B-1, B-2 empleando la enzima nucleasa S1

Los plasmidos de la cepa ERVI9 vy las respectivas transconjugantes (TX1330RF B-1, B-2)
fueron estudiados empleando la enzima nucleasa S1. En las diferentes cepas se hallé la
presencia de un megaplasmido que migraban entre 145y 242.5 kb; especificamente en la
cepa colombiana B (ERV99) se hallé un megaplasmido que corria entre 145-194 kb (Figura
14, panel B, linea 3), en la receptora TX1330RF (194-242.5 kb) (Figura 14, panel B, linea 2)
y en las transconjugantes TX1330RF B-1, B-2 (145- 242.5 kb) (Figura 14, panel B, linea 4y
5). Adicionalmente, se observo la presencia de varios pldsmidos de menor tamafio (entre
48,5 y 97 kb) tanto en la donante como en las transconjugantes (Figura 14, panel B, lineas
3, 4, 5). En la transconjugante TX1330RF B-1 se detectd un plasmido de un tamafio mayor
tamafio que migraba entre 194-242.5 kb (Figura 14, panel B, linea 4) diferente al que
presentaba la cepa donadora B (ERV99) el cual hibridizé con la sonda hylgsy; se destaca
ademas en la transconjugante TX1330RF B-2 (Figura 14, panel B, linea 5), la presencia de
dos plasmidos uno que corresponde al mismo tamaiio del pldsmido detectado en la cepa
donadora B (ERV99) y otro que migra entre 145.5- 194 kb los cuales hibridizaron con el
gen hylgm (Figura 14, panel B, linea 5). Tomando en conjunto estos resultados, se sugiere
que el gen hylgy se encuentra localizado en un megaplasmido en el aislamiento clinico de
E. faecium ERV99 proveniente de un paciente de Colombia el cual también fue

transferible por conjugacién; en este proceso probablemente se generaron re-arreglos
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genéticos que generaron la produccion de duplicaciones las cuales pueden ser causadas

por el movimiento del transposones en los cuales hylgsm, se podria encontrar asociado.

Tabla 5. Concentraciones inhibitorias minimas (CIM) para E. faecium

Cepas Presencia CIMs (pg/ml) ® HLR P
del gen AMP VAN ERY GEN STR
hylgm
B (ERV99) + 256 512 >512 + +
TX1330RF B-1 + 1 128 >512 + +
TX1330RF B-2 + 1 256 0.25 + -
TX1330RF - 1 0.5 0.5 - -

® CIM para : AMP, (ampicilina); VAN, (vancomicina), ERY, (eritromicina), b; HLR- GEN, (altos-niveles de
resistancia para gentamicina), bHLR-STR, (altos-niveles de resistencia para estreptomicina). La cepa B
E. faecium (ERV99): donadora del plasmido portador del gen hyle,; Cepa E. faecium receptora: TX1330RF;
Las cepas E. faecium transconjugantes obtenidas de la conjugacidén in vitro entre las donantes y las
receptoras descritas previamente, las cuales se denominaron TX1330RF B-1, TX1330RF B-2.

9.2.3 Confirmacidon de la presencia extracromosomal del gen hylg, empleando la
digestion con la enzima I- Ceu-l y PFGE

La localizacidon extracromosomal del gen hylgsm, fue confirmada por medio de la enzima I-
Ceu-l, en las cepas transconjugantes (TX1330RF B-1, B-2) (Figura 14, panel C, linea4y5)y
en la cepa donadora B (ERV99) (Figura 14, panel C, linea 3). Tanto en las transconjugantes
como en la receptora se observé la presencia de una séptima banda de menor intensidad,

caracteristica similar a la observada en la transferencia del plasmido hylgs, proveniente de
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la cepa A (TX0016) previamente descrito en la seccidn anterior. Los resultados de la
hibridizacion con la sonda hylg, muestran en la cepa donadora B (ERV99) una banda
entre 145.5-194 kb (Figura 14 panel C, linea 3), mientras que en la transconjugante
TX1330RF B-1, una banda que migraba entre 194-242.5 kb (Figura 14 panel C, linea 4). En
la TX1330RF B-2 se identificaron dos bandas que migraban entre 145.5-194 kb (Figura 14,
panel C, linea 5) y en la cepa receptora TX1330RF no se detectaron bandas que
hibridizaban con la sonda hylgm,. Las bandas observadas tanto en la donadora B (ERV99)
como en las transconjugantes (TX1330RF B-1, B-2) no correspondieron a las bandas que
hibridizaban con la sonda 23S RNAr, confirmando la localizacién extracromosomal de
hylgsm. Por lo tanto, tomando en conjunto los resultados de PFGE empleando digestion
con la nucleasa S1 y I-Ceu-l se confirma que la cepa Colombiana de E. faecium ERV99,
también es portadora de megaplasmidos que contienen el gen hylgm, y que pueden ser
transferidas a otras cepas de E. faecium por conjugacion.

9.2.4 Transferencia de los genes de resistencia a eritromicina, HLR-STR, HLR-GEN y
vancomicina a partir de la cepa donadora B (ERV99)

Los resultados obtenidos de las CIM de la cepa transconjugante (TX1330RF B-1)
mostraron que la resistencia a eritromicina, HLR STR, HLR-GEN y vancomicina fue
transferida a partir de la cepa donadora B (ERV99) a la cepa receptora TX1330RF. En la
transconjugante TX1330RF B-2 solo se detectd transferencia de resistencia a HLR-GEN y
vancomicina y no se encontro resistencia a eritromicina y HLR-STR. Por lo tanto, estos

resultados indican que adicionalmente al gen hylgy, genes de resistencia a diferentes
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antibidticos podrian estar presentes en el mismo plasmido. Con el objetivo de evaluar
esta hipdtesis, el DNA de las cepas donadoras, transconjugantes y receptoras se digirid
con la enzima Smal, se corriéd en un gel de PFGE, se transfiri6 a una membrana y se
hibridizé con sondas correspondientes para los genes mas comunmente asociados con
resistencia a eritromicina [erm (B)], vancomicina (vanA), HLR-GEN[aac(6’)-aph(2”’)] y HLR-
STR [ant(6’)-1] en E. faecium y adicionalmente se evalud una sonda para el gen hylgn.

Los resultados de las hidridizaciones con las sondas erm(B) y ant(6’) mostraron que la
cepa donadora B (ERV99) y la transconjugante TX1330RF B-1 presentaron diversas bandas
de distintos pesos moleculares, las cuales fueron claramente diferentes de las bandas que
hibridizaban con la sonda correspondiente al gen hylgs, sugiriendo localizacion de estos
genes [erm(B) y ant(6’)] en un elemento extra-cromosomal diferente al plasmido
portador del gen hylgm(Figura 15, panel D y E, linea 2 y 3). En la transconjugante
TX1330RF B-2, no se observd hibridizacidon con ninguna de las sondas erm(B) y ant(6’),
resultados que se correlacionan con la susceptibilidad a eritromicina y HL-SRT obtenida
en las CIM (Figura 15, panel D y E linea 4); igualmente no se detecté hibridizaciéon con
estas sondas en la cepa receptora TX1330RF (Figura 15, panel D y E linea 5). Cuando se
hidridizé con la sonda hylgm en la cepa donadora B (ERV99) (Figura 15, panel A, linea 2) se
observé una banda que migraba entre 145.5 y 194 kb mientras que en la cepa
transconjugante TX1330RF B-1 se obtuvo la presencia de una sola banda que entre
localizada 194-242.5 kb, (una banda de mayor tamafio que la presente en la donador B,

ERV99) (Figura 15, panel A, linea 3). En la transconjugante TX1330RF B-2 se observaron
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dos bandas que corrieron entre 145.5 y 194 kb (una de estas bandas migraba al mismo
nivel que la banda presente en la cepa donadora B) (Figura 15, panel A, linea 4); mientras
gue en la cepa receptora TX1330RF no se observd la presencia de ninguna banda que
hibridizé con la sonda hylgm. Los patrones de hibridizacidn sugieren que los genes erm(B)
y ant(6’)-1 se localizan probablemente en un elemento genético diferente al que se
encuentra el gen hylgy, en la transconjugante TX1330RF B-1 mientras que la cepa
TX1330RF B-2, no adquirid el elemento genético portador de estos genes.

Los resultados de las hibridizaciones en la cepa donadora B (ERV99) con las sondas vanA,
aac(6’)-aph(2”) y hylgm mostraron un patron de hibridizacion similar que hibridizaba con
estas tres sondas donde se observaba una banda que migraba entre 145.5 y 194 kb
(Figura 15 panel A, B, C linea 2). La cepa transconjugante TX1330RF B-1 también presenté
un patrén de hibridizacién similar con estas tres sondas, pero al compararse con la cepa
donadora B (ERV99) la banda migré entre 194 y 242.5 kb (Figura 15 panel A, B, C linea 3).
Adicionalmente, la transconjugante TX1330RF B-2 mostrd un patrén de hibridizacion
similar con las sondas hylgm, y vanA el cual se caracterizo por la presencia de dos bandas
gue corrian entre 145.5 y 194 kb, mientras que con la sonda aac(6’)-aph(2”’) solo se
observaba la hibridizaciéon en una banda de menor tamafio (Figura 15, panel B, C linea 4).
Tomando en conjunto, los resultados provenientes de la transferencia del plasmido
portador del gen hylgs, proveniente de una cepa de origen clinico colombiana resistente a
multiples antibidticos (ERV99), se demuestra que los genes de resistencia a vancomicina y

gentamicina se co-transfirieron con el plasmido portador del gen hylg, en la
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tranconjugante TX1330RF B-1 y por lo tanto este grupo de genes se encuentra localizado
muy probablemente en el mismo elemento genético.

Figura 15.
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Figura 15. Resultados provenientes de PFGE de la cepa B (ERV99) y sus derivadas empleando la enzima
Smal e hibridizaciones con sondas dirigidas a los genes (A) hylg, (B) vanA, (C) acc(6’)-aph(2”), (D) erm(B)
y (E) ant(6)-1. 1. Marcador de peso molecular lambda; 2. Cepa B (ERV99); 3. Transconjugante, TX1330RF-B1
en la cual el gen hylg, fue transferido de la cepa B, presenta resistencia a vancomicina, eritromicina, HLR-
GEN y estreptomicina; 4. transconjugante, TX1330RF-B2 en la cual el gen hylg,, fue transferido de la cepa B,
presenta resistencia a gentamicina y vancomicina; 5. Receptora TX1330RF, susceptible a todos los
antibidticos evaluados. Las flechas que sefialan las bandas de la foto de PFGE indican donde hibridiza la
sonda hylgm. Los resultados provienen de diferentes geles, los cuales se transfirieron a las membranas que
fueron hibridizadas con los genes antes descritos.

9.3. El plasmido portador del gen hylg, también fue transferido de la cepa C de E.
faecium donadora C (C68)

9.3.1 Transferencia del plasmido portador del gen hylg;, de la cepa clinica C E. faecium
(C68) a la cepa de E. faecium receptora D344SRF

El plasmido portador del gen hylg, proveniente del aislamiento de E. faecium resistente a
vancomicina, de origen clinico perteneciente al CC17 (ST16) fue previamente transferido
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por conjugacion in vitro a la cepa de laboratorio E. faecium D344SRF por el grupo del Dr
LB Rice (23) y las cepas donante (C68), transconjugante (D344SRF C-6) y receptora
(D3444SRF) fueron enviadas a nuestro laboratorio para su posterior caracterizacién. En la
Figura 16 se presenta el perfil electroforético de la cepa donadora C (C68) (Figura 16,
linea 2), la transconjugante D344SRF C-6 (Figura 16, linea 3) y la receptora (Figura 16,
linea 4), obtenido por PFGE-Smal. La cepa receptora (D344SRF) y la transconjugante
(D344SRF C-6) presentan un pulsotipo idéntico que no permite diferenciar la presencia de
un posible elemento extra-cromosomal adicional en la transconjugante, resultado que
podria sugerir la ausencia de un sitio de restricciéon Smal en el plasmido portador del gen
hylesm proveniente de la cepa donadora C (C68). En cuanto a los perfiles de resistencia a
los antibidticos evaluados en estas cepas, se observa que la resistencia a vancomicina
presente en la cepa donadora C (256 ug/ml) no fue transferida a la cepa transconjugante
D344SRF C-6 (2 pg/ml) mientras que la resistencia a HLR-GEN si se transfirid. Por otra
parte, no se puede definir con exactitud si ocurrié la transferencia de la resistencia a
eritromicina y HLR-STR a la cepa transconjugante debido a que la cepa receptora D344SRF

es resistente a estos dos antibidticos (Tabla 6).
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Figura 16.

242.5

145.5

48.5

Figura 16. Resultados de PFGE-Smal de las cepas E. faecium C68, D344SRF y D344SRF C-6. 1. Marcador de
peso molecular; 2. Cepa donadora C E. faecium C68; 3. Cepa receptora E. faecium D344SRF; 4. Cepa
transconjugante E. faecium D344SRF C-6 proveniente de la conjugacion in vitro entre la donante C (C68) y la
receptora D344SRF.

9.3.2 Aislamiento del plasmido portador del gen hylg,, por extracciéon utilizando un
gradiente de densidad con cloruro de cesio

El plasmido portador del gen hylgs, habia sido previamente transferido por conjugacion in
vitro de la cepa donadora C (C68) a la cepa de laboratorio D344SRF obteniéndose la
transconjugante D344SRF C-6 (TC6) (23) (Tabla 6). Con el fin de confirmar la presencia de
este plasmido en la cepa transconjugante D344SRF C-6 se realizd la extraccidén de estos
plasmidos utilizando la metodologia de gradiente de densidad y cloruro de cesio. Una vez
obtenido, se efectud la digestidn con la enzima de restriccién EcoR |, se corrid en un gel
de agarosa, se transfirio a una membrana de nylon y se hibridizé con la sonda hylg,. Se
observé la presencia de una sefal, la cual hibridizaba en un fragmento de un tamaiio ca
12 kb (Figura 17), indicando de esta manera que el gen hylg, estaba localizado en un

pldsmido y no a nivel cromosomal en la cepa transconjugante D344SRF C-6. Esta
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metodologia se utiliz6 como una herramienta complementaria para la confirmacién de la

localizacion extra-cromosomal este plasmido.

Tabla 6. Concentraciones inhibitorias minimas (CIM) para E. faecium

Cepas Presencia CIMs (pg/ml) ? HLR P
del gen AMP VAN ERY GEN STR
hylggm
ce8 + 128 256 >512 + +
D344SRF C-6 + <0.25 2 >512 + +
D3444SRF - <0.25 2 512 - +

® CIM para : AMP, (ampicilina); VAN, (vancomicina); ERY, (eritromicina); °HLR- GEN, (altos-niveles de
resistancia para gentamicina); bHLR-STR, (altos-niveles de resistencia para estreptomicina). Cepa C
E. faecium (C68): donadora del plasmido portador del gen hylg,; Cepa E. faecium receptora: D344SRF; Cepa
de E. faecium transconjugante D344SRF C-6 obtenida de la conjugacion in vitro entre la donante y la
receptora descritas previamente
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Figura 17.
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Figura 17. Panel A. Electroforesis en gel de agarosa del plasmido portador del gen hylg, digerido con la
enzima EcoRlI e hibridizacién con la sonda correspondiente al gen hyl,. El plasmido fue aislado de la
transconjugante D344SR C-6, (proviene de la conjugacion empleando como donador el aislamiento clinico
de E. faecium C (C68) y la cepa de laboratorio receptora E. faecium D344SRF) mediante la técnica de
gradiente de densidad con cloruro de cesio. Panel A. Gel de agarosa correspondiente al pldsmido digerido
con la enzima EcoRlI. 1. Marcador de peso molecular 1 Kb, 2. Plasmido digerido con la enzima EcoR I. Panel
B. 2’ “Southern blot” del mismo gel hidridizado con la sonda hylgy,.

9.3.3 Estudio del plasmido portador del gen hylgy, en la cepa donadora C (C68) y la
transconjugante D344SRF C-6 empleando PFGE-S1 y confirmacién con PFGE y I-Ceu-I

Con el fin de confirmar el tamafio del plasmido portador del gen hylgsmy, la cepa donante C
(C68), la receptora D344SRF y la transconjugante D344SRF C-6 se evaluaron por PFGE-S1
(Figura 18 panel A linea 2,3,4). Se observa la presencia de plasmidos que migraban entre
48 y 97 kb en las tres cepas evaluadas, pero se resalta la presencia de una banda que
migraba al mismo nivel tanto en la donadora C (C68) como en la transconjugante
(D344SRF C-6) la cual se encontraba entre 194 y 242.5 kb (tamafio aproximado 220 kb)
(Figura 18, panel A, linea, 2 y 3) y se destaca la ausencia del mismo megaplasmido en la
cepa receptora D344SRF (Figura 18, panel A, linea 4). Los resultados de la hibridizacion

con la sonda correspondiente al gen hyg, mostraron la presencia de sefial en la banda
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gue migraba entre 194 y 242.5 kb en la cepa donadora (C68) y en la transconjugante
(D344SRF C-6) pero no en la cepa receptora D344SRF.

Adicionalmente, la localizacidn extra-cromosomal del gen hylgs, fue confirmada utilizando
la técnica de digestién enzimatica I-Ceu-l acoplada a PFGE e hibridizaciéon con la sonda
hylesm y con la sonda de control especifica para el RNAr 23S (Figura 18, panel B). Con esta
sonda de control se observa la presencia de 6 bandas correspondientes a las 6 copias del
gen rrn en E. faecium en las tres cepas estudiadas, mientras que con la sonda hylgm, se
obtiene la presencia de un barrido que no aparece en ninguna de las bandas que
hibridizan con la sonda correspondiente al RNAr 23S tanto en la cepa donadora C (C68)
(Figura 18, panel B, linea 2) como en la transconjugante (D344SRF C-6) (Figura 18, panel
B, linea 3) caracteristica que podria sugerir la presencia de diferentes formas del plasmido
portador del gen hylg, (Figura 18, panel B, linea 3). En la cepa receptora (D344SRF) no se
observo la aparicion de ninguna banda (Figura 18, panel B, linea 4). Por lo tanto, tomando
en conjunto los resultados provenientes de las metodologias de extraccidn de plasmidos
con gradiente de densidad con cloruro de cesio y PFGE-S1 y PFGE y I-Ceu-l, se confirma
que el gen hylgy, se encuentra en un megaplasmido y que este es transferible por

conjugacion otras cepas de E. faecium.
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Figura 18.
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Figura 18. Panel A. Electroforesis en gel de agarosa del plasmido portador del gen hyl, digerido con la
enzima S1 e hibridizacion con la sonda correspondiente al gen hyl,. Panel A. Digestion con la nucleasa
S1-PFGE de la cepas de E. faecium e hibridizacién con la sonda hylg,. Los plasmidos se muestran como
bandas linearizadas que han sido hibridizadas con el gen hylg, y se observan sefialados con flechas en la
figura del gel. Panel B. PFGE empleando digestion con la enzima I-Ceu-I e hibridizacién con la sonda control
RNAr 23Sy hylgm. 1. Marcador de peso molecular; 2. Cepa C (C68); 3. Cepa transconjugante D344SRF C-6;
4. Cepa receptora D344SRF
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10. DISCUSION CAPITULO |

Los enterococos son microorganismos que se caracterizan por su capacidad de
intercambiar material genético y para ello uno de los mecanismos utilizado es la
conjugacién, que se define como la transferencia de DNA de una bacteria donadora a una
receptora, por un proceso que involucra un contacto cercano entre dos células (330).
Desde el punto de vista clinico, el proceso de conjugacidn es un mecanismo de gran
importancia, debido a que cepas de origen nosocomial (generalmente poseen varios
plasmidos que codifican determinantes de resistencia antibidtica) pueden participar en la
transferencia horizontal de estos determinantes in vivo, generando la diseminacién de
genes de resistencia a antibiéticos o de factores de virulencia tanto intra como inter
especies (331). En enterococos, una gran variedad de plasmidos y transposones se han
identificado como los plasmidos conjugativos que responden a feromonas en E. faecalis,
los cuales han sido ampliamente estudiados incrementando el conocimiento a nivel del
comportamiento de los elementos moéviles en bacterias (331).

Diferentes estudios han mostrado la asociacién entre cepas de E. faecium pertenecientes
al CC17 con infecciones clinicas y brotes hospitalarios alrededor del mundo (27). Estas
cepas se han caracterizado por resistencia a algunos antibidticos y por la presencia de
determinantes de virulencia. En este trabajo se demostré que plasmidos portadores del

gen hylgm presentes en tres cepas de E. faecium de diferentes origenes geograficos,
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pertenecientes al CC17 que portaban diferentes marcadores de resistencia los cuales
fueron transferidos por conjugacion a diferentes cepas receptoras de E. faecium.
Adicional-mente, los megaplasmidos provenientes de estas cepas fueron estudiados por
PFGE e hibridizacion empleando la enzima nucleasa S1 la cual permite una adecuada
deteccion, linearizacidn y estimacion del tamafio de megaplasmidos (321).

Se ha descrito asociacién similar entre aislamientos de E. faecium pertenecientes al CC17
y el gen espgm (variante de esp en E. faecium), gen que también se transfiere por
procesos conjugativos entre aislamientos de enterococos (332). Sin embargo, a diferencia
del gen hylgm que se encuentra localizado en plasmidos, el gen esp se encuentra en una
isla de patogenicidad en el cromosoma de E. faecalis y de E. faecium (29). Es asi como,
Oancea y colaboradores han demostrado la transferencia del gen espgm, desde el
cromosoma de una cepa de E. faecium donadora a una cepa de E. faecium receptora, por
la integracién de este gen en un plasmido conjugativo. Por el contrario, en E. faecalis la
movilizacion del gen esp fue producida por transferencia del gen del cromosoma de la
cepa donadora al cromosoma de la cepa receptora (332). En el caso especifico de las
cepas de E. faecium evaluadas en este estudio, el gen hylgs, mantuvo la localizacion extra-
cromosomal al transferirse como plasmido de cada una de las cepas donadores (A, By C)
a las cepas receptoras establecidas TX1330RF y D344RSR.

Los pulsotipos obtenidos por PFGE empleando la enzima de corte infrecuente Smal
mostraron que la cepa receptora D344SRF y su respectiva transconjugante D344SRF C-6

presentaron un patron electroforético idéntico, en el cual no se evidencié una banda que
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pueda sugerir la presencia del plasmido portador del gen hylg, en la cepa
transconjugante (D344SRF C-1). Sin embargo, cuando se utilizdé la enzima S1 en la cepa
donadora C (C68) y en la transconjugante D344SRF C-6 se detectd la presencia de un
pldsmido que migraba entre 194 y 242.5 kb (con un tamafio aproximado de ~220 kb) que
se encontrd tanto en la cepa donadora como en la transconjugante, el cual al ser
hibridizado con la sonda para el gen hylgm generd una sefial positiva en estas dos cepas.
Estos resultados fueron confirmados con PFGE y I-Ceu-l, con esta metodologia se
detectaron diversas bandas presentes en la cepa donadora como en la transconjugantes
que hibridizén con la sonda del gen hylgm, estas bandas no coincidian con las 6 bandas
cromosomales obtenidas al hibridizar con la sonda control RNAr 23S sugiriendo la
presencia extracromosomal de gen hylgs, en estas cepas.

Los resultados obtenidos previamente con las enzimas de restriccién fueron confirmados
cuando estas cepas (TX0016 y TX1330RF A-1) fueron digeridas con la enzima S1 e
hibridizadas con la sonda hylgm,. Se observd una banda que correspondia al plasmido
linearizado que migraba entre 242.5 y 291 kb (con un tamafo aproximado de ~250 kb)
tanto en la cepa donadora A (TX0016) como en la cepa transconjugante (TX1330RF A-1)
cuando se realizé la digestién con la enzima Notl. Por lo tanto, tomando en conjunto los
resultados de PFGE con la enzima de restriccién de corte infrecuente (Notl) y PFGE-S1, se
resalta la presencia de un plasmido portador del gen hylgm, en esta cepa con un tamafio

aproximado de ~250 kb.
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Es interesante anotar, que la cepa receptora también presentaba un plasmido que
migraba entre 194 y 242.2 kb que no hibridizaba con la sonda para el gen hylgm, sin
embargo, en el proceso de transferencia del plasmido portador del gen hylgm, dicho
pldsmido se perdié probablemente por incompatibilidad de plasmidos en la célula. Este
fendmeno de incompatibilidad de plasmidos se define como la imposibilidad que dos
pldsmidos co-residentes en una célula puedan ser heredados de manera estable en
ausencia de una seleccion externa (333). Los plasmidos pueden ser incompatibles por que
en alguna actividad esencial para su sobrevivencia como la replicacién o la segregacion no
pueden distinguirse unos de otros. La incompatibilidad depende del hecho que los
distintos miembros de un mismo grupo poseen el mismo tipo de sistema de control del
numero de copias y de reparto de dichas copias a las células hijas. En cada célula con dos
plasmidos distintos del mismo grupo de incompatibilidad, el nimero total de copias no
varia, pero por fluctuaciones aleatorias en el reparto, algunas células heredan mas copias
de uno de los plasmidos que del otro y después de varias generaciones aparecen células
carentes de uno o del otro plasmido. Por ello, existen grupos de genes que controlan de
una manera muy estricta este proceso de particidn, el sistema mas conocido estd
formado por el gen parA (codifica para una ATPasa) y parB (codifica para proteina de
unién al centrémero). La proteina ParB es producida y se une activamente a una region
de 43 bp de repeticiones invertidas en el plasmido, posteriormente ParA interacciona
especificamente con ParB formando una estructura en forma de filamento (estructura

similar a la actina) que separa cada uno de los plasmidos localizdndolos en el polo de la
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célula, generando de esta manera que se ubiquen distantes uno del otro, para que en el
proceso de replicacion de la célula sean segregados adecuadamente (334, 335).

En los experimentos de conjugacién in vitro se destaca la adquisicién y la co-transferencia
del plasmido portador del gen hylg, con genes de resistencia a antibidticos de uso
frecuente a nivel clinico. Con los resultados obtenidos en este trabajo se puede afirmar
qgue i) los genes de resistencia evaluados [vanA, aac (6°)-aph(2’), erm(B), ant(6)-1] se
transfieren con el plasmido portador del gen hylgm, en una frecuencia relativamente alta,
ii) los genes de resistencia a vancomicina (vanA) y los genes que confieren resistencia a
HLR-GEN [aac (6’)-aph(2’)] en la transconjugante TX1330RF B-1 se encontraron fisica-
mente unidos y muy probablemente se localizan en el mismo plasmido portador del gen
hylesm, iii) los genes erm(B) y ant(6)-1 (que confieren resistencia a eritromicina y HLR-STR)
posiblemente se encuentran localizados en otro plasmido, sin embargo estos genes se co-
transfieren con el gen hylgm. Los resultados de PFGE e hibridizacion con estas sondas
(erm(B) y ant(6)-1) mostraron la presencia de varias bandas en forma de barrido en la
transconjugante TX1330RF B-1, sugiriendo que el elemento genético donde se
encuentran estos genes no fue digerido por la enzima Smal debido, probablemente este
pldsmido no presenta sitio de restriccion para Smal, iv) re-arreglos de DNA en la region
hyleggm y en vanA de las cepas transconjugantes TX1330RF B-1 y B-2 posiblemente
ocurrieron durante el proceso de conjugacién, produciendo cambios genéticos
probablemente ocasionadas por el movimiento de transposones en los cuales los genes

hylgsm, vanA y vanB se han visto implicados (22, 336, 337). Adicionalmente, en la
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transconjugante TX1330RF B-2 se detectd la presencia de dos plasmidos portadores del
gen hylgm y del gen vanA, sugiriendo que los plasmidos se replicaron pero no se
segregaron adecuadamente.

Diversos reportes han mostrado que los transposones conjugativos son elementos
genéticos muy importantes en la evolucién bacteriana debido a que permiten la
diseminacién de genes inclusive entre organismos no relacionados (338, 339). Estos
transposones conjugativos pueden generar deleciones, inserciones y re-arreglos los
cuales pueden ser el sustrato para la recombinacién homéloga, asi como también pueden
transferir genes de resistencia antibiética a microorganismos patégenos (338, 339). De la
misma manera, algunos estudios han demostrado que la conjugacién es un mecanismo
comun entre los enterococos para la transferencia eficiente del grupo de genes vanA
(104, 130, 340, 341). Es asi como Heaton y colaboradores han demostrado re-arreglos
genéticos en plasmidos portadores de transposones que presentan el grupo de genes
vanA. Estos autores reportaron un plasmido de 92 kb (pHKK701) el cual se formé por la
transferencia de un fragmento de 39 kb (portador del gen erm(B) y del Tn1546
proveniente del plasmido pHKK702), al plasmido conjugativo respondedor a feromonas
pHKK703 presente en E. faecium; generando de esta manera un plasmido capaz de
diseminarse a diferentes cepas de E. faecium gracias a sus capacidad de transferencia y a
los determinantes genéticos tanto de resistencia como de virulencia adquiridos (342).
Tomando en conjunto los resultados obtenidos se puede concluir que cepas de E.

faecium presentan megaplasmidos portadores del gen hylgsm, los cuales son capaces de
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co-transferirse con marcadores de resistencia a antibidticos, estrategia que podria ser
muy util para la diseminacion exitosa de estos microorganismos en ambientes

hospitalarios.
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11. CONCLUSIONES CAPITULO |

El plasmido portador del gen hylg, proveniente del las cepas A (TX0016), B
(ERV99) y C (C68) es transferible por conjugaciéon a las cepas de E. faecium

D344SRF y TX1330RF.

Las cepas de E. faecium A (TX0016), B (ERV99) y C (C68) son portadoras de
megapldsmidos con un tamaifo mayor a 145 kb, los cuales co-residen con

pldsmidos de menor tamanio (48.5-97 kb).

El plasmido portador del gen hylgm proveniente de la cepa E. faecium A (TX0016)
tiene un tamafio aproximado de 250 kb, presenta un sitio de corte para la enzima

Notl y mds de un sitio de restriccidn para las enzimas Smal y Apal.

El plasmido portador del gen hylgm proveniente de la cepa E. faecium A (TX0016)
se co-transfiere junto con genes de resistencia a eritromicina y HLR-STR vy
probablemente estos genes se encuentran en un elemento genético diferente al

plasmido hylgsm.

El plasmido portador del gen hylgsm, proveniente de la cepa E. faecium B (ERV99) se
co-transfiere con genes de resistencia a eritromicina, vancomicina, HLR-GEN vy

HLR-STR

El gen hylgm de la cepa E. faecium B (ERV99) probamente se encuentra en el

mismo plasmido que el gen de resistencia a vancomicina vanA.
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7. El plasmido portador del gen hylg, proveniente de la cepa E. faecium C (C68)

presenta un tamafio aproximado de 220 kb.
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CAPITULO II
EL PLASMIDO PORTADOR DEL GEN hylgf,, TIENE UN EFECTO EN VIRULENCIA EN LOS
MODELOS ANIMALES PERITONITIS E INFECCION URINARIA
13. RESULTADOS

13.1. Analisis computacionales de la region hylg,

El gen hylgm, esta localizado en un plasmido de un tamafio aproximado ~250 kb en la cepa
de E. faecium (TX0016). Este plasmido se caracteriza por presentar una region de
aproximadamente ~ 20 kb, denominada regidn hylgm, la cual esta formada por un grupo
de genes implicados en metabolismo y transporte de carbohidratos, asi como también
posee genes que presentan homologia con sistemas reguladores de dos componentes
(Figura 1) (22).

Analisis computacionales de la secuencia de la regidn hylg, indican que este sistema de
regulacion presente en el plasmido portador del gen hylgy, esta compuesto por una
proteina de 524 aa con homologia para histidina quinasas, formada por dos dominios
localizados en el carboxilo terminal, uno perteneciente a la superfamilia de histidina
kinasas y el otro a la superfamilia de unién al ATP. El segundo determinante genético es
una proteina de 242 aa, con homologia para un regulador de respuesta el cual pertenece
a a la familia de reguladores transcripcionales AraC. Esta familia de reguladores, se
encuentra ampliamente diseminada a nivel microbiano y presenta diversas funciones
desde metabolismo de carbono, respuesta a stress y patogenesis bacteriana (343). La

proteina AraC, es reguladora del operon L-arabinosa en E. coli y fue la primera de esta
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familia identificada, purificada y caracterizada bioquimicamente (344-347). En el carboxilo
terminal se encuentra el dominio perteneciente a la superfamilia AraC, que presenta dos
dominios con estructura de hélice giro hélice, los cuales son requeridos para la unién al
DNA (343); en el dominio amino terminal se encuentra una regién en la cual se realiza la
fosforilacién de la proteina. Estos sistemas de dos componentes son importantes para
multiples funciones puesto que le permiten a la bacteria controlar procesos celulares y
regular la expresién de genes de virulencia, resistencia a antibioticos y genes metabdlicos
gue les ayudan a adaptarse a diversos ambientes bioldgicos (348)(Figura 1).

Figura 1.

Proteina transmembranal Glicosil Glicosil
Transportador de hidrolasa 20* hidrolasa42 — 2*

carbohidratos ABC hylgs,Glicosil
hidrolasa 84*
Transportador de . ..
carbohidratos ABC Hipotetica
Transportador de GMP
carbohidratos ABC sintetasa
Histidina quinasa 1S1476
Regulador de
respuesta \

sus — DACEHDII T DD G
l_T_J l_Y_J \ Y J

Regulacion Transporte Metabolismo

Figura 1. Mapa fisico de la regién hyl., en E. faecium. La funcién putativa de los genes se observa en la
parte superior. Los genes se dividen en tres grupos, implicados en regulacion, transporte y metabolismo.
Estas funciones putativas fueron obtenidas empleando el andlisis por alineamiento de las secuencias de las
proteinas de este grupo de genes, utilizando “The Basic Local Alignment Search Tool, (BLAST) por medio de
la pagina electrénica NCBI (http.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST). Nomenclatura: * familia de Glicosil hidrolasa,
ABC: casette de unidn de ATP, IS: secuencia de insercidn.
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Corriente abajo del sistema de dos componentes, se encuentran cuatro genes implicados
en el transporte de carbohidratos. De estos genes, tres de ellos codifican para proteinas
gue presentan homologia con un transportador de carbohidratos de tipo ABC (casete de
unién a ATP) con caracteristicas de proteinas tipo permeasas. El Gltimo gen de este grupo
codifica para una proteina de 203 aa, con presencia de dominios transmembranales pero
sin ninguna homologia descrita hasta la fecha. El grupo de genes implicados en el
metabolismo de azlcares esta formado por tres genes el primero codifica para: i) una
proteina de 637aa con homologia para una glicosil hidrolasa de la familia 20 (GH20), con
un dominio perteneciente a la superfamilia de las hexoxaminidasas, ii) el segundo gen
codifica para una proteina de 993aa, con homologia para glicosil hidrolasa de la familia
42, con dos dominios glicosidicos y un dominio con homologia para la fraccién pequena
de la B-galactosidasa, iii) el tercer gen codifica para una proteina de 553 aa, inicialmente
descrita como hialuronidasa (Hylesm,) (22), sin embargo, andlisis posteriores indican que
pertenece a la familia 84 de las glicosil hidrolasa y iv) un gen que codifica para una
proteina hipotética de 310 aa la cual no se conoce con claridad su funcién y v) una
proteina de 537 aa con homologia para una GMP sintetasa cuya polaridad es en sentido
opuesto (Figura 1).

El papel bioquimico de la proteina Hylgs,, como enzima involucrada en la degradacién de
glicosaminglicanos (acido hialurénico o condroitin sulfato entre otros) se ha estudiado
por diversos ensayos como degradacion del acido hialurdnico (HA) en plato de agar y

zimografia utilizando diferentes sustratos (HA y condroitin sulfato entre otros), diferente
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pH, con geles denaturados y sin denaturar, y finalmente con el sobrenadante de lisados
celulares (comunicacidn personal Dr Murray). A pesar de estas diferentes aproximaciones
experimentales la actividad de hialuronidasa nunca ha sido detectada en Hylgfn.

Estudios computacionales realizados en este trabajo indican que la proteina (Hylgm)
comparte homologia estructural con la proteina Spy1600 del S. pyogenes con una
identidad del 43.3 % a nivel de aminoacidos y una similaridad del 73 % (349) (Figura 19).
La proteina Spy1600 tiene un dominio putativo de hialuronidasa sin embargo, los ensayos
bioquimicos indican que esta enzima tiene una actividad de B-N-acetyl-glucosaminidasa,
pertenece a familia de las glicosil hidrolasas 84 (GH84) y no presenta actividad de
hialuronidasa (349). Las glicosil hidrolasas son un grupo de enzimas clasificadas en el
sistema numérico como EC 3.2.1 [“enzyme comision”, (EC)]; el cual se basa en agrupar las
enzimas segun las reacciones quimicas que ellas catalizan. Las GH84 hidrolizan enlaces
glicosidicos entre uno o mas carbohidratos o entre carbohidratos y compuestos de origen
diferente a carbohidrato como proteinas. Especificamente la hidrélisis del enlace
glicosidico se hace basado en dos residuos cataliticos: un acido general (donador de
protones) y una base nucleofilica, utilizando el mecanismo de doble desplazamiento
catalitico (350).

La comparacion de la secuencia de algunas enzimas pertenecientes a la familia de las
GH84 (en un alineamiento del dominio hialuronidasa) con Hylgn permitié identificar
residuos importantes en este dominio, los cuales son conservados en las GH84. Dentro de

ellos se encuentran dos aspartatos localizados en el sito activo de las GH84 y los cuales se
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presentan también en Hylgm, (Figura 19). Por lo tanto, con este tipo de evidencia es
posible sugerir que el gen hylg, podria codificar para una B-N-acetyl-glucosaminidasa y
no para una hialuronidasa, siendo las caracteristicas mas notables para soportar esta
afirmacion: i) la homologia estructural con la proteina Spy1600, ii) la similitud en la
organizacién de los genes adyacente a spyl600, iii) carencia de actividad para la
degradacidn de sustratos como HA y condroitin sulfato y iv) residuos conservados en el
dominio hialuronidasa de Hylgs, comparado con otras GH84.

13.2 El plasmido portador de hylg, incrementa la virulencia en el modelo experimental
de peritonitis en ratén.

La transferencia de DNA asociado con la presencia del gen hylg, le confiere a cepas
transconjugantes de E. faecium la habilidad para colonizar el TGl de ratones, capacidad
gue no parece estar relacionada especificamente con la expresién de determinantes de
resistencia a antibidticos (23). La evaluacién de este tipo de elementos genéticos en E.
faecium se hace cada vez mas importante debido a la importancia que ha adquirido en los
ultimos afios esta especie de enterococos, muy probablemente debido a una interaccion
entre factores de virulencia y genes de resistencia los cuales le han permitido diseminarse
exitosamente en ambientes hospitalarios. Por lo tanto, teniendo en cuenta estos
hallazgos descritos previamente, es relevante estudiar el papel del plasmido portador del

gen hylgm en virulencia.
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Figura 19.
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Figura 19. Alineamiento del dominio hialuronidasa de hylg, proveniente de E. faecium cepa A (TX0016) con otras glicosil hidrolasas de la familia 84
(GH84). La secuencia del gen hylg, (resaltada en letras rojas) de la cepa A E. faecium (TX0016) se comparé con las secuencias de la enzimas procariotas
Spy1600 del Streptococcus pyogenes y con las de Bacillus theataiotaomicron y Clostridium perfringens (proteinas que han sido cristalizadas).
Adicionalmente, se comparo con las enzimas de los eucariotas Drosophila melanogaster, C. elegans y con una enzima expresada en el meningioma. Los
aminodacidos resaltados en amarillo representan residuos idénticos, los asteriscos en verde estdn relacionados a aminodcidos importantes en el sitio

RGVVEGFYGTPWSHQARLSQLKFYGKNKMN TYIYGPKDDPYHSA NWRLPYPDKEAAQLQELVAVANENEV 221
RGIVEGFYGTPWTHKDRLDQIKFYGENKLN TYIYAPKDDPYHRE KWREPYPENEMQRMQELIDASAENKV 251
RGIIEGFYGTPWTREERLDCLRFIGNKRMN TYMYAPKDDDYQRK LWRDLYPEDWVTYFKELLAVAKEEGL 201
RGIIEGFYGIPWTHEMRLSLESYMKDNQLN TEMYAPKDDELLRK KWRELYDAQELDKFKELLSAAEISNI 212
CGVIEGFYGRPWTTEQRKDLFRKLKSMGMG SYMYAPKDDYKHRA YWRELYTVEEADHLSSLIAAAKEAGI 89
CGVVEGFYGRPWVMEQRKELFRRLOQKWELN TYLYAPKDDYKHRM FWREMYSVEEAEQLMTLISAAREYEI 131
CGVVEGFYGRPWTPEQRKHLFKRQNQLGLT TYLYAPKDDIKHRS LWRELYNNEEMTYLRNLVESAKDNNV 89
222 DFVWAIHPGQDIKW KEDRDLLLAKFEKMYQLGVRSFAVFFDDI EGTNPQKQAELLNYIDEKFAQVK
252 DFVFGISPGIDIRF EEDFNHLIAKAESLYDMGVRSFAIYWDDI QDKSAAKHAQVLNREFNEEFVKAK
202 DEWYMISPGLDFDY EADYQLLYQKLQQLLALGVCHFGLLLDDI FKKTAYAQAHLATEVHHFLNQQH
213 DFWYLISPGNDIDI EEDIQVLLKKLEQLIELGVFQFGLLMDDI FREPAFAHAYLVNRVEEYLSTRL

90 TFYYALSPGLDMTY PKEIATLKRKLDQVAQFGCEAYALLFDDI FOQTFANAHVSVTNEIYTHLGSPR
132 EFIYAISPGLDITF PKEVSTLKRKLDQVSQFGCRSFALLFDDI FSSFAHAQVSITNEIYQYLGEPE

90 NFVYAISPGKDILY DEEMDTLKNKLDQVRSVGCDSFAVLFDDI FTSFAHAQVHIANTIFKYLNTKT
291 LVMCPTEYN NGN YLTTLGDKLNPSIQIMWTGDRVI DITRDGISWINERIKRPAYIWWNEP 362
323 LITVPTEYD NGQ YTRIFAETVDPSIEVMWTIGPGVV EIPLSDAQLISGIYNRNMAVWWNYP 398
281 LVICPTEYD NHH YLOQELSERIPKEVAFFWTGPSTL QISQADIETMAAVYQRPIIIWDNIP 349
292 LVICPTEYD NRH YLATLSQEIPEQLPFFWTGPSTL SISTEELQEMASVYQRPMLIWDNIP 360
169 FLFCPTQYC TVQ YLNTLGSKLNNEIDILWTGDKVI NISLESIQEITEVLRRPPCIWDNLH 239
211 FLFCPTEYC NVS YLRTVGEKLLPGIEVLWTGPKVV EIPVESIEEVSKIIKRAPVIWDNIH 282
169 FMFCPTEYC TLE YLNTIGEQLAGDIHIMWTGPRVI YLTVEHLARVGSVMRRKPLIWDNLH 239
363 VSDYVR DH LLLGPVYG. [4] .IAKE MSGEFVTNPMEHAESSKIAIYSVAS WNPAKY 418
399 VTDYFK GK LALGPMHG. [4] .LNQY VDFFTVNPMEHAELSKISIHTAAD WNMDNY 454
350 VNDYQK ER LFLTPFAN. [4] .LCQP VKGIVSNPMISWELSKLTLTDMSH WDANRY 410
361 VNDYLE EL LFMSPYEN. [4] .LSKE VTGVVSNPMAQLEASKFTINSMAN WNCERF 421
240 ANDYDQ KR IFMGPYSG. [4] .LIPH LRGVMTNPNCEFIGNFVAIHSLAF WSRCSL 293
283 ANDYDQ KR LFLGPYKG. [4] .LIPR LKGVLTNPNCEFEANYVAIHTLAT WYKSNM 336
240 ANDYDL KK IFIGPMMH.[4].IKEF TSGLLSNPNGRYEANFVPFHTLSD WNAADR 293

419 DTWQT KDATI PSAAEE L FAMHNS 447

455 DYDKA NRAT GDLAED M FANHST 483

411 QPSHS LETL TDYTED L FAWHNG 441

422 DPLET TSVV GSKLQP T FPNHYT 455

294 SKVNS LSAD TENDDD A LSKNVY 325

337 DSEDS VSIQ NEGSDE L YSPQMA 379

294 DLREN ESGI SSRNGV I IDCNTE 317

catalitico de las GH84 y los residuos en azul o violeta identifican diferentes aminoacidos.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Search&doptcmdl=GenPept&db=Protein&term=74868464

Una de las formas mas cominmente utilizadas para la evaluacidon de determinantes de
virulencia en enterococos es el modelo de peritonitis en ratén (235). Este modelo, emplea
la infeccion bacteriana via intra-peritoneal imitando las condiciones que suceden in vivo
en los seres humanos y para ello utiliza un indculo bacteriano en combinacién con
extracto fecal de rata estéril al 50% (SRFE 50 %) (ver metodologia 8.4.1) compuesto que
disminuye la dosis letal 50 (LD50) en los aislamientos de enterococos. Este extracto
simula el ambiente que presenta una herida en los tejidos de la cavidad peritoneal del
humano, estimula la inflamacién y permite observar un efecto de mortalidad sin
necesidad de recurrir a una infeccion con un inéculo demasiado alto, el cual no permitiria
detectar la atenuacion en las mutantes de una manera adecuada. Sin la implementacidn
de este extracto se necesitaria utilizar sustancias menos fisioldgicas como la mucina. Por
ello, el SRFE se convierte en una buena alternativa para estudios de virulencia en estos
microorganismos (235).

En este trabajo se determind si la adquisicion del plasmido portador del gen hylgsy, por la
cepa comensal de E. faecium TX1330RF y la cepa de laboratorio E. faecium D3444SRF,
producian una variacién en la virulencia después de la infeccidn intra-peritoneal con estos
microorganismos. Para ello, se tomaron grupos de 10 animales los cuales se infectaban
con cinco inéculos diferentes (obtenidos por diluciéon a partir de un inéculo inicial) por
cada cepa de estudio. En cada experimento se comparo la cepa salvaje portadora del
plasmido frente la cepa que no lo presentaba, realizando de 2 a 3 repeticiones de cada

experimento aplicando condiciones de indculos similares (ver metodologia seccion 8.4.1).
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Los resultados se expresaron empleando curvas de sobrevivencia aplicando el método de
Kaplan-Meier y se compararon por la prueba del rango logaritmico con el software Stat

View.

13.2.1 Incremento de la virulencia experimental en el modelo de peritonitis en las cepas
derivadas de E. faecium D344SRF

En la Figura 20 se observa los resultados de tres experimentos independientes en los
cuales los ratones que se infectaron con las cepas isogénicas de E. faecium D344SRF y la
transconjugante D34SRF C-6, (plasmido portador del gen hylgs,) empleando tres indculos
diferentes. Las curvas de sobrevivencia muestran que el panel A presentd un incremento
en la letalidad de la cepa D34SRF C-6 (inéculo 6.5x10° UFC/ml) de una forma
estadisticamente significativa (p=0.0296) frente a la cepa D344SRF (9.7x10® UFC/ml)
(Figura 20, panel A); resultados similares se obtuvieron cuando se compararon en un
experimento independiente estas mismas cepas, pero utilizando un inéculo de 1.07 x 10°
UFC/ml para D344SRF C-6 y 1.55x10° UFC/ml para D344SRF (P = 0.0053) (Figura 20, panel
B). Indculos muy similares de las dos cepas D344SRF C-6 (2.6x10° UFC/ml) y D344SRF 3.9
x 10° UFC/ml también mostraron una diferencia significativa (P=0.0348) en la mortalidad

de la cepa isogénica que presenta el plasmido portador del gen hylg, (D344SRF C-6)

(Figura 20, panel C)
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Figura 20.
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Figura 20. Curva de sobrevivencia del E. faecium D344SR en presencia y ausencia del plasmido portador
del gen hylg,. Se utilizaron tres diferentes indculos para la cepa D344SRF y la D344SRF C-6 respectiva-
mente. Los animales se observaron por 120 horas y se evalud la sobrevivencia de los ratones empleando el
método de Kaplan Meier. En el eje de la Y se grafica el porcentaje de sobrevivencia y en el eje de las X el
tiempo en que se estudiaron los animales. Se evaluaron 10 ratones por cada indculo en los paneles Ay B, y
6 ratones en el panel C. Los resultados corresponden a experimentos independientes.
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13.2.2. Incremento de la virulencia experimental en el modelo de peritonitis en las
cepas derivadas de E. faecium TX1330RF

Con el fin de determinar si el efecto observado de aumento de la virulencia por parte de
la cepa de laboratorio E. faecium D344SRF (la cual habia adquirido el pldsmido portador
del gen hylgm) se presentaba también en otra cepa que portaba el pHylgqm,, se evalud si la
presencia del plasmido portador del gen hylgs, proveniente de E. faecium cepa A (TX0016)
podria también influir en el aumento de la virulencia en el modelo de peritonitis de ratén.
Para ello, se utilizd la cepa transconjugante E. faecium TX1330RF A-1 (portadora del
plasmido hylgm) la cual se compard frente a la cepa E. faecium TX1330RF que no
presentaba este plasmido. Se realizd6 la evaluacion de las cepas empleando las
condiciones previamente descritas utilizando cinco inéculos de cada cepa y se efectuaron
cuatro repeticiones del experimento.

En la Figura 21 se muestra las curvas de sobrevivencia en la cual se compara la cepa
TX1330RF A-1 con la cepa TX1330RF. Se observa que a pesar que la infeccidon intra
peritoneal se realizd con un indculo ligeramente mayor en la cepa TX1330RF el efecto de
mortalidad menor se mantuvo en todos los animales estudiados que fueron infectados
con esta cepa. Se detecté aumento de la mortalidad en el grupo de ratones infectados
con la cepa TX1330RF A-1 cuando se inocularon con 1.3x10° UFC/ml (Figura 21 panel A),
comparada con la TX1330RF (1.8x10° UFC/ml) con una P= 0.0133. Este efecto también se
observé en el inéculo de TX1330RF A-1 9.3x10° UFC/ml (Figura 21, panel B) y en

TX1330RF 1x10° UFC/ml, resultados que fueron estadisticamente significativos con una
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P=0.0006. Hallazgos similares y también estadisticamente significativos se obtuvieron con
indculos diferentes TX1330RF 2.5x10% UFC/mI vs TX1330RF A-1 2.3x10% UFC/mI con una
P=0.018 (Figura 21, panel C). Adicionalmente, se observd el inicié de la disminucidon de la
sobrevivencia de los ratones entre la hora 60 y 80 en todos los ensayos realizados.

Con el fin de confirmar la estabilidad del plasmido proveniente de la cepa A (TX0016) se
recolectaron colonias a partir del bazo de dos ratones que murieron en el transcurso del
experimento. Las colonias provenientes del TX1330RF y TX1330RF A-1 presentaban una
morfologia similar evaluada por observacion macroscépica y de una forma aleatoria se
seleccionaron cuatro colonias de cada cepa y se realizd PFGE-Smal para confirmar su
clonalidad. En la Figura 22 se presenta el resultado de este ensayo, en el cual se observa
gue todas las cepas mantuvieron el mismo perfil electroforético previamente obtenido
antes de ser inoculadas en el ratén. Tomando en conjunto estos resultados sugieren, que
la adquisicion del plasmido portador de hylgs, proveniente del E. faecium TX0016 confiere
un aumento de la virulencia in vivo en el modelo de peritonitis en ratdn y sin variaciones

genéticas detectables.
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Figura 21.
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Figura 21. Curvas de sobrevivencia en el modelo de peritonitis en ratén por inoculacién via intra-
peritoneal con cepas de E. faecium. Se observan en cada panel los resultados del modelo de peritonitis
murina en el cual los animales se inocularon con las cepas TX1330RF y TX1330RF A-1 (transconjugante en la
cual el plasmido hylg, fue trasferido a partir de la cepa donadora A, E. faecium TX0016) empleando
diferentes indculos. En el eje de la Y se grafica el porcentaje de sobrevivencia y en el eje de las X el tiempo
en que se estudiaron los animales. Se evaluaron 10 ratones por grupo y se muestran los resultados de tres
experimentos independientes.
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Figura 22.

48.5

Figura 22. Resultados de PFGE-Smal de las cepas TX1330RF y TX1330RF A-1 provenientes de colonias
recuperadas del bazo de los ratones infectados via intra-peritoneal en el modelo de peritonitis en raton.
Las colonias provienen de dos ratones diferentes infectados con la cepa E. faecium TX1330RF y TX1330RF A-
1 las cuales no presentaban cambio en la morfologia y fueron recuperadas de agar bilis esculina (BEA). 1.
Marcador molecular lambda. Las lineas 2 al 5 corresponden a la cepa TX1330RF A y las lineas 6 al 8 al
TX1330RF A-1 (portador del pldsmido hylgm)

13.3 Adquisicion del plasmido portador del gen hylg, también incrementa la
colonizacidn de E. faecium en el tracto genitourinario (rinones y vejigas) del raton.

Los enterococos son uno de los microorganismos Gram-positivos mds comunmente
identificados como agentes causales de infecciones del tracto urinario en pacientes
hospitalizados (92). En el ambiente hospitalario, diversos factores de riesgo se han
seflalado como elementos importantes para la adquisicidn de esta infeccion y dentro de
ellos se encuentran: los catéteres urinarios, la estadia prolongada en una unidad de
cuidado intensivo, la inmunosupresidn de los pacientes y el uso indiscriminado de
antibidticos de amplio espectro (351).

Sin embargo, la patogénesis de la infeccion del tracto urinario causada por enterococos
aun no ha sido totalmente esclarecida. Por ello, la aplicacion del modelo murino de

infeccion urinaria es una herramienta metodoldgica adecuada puesto que contribuye en
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el avance del conocimiento de las infecciones urinarias en humanos ya que permite
investigar las interacciones moleculares que existen tanto a nivel del huésped como a
nivel del patdégeno (352). Dentro de las bacterias mds comiUnmente estudiadas
empleando este modelo se encuentran E. coli, Klebsiella pneumoniae, E. faecalis y E.
faecium (264, 300, 304, 353, 354).

Resultados previos mostraron que la presencia del plasmido portador del gen hylg, en
cepas de E. faecium incrementaban la virulencia en el modelo de peritonitis en ratén, por
lo tanto se determind si este pldsmido presentaba algun efecto in vivo que pudiera se
evidenciado en un modelo de infeccidn urinaria experimental. Hasta la fecha se han
desarrollado diferentes modelos de infeccidn urinaria (300, 355-358) los cuales presentan
variaciones en la inoculacidon (intrauretral vs transuretral), en la composicion del
catéteres, en la concentracion del inéculo, entre otros (352).

En el estudio de la virulencia en enterococos se ha aplicado el modelo de mono infeccién
(264, 300, 358) en el cual cada grupo de ratones se infecta via intra-uretral
independientemente con una de las cepas a evaluar y se evaldan por lo menos 10
animales probando tres rangos de inéculo diferentes (10> a 107). En E. faecalis también se
ha desarrollado (359) el modelo de infeccién mixta o infeccién por competencia, en el
cual cada ratdon se infecta via intra-uretral usando una mezcla de cada una de las
bacterias a estudiar en proporciones muy similares (~1:1). Esta metodologia requiere un
nuimero menor de animales para su estudio, puesto que en cada modelo experimental

(ratdn) se evaltan las dos cepas de estudio al mismo tiempo, permitiendo de esta manera
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controlar las diferencias propias del animal (variaciones inmunoldgicas). La eficiencia de
este modelo ya ha sido comprobada en otros microorganismos Gram-positivos (ver
metodologia 8.4.2) (223, 236, 360). En este trabajo se emplearon las dos metodologias
para estudiar las cepas TX1300RF y la cepa transconjugante TX1330RF A-1 a la cual el
plasmido portador del gen hylgy, fue transferido por conjugaciéon a partir de la cepa
donadora A (TX0016).

13.3.1 Modelo de infecciéon mixta

Un total de doce animales fueron evaluados los cuales se inocularon con una suspension
bacteriana que contenia proporciones similares de los dos microorganismos (~1:1) con un
in6culo de 6.6x10° CFU/ml para TX1330RF y para TX1330RF A-1 6.4x10° CFU/ml.
Posteriormente a la infeccion mixta, el catéter fue removido, los animales se mantuvieron
en adecuadas condiciones de alimentacién, 48 horas después se sacrificaron y los rifiones
y la vejiga fueron removidos para su posterior analisis. La solucidn celular obtenida de los
d6rganos macerados fue diluida y sembrada en agar BHI, agar bilis esculina (BEA) medio
especifico para crecimiento de enterocococos y en agar BHI suplementado con
rifampicina (100 pg/ml) y acido fusidico (25 pug/ml) con el fin de confirmar la presencia de
las cepas derivadas de TX1330RF las cuales son resistentes a estos dos antibidticos. Un
total de 552 colonias fueron recuperadas de los dos rifiones provenientes de los 12
ratones infectados (un maximo de 46 colonias por ratén) y 463 colonias fueron obtenidas

de las 9 vejigas infectadas (maximo 48 por ratdn). Estas colonias recuperadas de los
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organos fueron estudiadas por medio de métodos fenotipicos (crecimiento en agar con
antibidticos) y genotipicos (deteccion de genes).

La confirmacidn de las colonias obtenidas correspondian a enterococos y provenian de las
cepas derivadas de TX1330RF se realizd por el crecimiento de las mismas en agar BEA y en
agar BHI suplementado con rifampicina y acido fusidico. Posteriormente, las colonias
fueron evaluadas para la deteccion del gen dd/ (identificacién de especie de E. faecium)y
del gen hylgm (confirmacion de la presencia del plasmido proveniente de TX0016) por
medio de hibridizacidn por lisis de colonias. El limite minimo de deteccién de las bacterias
estudiadas en este experimento fue de 10% UFC/gr de tejido.

Los resultados de la infeccion mixta (12 ratones) se presentan en porcentaje de bacterias
recuperadas de cada cepa (TX1330RF-TX13330RF A-1) en los rifiones o el la vejiga de los
animales infectados. Se utilizd la prueba t-de student pareada para la comparacién de la
colonizacién del uro-epitelio por parte de dos cepas, puesto que esta prueba es util
cuando en el mismo modelo experimental (ratédn) se evaltan las dos variables a
comparar. En la figura 23, en el panel de la derecha se observa el indculo inicial (6.6x10’
UFC/ml) y se presentan al mismo tiempo los resultados provenientes de las colonias
TX1330RF recuperadas a partir de los rifones y de las vejigas de los ratones. En el panel
de la izquierda en la Figura 23 se indica el inéculo inicial (6.4x10” UFC/ml) de la cepa
TX1330RF A-1 y se muestran los resultados provenientes de las colonias TX1330RF A-1
recuperadas a partir de los rifiones y de las vejigas de los ratones. Se observa que la cepa

TX1330RF A-1 (con el plasmido portador del gen hylgy) fue capaz de colonizar mejor el
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tracto genitourinario comparada con la cepa TX1330RF a las 48 horas de la infeccién en
todos los ratones evaluados, resultados que fueron estadisticamente significativos
(P<0.0001) tanto en los rifiones como en las vejigas (Figura 23). De esta manera se sugiere
que la cepa portadora del plasmido hylgm presenta mejor capacidad de colonizar el uro-

epitelio que la cepa TX1330RF que no presenta este plasmido

Figura 23.
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Figura 23. Modelo de infeccion urinaria mixta (ensayo competitivo). Se observan los resultados expresa-
dos en porcentaje de 12 ratones evaluados a partir del inéculo similar para las dos cepas (6.6 x 10’ CFU/m
para TX1330RF y 6.4x10" CFU/ml para TX1330RF A-1) con el cual se infectaron los animales. Este indculo
esta representado por las barras horizontales el cual se expresa en porcentaje de bacterias. Las colonias
recuperadas de la infeccidn mixta provenientes de los rifiones y las vejigas se evaluaron por hibridizacién
empleando la sonda hylg, para diferenciar las cepas que presentaban el pldsmido y con la sonda dirigida al
gen ddl ligasa para confirmar la presencia de la especie de E. faecium. Los tridngulos negros corresponden a
la cepa TX1330RF y los blancos a la cepa TX1330RF A-1 (pldsmido portador del gen hylgy,). Los andlisis
estadisticos se realizaron empleando la prueba t- de student pareada
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13.3.2 Modelo de mono-infeccion

En la prueba de mono-infeccidn se compararon las mismas cepas (TX1330RF y TX1330RF
A-1) pero en dos experimentos realizados independientemente. En cada ensayo se
estudiaron de 5 a 6 ratones por indculo, empleando 10°, 10° y 10’UFC/ml los cuales
fueron infectados con cada cepa por separado y la informacién obtenida de los dos
experimentos se combind para posteriores analisis (Figura 24).

En este experimento se compard, el nUmero de colonias obtenidas (expresado como el
logyo de las UFC/gr de los 6rganos) de la cepa TX1330RF y TX1330RF A-1 provenientes de
los rifilones y la vejiga de los animales infectados. Los resultados provenientes del conteo
de colonias de las bacterias recuperadas se evaluaron empleando la prueba t- de student
unipareada.

Los resultados mostraron una tendencia hacia mejor colonizacidn de los rifiones por la
cepa TX1330RF A-1 (con el plasmido portador del gen hylgsm) lo cual se observé en todos
los indculos evaluados con un maximo de diferencia de 1.4 + 0.7 logio UFC/gr en la
colonizacién en el inoculo mas bajo (105 UFC/ml); sin embargo, estas diferencias no
alcanzaron la significancia estadistica (P=0.053) por la prueba de t-de student unipareada.
En los dos indculos més altos (10’ UFC/ml vy 10° UFC/ml) se detectaron pequenas
diferencias en la media UFC/ml en la cepa TX1330RF A-1 de 0.5 # 0.4 logio para el
in6culo de 10’ UFC/ml (P= 0.2376) y 0.4+ 0.8 logyo para 10° UFC/ml comparada con

TX1330RF (P=0.5588), resultados que sugieren una ligera predilecciéon por parte de la
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cepa TX1330RF A-1 hacia una mejor colonizacién de los rifiones, sin embargo no

alcanzaron una significancia por la prueba t- de student (Figura 24).

Figura 24.
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Figura 24. Resultados del modelo de infeccion urinaria (mono-infeccidn). Se presentan tres indculos
empleados (10° UFC/ml, 10° UFC/ml, 10" UFC/ml) usando las cepas TX1330RF y TX1330RF A-1 (pldsmido
portador del gen hylgy,). Los resultados provienen de dos diferentes experimentos en los cuales los datos
obtenidos fueron combinados y se expresaron en Log,, de UFC por gramo de tejido (rifién) de las cepas
TX1330RF indicada por los tridngulos negros y TX1330RF A-1 por los tridangulos blancos. Las barras
horizontales representan la media geométrica. También se presenta el promedio de la SD expresada en
Log,, de los recuentos de UFC dada para cada indculo.
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14. DISCUSION CAPITULO Il

La region hylgy esta formada por un grupo de genes que presentan una organizacion
bien definida, la cual estd delimitada por secuencias de insercién (IS1476) en los extremos
5"y 3’ de la region hylgm (Figura 1). En el extremo 5 se encuentran dos genes con
homologia para un sistema regulatorio de dos componentes, el cual es ampliamente
diseminado en bacterias y podria estar implicado en regulacion de la region hylgsm,.
Corriente abajo de estos genes se localizan cuatro genes con homologia para proteinas
transportadoras de carbohidratos, tres genes pertenecientes a la familia de glicosil
hidrolasas (gh20, gh42, gh84 (hylgsm), un gen sin funcidn descrita hasta la fecha (hip) y un
gen que codifica para una GMP sintetasa (Figura 1). El analisis de la secuencia y
alineamiento de Hylg, con otras proteinas sugieren que esta posee actividad de glicosil
hidrolasa (GH84) y no de hialuronidasa. Es asi como Hylg, presenta homologia con
Spy1600 de S. pyogenes compartiendo una identidad del 43.3 % a nivel de aminoacidos y
una similaridad de 73%. Asi mismo estudios in silico han mostrado que esta proteina no
tiene péptido seial por lo tanto no parece ser secretada y los estudios bioquimicos han
indicado que Spy1600 tiene actividad de B-N-acetylglucosaminidasa y no de hialuronidasa
(349). La organizacidn genética de la region hylgm, del E. faecium presenta similitudes con
la encontrada en la cepa de S. pyogenes; el gen spy1600, se encuentra adyacente al
represor transcripcional del operdn arabinosa (spy1602) y probablemente se co-expresa

con este regulador transcripcional putativo. Adicionalmente, en esta region se
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encuentran otros genes que codifican para glicosidasas, incluyendo una B-glicosidasa
putativa un marco de lectura abierto (ORF) spy1599, una a-manosidasa putativa y un ORF
(spy1604); también se identifican genes implicados en unién y transporte de

carbohidratos como son spy1593 y spy1595 (Figura 25).

Figura 25.
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Figura 25. Grupo de genes en E. faecium y en S. pyogenes. Panel A: esquema de la region hylg,
previamente descrito en el documento. Panel B: grupo de genes adyacentes al gen spy1600 en S. pyogenes.
Los genes se denominan en este texto con letras las cuales corresponden al alfabeto de la a la n. Los genes
que codifican para funciones putativas metabdlicas son: a (B-galactosidasa), j (B-glucosidase), k (glicosil
hidrolasa familia 84, Spy1600) y n (manosidasa); Los genes con funciones putativas de proteinas transporte:
g (Spy1595) y h (Spy1593); Los genes que codifican para reguladores transcripcionales i (Spy1602) y j
(Spy1596); Los genes que codifican para un sistema putativo regulatorio de dos componentes b (regulador
de respuesta, Spy1588) y c (histidina quinasa, Spy1587); Los genes que codifican para proteinas hipotéticas
d (Spy1589), e (Spy1591) y f (Spy1592).
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Se ha demostrado que el S. pyogenes regula la expresién de genes de una forma
diferencial cuando interacciona con los PMN en el proceso de fagocitosis, detectandose
especificamente que los genes implicados en virulencia, estress oxidativo, produccion del
peptidoglicano y regulacién genética estaban sobre regulados durante la fagocitosis
(361). Dentro de los genes de virulencia, se demostré que la proteina Spy1600 se sobre
expresaba a los 180 minutos junto con otras 11 proteinas en S. pyogenes, resultados que
son importantes pues sugieren que la evasién de la fagocitosis por este microorganismo
estd regulada a nivel de la transcripcién genética (361).

A nivel de E. faecium, un estudio previo evalud 26 cepas las cuales fueron examinadas por
un ensayo de fagocitosis encontrando 50% de resistencia a la actividad fagocitica de los
PMN (dentro de ellas se encontraba la cepa TX0016 portadora del plasmido hylgm) en
contraste con 20 cepas de E. faecalis que también fueron evaluadas, las cuales fueron
susceptibles a la fagocitosis en presencia de suero humano normal (250). Por lo tanto, el
gen spy1600 y el gen hylgm, presentan una gran variedad de elementos en comun con lo
cual se podria sugerir que hylgm, o los genes localizados en la misma region hylgs,, podrian
interferir con la funcién de los PMN in vivo.

Dentro de los factores de patogénesis en E. faecium solo acm (codifica para una adhesina
de unién a coldgeno) ha mostrado tener un papel importante in vivo, cuando se ha
evaluado en el modelos experimentales de endocarditis en rata (21). Sin embargo,
cuando su papel fue evaluado en el modelo de peritonitis en ratéon no se detectd

incremento en la virulencia de este microorganismo. Estos resultados sugieren, la
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importancia biolégica de la presencia de una adhesina como acm para la produccién de
endocarditis y la escasa relevancia de este gen para la produccién de infeccion peritoneal
(21). Es interesante anotar, que ni el gen acm ni el gen espgsm han presentado una funcién
relevante en el modelo de peritonitis.

En este trabajo se muestra que la adquisicion del plasmido portador del gen hylgm
(proveniente de la cepa de origen clinico C68) en la cepa de laboratorio D344SRF
incrementa la virulencia en el modelo de peritonitis en ratdn, resultados que se
evidencian empleando tres diferentes indculos. Sin embargo, se observé un crecimiento
deficiente de la cepa de E. faecium D344SRF C-6 (derivada de D344SRF, es una cepa de
laboratorio que ha perdido espontaneamente el gen pbp5) lo cual no permite generar
conclusiones definitivas. Por ello, se evaluaron cepas adicionales que permitieran
continuar con los estudios de virulencia en E. faecium, se escogié como donadora la cepa
que presentaba el plasmido portador del gen hylgm E. faecium TX0016, también conocida
como E. faecium DO (250). Esta cepa fue recuperada de un paciente con endocarditis,
pertenece al CC17 (ST16), su genoma ha sido secuenciado y parcialmente anotado.
Adicionalmente, se escogié una cepa comensal (TX1330) que sirviera como receptora
para todos los experimentos de conjugacidn, que fuera facilmente transformable para
lograr manipulacién genética y susceptible a diversos antibidticos. Esta cepa se denomind
TX1330RF y sus caracteristicas han sido ampliamente descritas en este documento (Tabla

1) (ver metodologia 8.1.1).
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Con la nueva transconjugante obtenida (TX1330RF A-1) portadora del plasmido hylgsm, se
realizd la evaluacién en el modelo de peritonitis en ratén comparando con la cepa
receptora TX1330RF. Se encontrd, que la adquisicion de este plasmido incrementd
significativamente la letalidad comparada con la cepa parental TX1330RF cuando se
utilizaron indculos similares (Figura 21). Se confirma entonces, que el pldasmido portador
del gen hylgm juega un papel en virulencia en el modelo de peritonitis en raton, siendo el
primer factor que en E. faecium que presenta una funcién importante en este modelo. De
la misma manera, estudios de Rice y colaboradores han demostrado que cepas
transconjugantes que presentan el plasmido portador del gen hylg, incrementan la
capacidad del E. faecium para colonizar mejor el TGl de ratones, efecto que no parece
estar relacionado con la expresion de genes de resistencia (23). Estos hallazgos son
importantes debido a que representan la primera confirmacién que otros factores
independientes a los determinantes de resistencia, estan asociados con la colonizacidn
del tracto gastrointestinal y por lo tanto pueden facilitar la invasién de la mucosa gastrica
y contribuir a la degradacién de carbohidratos que puedan servir como fuente de energia
para el enterococo. De esta manera, el plasmido portador del gen hylgm, se convierte en
una estructura importante, transferible entre cepas de E. faecium y capaz de intervenir
tanto en procesos de colonizacién gastrointestinal (23) como de infeccidn peritoneal.

Posteriormente, estas cepas fueron también evaluadas en el modelo murino de infeccion
urinaria, debido a la relevancia que presentan los enterococos como agentes productores

de infecciones del tracto genitourinario (86). Se determiné que la adquisicion del
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plasmido portador del gen hylgm proveniente de la cepa E. faecium TX0016 (Cepa A),
aumenta la habilidad de la cepa TX1330RF para colonizar el uro-epitelio del ratén
caracteristica que fue prominente en el modelo experimental de infeccion mixta. Este
modelo competitivo presenta mayores ventajas sobre el de mono-infeccion debido a que
en un solo animal se evaltan las dos cepas de interés al mismo tiempo, eliminando de
esta manera posibles variaciones propias del animal que puedan interferir en los
resultados cuando se evaltan las dos cepas independientemente (359). Esta estrategia de
evaluacién de cepas por competencia (modelo de infeccién mixta) ha sido previamente
descrita y se ha demostrado que es exitosa tanto el modelo de infeccién urinaria para la
evaluacién del operon (epa) en E. faecalis (359) como en el estudio del gen acm en E.
faecium, el cual fue evaluado en el modelo de endocarditis en rata (21).

El modelo de infecciédn urinaria ha sido utilizado para evaluar factores de virulencia
putativos tanto en E. faecalis como en E. faecium (264, 300, 304, 358, 359, 362).Con este
tipo de sistemas se han podido establecer interacciones huésped-patdgeno que permiten
ampliar el conocimiento, acerca de la patogénesis de la infecciones del tracto urinario por
estos microorganismos. Es asi como Kau y colaboradores han demostrado el tropismo
gue presentan diferentes cepas de E. faecalis de origen urinario por los rifiones de
ratones C57BL/6J, sugiriendo que la mayoria de cepas de E. faecalis presentan un grupo
de genes (“core genes’) o determinantes de virulencia que son necesarios para causar
enfermedad en los rifiones. De esta manera, se propone que este modelo es adecuado

para el estudio de factores involucrados en la patogénesis de las infecciones del tracto
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urinario, sin embargo, las bases moleculares de este tropismo por los rifiones aun no han
sido claramente elucidadas (354).

Por otra parte, en E. faecium, se ha descrito un efecto temporal del gen espgm en el
modelo de infeccién urinaria en raton para ello, se evalué una mutante del gen espgfm, ¥
se comparod con la respectiva cepa isogénica utilizando este modelo experimental. La cepa
mutante mostré un efecto de atenuacion transitorio (en las primeras 48 horas) en
comparacion con cepa salvaje que expresaba la proteina Espens Yy adicionalmente se
detectaron altos niveles de citoquinas pro-inflamatorias en los animales estudiados (264).
Estos resultados sugieren que el gen espgm influye en el curso de la infeccidn urinaria de
una manera temporal facilitando posteriormente la produccién de bacteriemia (264).

En este trabajo presenta evidencia por primera vez que un plasmido (portador del gen
hylgm) juega un papel importante en la patogénesis de E. faecium, indicando que la
adquisicion del mismo proveniente de E. faecium A (TX0016) aumenta la habilidad de
colonizar el uroepitelio de ratones, caracteristica que fue estadisticamente significativa en
el modelo de infeccién urinaria por competencia (mixto) el cual ha demostrado gran
utilidad puesto que permite controlar las diferencias propias de cada animal. Por lo
tanto, estos resultados soportan las observaciones previas (21, 23) en las cuales se sefiala
la importancia de los determinantes de virulencia (gen acm) (21) y colonizacién (gen
hylesm) (23) encontrados en cepas hospitalarias de E. faecium los cuales le permiten a este

microorganismo ser capaz de sobrevivir y causar infeccién de una forma exitosa.
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15. CONCLUSIONES CAPITULO I

1. El analisis de la secuencia de la proteina Hylgm del E. faecium TX0016 sugiere que tiene
homologia con proteinas que pertenecen a la familia 84 de la glicosil hidrolasas (GH84) y
especialmente comparte 43.3% de identidad y 73% de similaridad con la proteina Spy
1600 del S. pyogenes.

2. La adquisicion del plasmido portador del gen hylg, proveniente del E. faecium TX0016
por la cepa comensal del E. faecium TX1330RF incrementa la virulencia en el modelo de
peritonitis en ratdn.

3. La adquisicion del plasmido portador del gen hylg, proveniente del E. faecium TX0016
por la cepa comensal del E. faecium TX1330RF incrementa la colonizacién del uro epitelio
de ratones en el modelo de infeccidn urinaria.

4. La adquisicion del plasmido portador del gen hylgsm, proveniente del E. faecium C68 por
la cepa de laboratorio E. faecium D344SRF incrementa la virulencia en el modelo de

peritonitis en ratdn.
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CAPITULO Il
MUTANTES EN LA REGION hylgsm PRESENTAN UN EFECTO DE ATENUACION EN LA
VIRULENCIA DE E. faecium
16. RESULTADOS
16.1 Efecto in vivo de la delecion de genes en la region hylgs, en E. faecium
16.1.1 Construccién de una mutante de 6 genes en la region hylgs, en E. faecium
utilizando el sistema PheS*
Los resultados previos mostraron que la adquisicion del plasmido portador del gen hylgsm
incrementa la virulencia en los modelos experimentales de peritonitis y de infeccion
urinaria, por lo tanto se evalud la posibilidad que la region hylgs, tuviera un papel en la
producciéon de este efecto. Con el fin de desarrollar este objetivo se necesitaba de la
creacién de una mutante que permitiera estudiar el papel de esta regién a nivel de

virulencia y para ello se requeria de un sistema de mutagénesis apropiado en E. faecium.

Por lo tanto, se modificé el sistema de contra-seleccién PheS* desarrollado para la
creacion de mutantes en E. faecalis (306) y se adaptd a E. faecium (Figura 5). El primer
paso consistid en la remocion del gen ermC del vector pCIK47 y la clonacion del gen aph2-
ID en este vector, generando un nuevo plasmido denominado pCJK47Gen. Este vector
mantiene las caracteristicas del sistema de contra-seleccién PheS* y presenta un sitio
multiple de clonaje (MCS), un gen aph2”’-ID como marcador de resistencia a gentamicina
y los genes provenientes del pCJK47 que le confieren las caracteristicas de contra-

seleccion negativa (pheS*) (Figura 5 y Figura 6). Posteriormente, una regién de 992 bp la
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cual presenta el gen de cloranfenicol acetil transferasa (cat), se cloné en pCJK47Gen
producido previamente, generando de esta manera el nuevo vector pCJK47GenChl (ver
metodologia 8.2.2.2.1). Este plasmido presenta las caracteristicas previamente descritas
para el PCJK47Gen pero en lugar de un MCS presenta dos MCS en los cuales se clonan las
regiones corriente arriba y corriente abajo del gen o de los genes a delecionar. La
presencia del gen cat, es una herramienta Util en este sistema puesto que permite
diferenciar la cepa mutante de la cepa salvaje, caracteristica que es muy adecuada
cuando se estan comparando cepas en los modelos animales y se requiere de un método
de tamizaje para confirmar la presencia de la mutante (Figura 7).

Con este nuevo vector pCJK47GenChl, se cred una mutante del plasmido portador del gen
hylgsm por delecion de un fragmento de 7,534 bp en la cepa clinica A (TX0016). La
estrategia de mutagénesis produjo una delecién de tres genes relacionados con la
degradacidn de carbohidratos pertenecientes a la familia glicosil hidrolasa [gh 20, gh 45-
2, gh 84 (hylgm)] y un gen con funcion desconocida (hip). Adicionalmente, se delecionaron
226 nucleédtidos de un gen que codifica para una proteina transmembranal hipotética
localizada corriente arriba del gen que codifica para una GH20 y 202 nucleétidos de un
gen que codifica para una GMP-sintetasa (el cual se transcribe en direccién opuesta grupo
de genes hylgmy se localiza corriente abajo del gen con funcidn desconocida (hip) (Figura
1). En la Figura 26 se observa el grupo de genes de la region hylgm, en la cepa salvaje (cepa
C, TX0016) y la estructura de la regidon hylgsm, delecionada la cual presenté un reemplazo

alélico con el gen cat, la pérdida de cuarto genes completos y dos genes que fueron

196



delecionados parcialmente con el objetivo de evaluar si la mutante obtenida TX0016/A-
region hylgm presentaba alguna diferencia o si presentaba mejor capacidad de
supervivencia (“fitness”) con la cepa salvaje A (TX0016), se realizé una curva de
crecimiento determinando la densidad Optica a 600nm del cultivo bacteriano con
mediciones cada hora y al mismo tiempo se realizé el recuento de colonias de cada cepa.
Como se observa en la Figura 27, la mutante no presenté defecto en el crecimiento

cuando se compard con la respectiva cepa isogénica TX0016.

Adicionalmente, estas dos cepas fueron evaluadas por PFGE-Smal (Figura 28, panel A),
como se observa en la figura la mutante TX0016/A-regidon hylgm presentd un ligero
cambio en el patrén de electroforesis con la pérdida de una banda localizada en un
rango entre 194 y 242.5 kb por la pérdida de un sitio de restriccion (Smal). Las
hibridizaciones con la sonda del gen hylg, fueron positivas para la cepa isogénica A
(TX0016) y negativa para la mutante (TX0016/A-region hylgs,) (Figura 28); con la sonda
correspondiente al gen cat, fueron positivas para la mutante y negativa para la cepa

isogénica A (TX0016) (Figura 28).
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Figura 26.
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Figura 26. Mapa fisico de la region hylg,, en diferentes cepas de E. faecium y sus respectivas mutantes. La
funcion putativa de los genes se observa en la parte superior. Los genes se dividen en tres grupos
(implicados en metabolismo, transporte y regulacion) basados en las funciones putativas. Nomenclatura: *
familia de glicosil hidrolasa, a Indica: aumento de la virulencia (1) o atenuacion (J/) en el modelo de
peritonitis en ratén. La adquisicion del plasmido hylg, por la cepa TX1330RF (TX1330RF-Al) también
presentd aumento en la colonizacion del uro-epitelio de ratones.
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Figura 27.
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Figura 27. Curva de crecimiento de las cepas A (TX0016) y TX0016/A-region hylg,. Se observa la curva de
crecimiento en UFC/ml en el panel Ay en el panel B en densidad dptica. Las curvas fueron realizadas en
caldo BHI, las densidades dpticas y los recuentos de colonias se realizaron cada hora hasta ocho horas.
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Figura 28.
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Figura 28. Perfil electroforético realizado por PFGE de las cepas de E. faecium y las respectivas mutantes
digeridas con la enzima Smal e hibridizadas con el gen hylg,, y el gen cat Panel A, 1. Marcador de peso
molecular (lambda); 2. E. faecium cepa A (TX0016); 3. E. faecium TX0016/A-regidn hyl,,, En el panel A se
indica con una flecha la banda donde se encuentra el plasmido (TX0016) y en la hibridizacidn con la sonda
hylgsm se detecta la sefial correspondiente a la cepa A (TX0016) y la mutante presenta la perdida de una
banda y la hibridizacidn es negativa. La hibridizacidén con cat es positiva para la mutante y negativa para la
cepa A (TX0016).

16.1.2 Evaluacion de la mutante obtenida por el método PheS* empleando el modelo
de peritonitis en ratén

Posteriormente, la mutante de seis genes (TX0016/A-regidn hylgm) y la cepa isogénica A
(TX0016) fueron evaluadas en el modelo de peritonitis en ratén, siguiendo la misma
metodologia previamente descrita utilizando las curvas de sobrevivencia de Kaplan
Meier. Los resultados obtenidos de la infeccidn intra-peritoneal con las dos cepas
empleando el inéculo 3 x 10° UFC/ml para la cepa A (TX0016) y 4 x 10° UFC/ml| para la
mutante (TX0016/A-region hylgm) no mostraron diferencia en la disminucién de la
mortalidad de la mutante comparada con la cepa salvaje, resultados similares se

encontraron con tres indculos adicionales evaluados (Figura 29 panel A,B, C, D) hallazgos
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gue indicaron que la mutacién de 7,535 bp no tuvo ningln efecto in vivo en la cepa A
(TX0016) de origen clinico.

Debido a los resultados previamente encontrados en las cepas derivadas de E. faecium
cepa A (TX0016), se planted la posibilidad de evaluar el efecto de esta mutacion en otra
cepa que no fuera de origen clinico. Por ello, se escogio la cepa E. faecium TX1330RF, la
cual proviene de un paciente sano y no presenta resistencia a la mayoria de antibidticos
de uso clinico, lo que hace su manipulacion en el laboratorio muy apropiada.
Adicionalmente, al ser una cepa comensal la cual no ha sido expuesta a ambientes
hospitalarios (la presencia de un gran numero de determinantes de virulencia es menos
probable) la interpretacion del efecto de la mutacidn en un gen implicado en
patogenicidad es mas facil de identificar.

De esta manera, el plasmido mutado (producido por reemplazo alélico con el gen cat)
proveniente de la cepa TX0016/A-region hylgm, se transfirié por conjugacién in vitro ala
cepa TX1330RF, obteniéndose la mutante TX1330RF A-1/A-regidn hylgy). Esta mutante
fue posteriormente caracterizada por PFGE-Smal e hibridizacidon con una sonda dirigida al
gen hylgm y al gen cat (Figura 30, linea 4). Adicionalmente, el resultado de la hibridizacion
con la sonda hylg, mostré la ausencia de sefial tanto en la cepa TX1330RF que no
presenta el plasmido hylg, como en la cepa mutante TX1330RF-Al-/A-region hylgm
(Figura 29, linea 2 y 4) y la presencia de sefal en la banda correspondiente a la

localizacidon del plasmido en la cepa transconjugante TX1330RF A-1 (Figura 30, linea 3).
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Figura 29.
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Figura 29. Curvas de sobrevivencia en el modelo experimental de peritonitis de ratén de la cepa A (TX0016) y la mutante isogénica TX0016/A region
hylgsm. En el panel A, B, Cy D se observa que en los ensayos realizados y con diferentes rangos de indculos, la mutante TX0016/Aregién hylgs, no
presentd diferencia en la mortalidad, comparada con la cepa salvaje en ninguno de los indculos evaluados. Los resultados presentados en estas figuras
correspondes a cuatro experimentos independientes. En el eje de la Y se presenta el porcentaje de sobrevivencia y en el de las X el tiempo de
evaluacién de los animales (horas).
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Figura 30.
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Figura 30. Caracterizacion de la cepa TX1330RF A-1/A region hylg;, por PFGE-Smal e hibridizaciones con
las sondas hylg, y cat. 1. Marcador de peso molecular lambda; 2. E. faecium TX1330RF; 3. TX1330RF A-1; 4.
TX13303RF A-1/A-region hyl.. No se detecta sefial en la hibridizacidon en la mutante pero si en la TX1330RF
A-1 cuando se hibridiza con la sonda hylg,. La hibridizacion con el gen cat es positiva para la mutante y
negativa para las derivativas de TX1330RF.

La hibridizacién con la sonda cat fue positiva para la mutante (Figura 30, linea 4) esta
cepa presenta la delecion, y fue negativa para las cepas derivativas del TX1330RF vy
TX1330RF-A1 (Figura 30, linea 2 y 3). Adicionalmente, la mutante TX1330RF-A1-/A-region
hylesm fue evaluada por la metodologia de PFGE-S1, demostrando que solo el plasmido
mutado fue transferido a esta cepa. También, se realizd curva de crecimiento de esta
cepa mutante en paralelo con la cepa isogénica TX1330RF A-1 (Figura 31 panel Ay B). Los
resultados obtenidos de la medicién por densidad dptica como de los recuento de
colonias mostraron un ligero defecto de crecimiento en la mutante TX1330RF-A1-/A-
region hylgm, comparada con la cepa TX1330RF A-1 (plasmido portador del gen hylgsm)

(Figura 31 panel Ay B).
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Figura 31.
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Figura 31. Curva de crecimiento de las cepas TX1330RF A-1 y TX1330RF A-1/A-region hylg,. Panel A.
Grafica de la curva de crecimiento en densidad dptica (Asgonm)- Panel B. Recuentos bacterianos expresados
en UFC/ml. Las curvas fueron realizadas en caldo BHI, las densidades dpticas y los recuentos de colonias se
realizaron cada 60 minutos por 8 horas.

Posteriormente, la cepa mutante TX1330RF A-1 /A-region hylgm y la cepa TX1330RF A-1

se evaluaron en el modelo de peritonitis en raton utilizando las condiciones previamente

definidas. La mutante presentd disminuciéon de la letalidad de una forma estadistica-
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mente significativa (P=0.0416) comparada con la cepa TX1330RF A-1 (Figura 32, panel B).
Asi mismo, cuando se utilizd diferentes indculos se detectd también atenuacion de la
mutante de la misma forma significativa (P= 0.032) (Figura 31, panel A). De esta manera,
los resultados obtenidos muestran que la delecidn correspondiente a 7,534 bp de la
region hylgm, podria atenuar la virulencia en las cepas derivadas del E. faecium TX1330RF

en el modelo experimental de peritonitis.

Figura 32.
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Figura 32. Curvas de sobrevivencia en el modelo experimental de peritonitis de raton de las cepas
derivadas de TX1330RF. Se presentan resultados de dos ensayos realizados con diferentes inéculos en
experimentos independientes. La mutante TX1330RF A1l/A regién hylg, presenté atenuacién de una
comparada con la cepa salvaje TX1330RF A-1, con una P=0.032 para la curva de sobrevivencia del panel Ay
0.0416 para la curva de sobrevivencia del panel B. En el eje de las Y se grafica el porcentaje de sobrevivencia
de los animales y en el eje de las X el tiempo durante el cual se evaluaron.
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Adicionalmente, las colonias provenientes del bazo de cinco ratones que fueron
sacrificados en diferentes ensayos se cultivaron en agar BEA (para la confirmacion de la
presencia de enterococos), BHI suplementado con rifampicina y acido fusidico (para la
deteccion de cepas derivativas del TX1330RF); luego esta colonias se evaluaron por PFGE-
Smal para determinar su fenotipo y su isogeneidad respectivamente. Posteriormente, se
seleccionaron diez colonias se les realizd6 PFGE-Smal y se observéd que todas ellas
presentarén el mismo pulsotipo comparado con la cepa parental, indicando de esta forma
qgue las colonias eran estables y no mostraban ningun tipo de re-arreglo genético
evidenciado por PFGE posterior a su pase in vivo por el raton.

16.1.3 Evaluacién in vivo de las mutantes del gen hylgs,, empleando el modelo de
infeccidn urinaria en ratén.

Experimentos previos mostraron que la cepa comensal E. faecium TX1330RF que adquiere
el plasmido portador del gen hylg, produce una mejor colonizacion del uro-epitelio
comparada con la cepa TX1330RF que no presenta este plasmido en el modelo de
infeccion urinaria en raton. Por lo tanto, era relevante evaluar si la region hylgm, era un
importante mediador de este efecto en el modelo experimental en ratdn.

Con este objetivo se adapto el sistema PheS* desarrollado previamente en E. faecalis y se
obtuvo una mutante de seis genes en el plasmido portador del gen hylgm.
Posteriormente, esta mutante (TX1330RF-Al-/A-regidn hylgm) y su respectiva cepa
isogénica TX1330RF A-1 fueron evaluadas en el modelo de infeccién urinaria mixta. En la

Figura 33 se observan los resultados de la infeccién mixta de los ratones con las dos cepas
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descritas previamente. Los animales se infectaron via intra-uretral con una solucién
bacteriana de cada cepa la cual presentaba un indculo entre 1.6-1.3x10° para TX1330RF-
Aly 1.2-1.18 x 10® para TX1330RF-A1/Ahylgm-region) se mantuvieron en evaluacién por
48 horas y posteriormente fueron sacrificados para recuperar los rifiones y la vejiga. Estos
6rganos fueron pesados, resuspendidos, macerados con solucion salina y diluidos para
recuperar colonias las cuales posteriormente fueron evaluadas por hibridizacién. Los
resultados provenientes de la hibridizacién con las sondas dd/ (confirmacion de especie
de E. faecium), hylgm, (presencia del plasmido) y cat (confirmacion de la cepa mutante) se
expresaron en porcentaje de bacterias recuperadas a partir de los 6rganos evaluados
(rindn y vejiga). Los datos obtenidos provenientes de dos experimentos independientes
en los cuales se estudiaron un total de 26 animales, se combinaron para su analisis y el
nivel minimo de deteccidn fue de 10 UFC/ gr de tejido evaluado. Se recuperaron colonias
a partir de todos los animales infectados; en los rifiones se determiné que la cepa
TX1330RF A-1 presentd una capacidad de colonizacion mejor que la detectada en la
mutante con resultados que fueron altamente significativos P=<0.0001; se recuperaron
colonias a partir de 17 vejigas provenientes de los animales infectados y en este drgano
se encontrd, una marcada colonizacién por parte de la cepa TX1330RF A-1 mientras que
la mutante mostré una colonizacién muy baja, resultados que también fueron
estadisticamente significativos P<0.001. Tomando en conjunto estos hallazgos, sugieren

que la delecion de 7,535 bp en la regidon hylg, generada en la cepa TX1330RF A-1
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producen una disminucién en la habilidad de colonizacién del tejido uro-epitelial en el

modelo experimental murino (Figura 33).

Figura 33.
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Figura 33. Infeccion mixta de la cepa salvaje de E. faecium TX1330RF A-1 (portadora del plasmido)
comparada con la mutante TX1330RF A-1/A regién hylg,. Se evaluaron colonias provenientes de la
infeccion mixta con un inéculo entre 1.6-1.3x10° para TX1330RF-Al y 1.2-1.18x10° para TX1330RF-
A1/Ahylgm-region) las cuales fueron recuperadas tanto de rinones como de la vejiga de los ratones
estudiados. Los tridngulos blancos representan la cepa salvaje de E. faecium TX1330RF A-1y los tridngulos
negros la cepa mutante TX1330RF A-1/A region hylg,, las barras horizontales simbolizan la media
geometrica y los datos se expresan en porcentaje de bacterias obtenidas proveniente de los organos

evaluados.
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16.1.4 La interrupcion del gen hylgm, produce atenuacion de la virulencia en la cepa de
laboratorio D334SRF que presenta el plasmido portador del gen hylgsm,.

Los resultados previos mostraron que la delecion de una region hylgm, en la cepa E.
faecium TX1330RF A-1/Ahylgm-region reduce la virulencia en el modelo de peritonitis
murino y presenté menor capacidad de colonizacién en el modelo de infeccion urinaria en
ratdn, al compararse con la cepa portadora del plasmido intacto (TX1330RF A-1). Por lo
tanto, se buscd evaluar si una interrupcion del gen hylg, generaba algun efecto en la
atenuacién de la virulencia en el modelo de peritonitis en ratén. Para ello, se utilizd6 una
cepa de laboratorio (E. faecium D344SRF), que es ampliamente estudiada en ensayos de
colonizacion gastrointestinal y la cual adquirio el plasmido portador del gen hylgs, a partir
de la cepa donadora C (C68) (23). A partir de esta cepa transconjugante D344SRF C-6, se
cre6 una mutante por interrupcion del gen hylg, en una cepa de laboratorio que
permitiera hacer comparaciones con las cepas isogénicas obtenidas.

Esta mutante obtenida por el grupo del Dr Rice presenta una delecidén de 296 nucleétidos
del gen hylgm y un reemplazo alélico con el gen cat, la cual probablemente produce un
efecto polar sobre el gen corriente abajo (hip) (Figura 34, panel A). La evaluacion por
PFGE-Smal de esta mutante, mostré similitud en el perfil electroforético con Ia
correspondiente cepa de E. faecium D344SRF C-6 (Figura 34, panel B) con la adquisicién
de una banda adicional entre 242.5y 291 kb vy la pérdida de una banda entre 194y 242.5
kb, resultados que sugieren la pérdida de un sitio de restriccion (Smal) en la secuencia del

DNA plasmidico por la introduccion del vector de mutagénesis pTEX5501-TS-Mob+.
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Adicionalmente, en la curva de crecimiento se evidencié que la mutante (D344SRF C-6/A
hylesm) posee un crecimiento ligeramente mejor comparado con la cepa D344SRF C-6
(Figura 35) hecho que podria estar relacionado con el efecto polar generado por la
integracion del vector pTEX5501-TS-Mob+ al plasmido portador del gen hylgm, y de esta
manera se podria generar la inactivacion o represion en otros genes de este plasmido.

Figura 34.
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242.5
145.5
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Figura 34. Resultados de PFGE—Apal e hibridizacién con la sonda hyl., de las cepas E. faecium D344SRF C-
6 y la mutante D344SRF/Ahylg,. Panel A. Grupo de genes correspondiente a la region donde se realizo el
reemplazo alélico con cat, Panel B. PFGE-Apal y la respectiva hibridizacion con una sonda hylg,, y con la
sonda cat. Se observa un perfil electroforético similar entre la cepa salvaje D344SRF C-6 (1) y la mutante
D344SRF C-6/Ahylgs, (2) en la cual hay una pérdida de una banda entre 194 y 242.5 kb y ganancia entre
242.5-291 kb. Se presenta la hibridizacién positiva con la sonda hylg, en la cepa D344SRF C-6 (portadora del
pldsmido hylgm) y negativa en la mutante. La hibridizacién con la sonda cat fue positiva para la cepa
mutante D344SRF C-6/Ahylgs, y negativa para la cepa salvaje D344SRF C-6.
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Esta mutante (D344SRF C-6/Ahylgm) fue evaluada frente a la respectiva cepa isogénica
D344SRF C-6 (con plasmido portador del gen hylgsm) en el modelo de peritonitis en ratén.
En la Figura 36 se observan los resultados de la mortalidad de los ratones infectados
intra-peritonealmente con 3 diferentes indculos que varian en un rango de 1.9x10° a 2 x
10° UFC/ml en la cepa D344SRF C-6 y de 2x10° a 4.7x10° UFC/ml para la mutante D344SRF
C-6/Ahylgfm. En indculos muy similares (Figura 36 panel A y panel B) se observé una
atenuacién en la letalidad de la cepa mutante comparada con la cepa isogénica
D344SRF C-6, resultados que fueron altamente significativos (P=0.0040) y (P=0.0195);
hallazgos similares se observa en el panel C (P=0.046). Tomando en conjunto estos
resultados, se podria sugerir interrupcion de hylg, o del gen corriente abajo (hip) causan

un efecto en la virulencia de E. faecium en el modelo murino de peritonitis.
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Figura 35.
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Figura 35. Curva de crecimiento de las cepas E. faecium D344SRF C-6 y la mutante D344SRF/Ahylg,,. Panel
A. Grafica de la curva de crecimiento en densidad éptica (A600m). Panel B. Recuentos bacterianos
expresados en UFC/ml. Las curvas fueron realizadas en caldo BHI, las densidades épticas y los recuentos de
colonias se realizaron cada hora hasta 8 horas. Se observa que la mutante presentd un crecimiento
ligeramente mejor que la cepa salvaje D344SRF C-6 (con el plasmido portador del gen hylgy,).
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Figura 36.
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Figura 36. Curvas de sobrevivencia en el modelo de peritonitis en ratén empleando las cepas derivadas de

E. faecium D344SRF. Panel A, B y C. Se muestran

los resultados de tres ensayos independientes con

diferentes indculos, en los cuales se compard la cepa salvaje D344SRF C-6 y la mutante D3444SRF/Ahylgy,
la cual fue obtenida por reemplazo alélico con el gen cat y delecién de 226 nucleétidos del gen hylg,. Se
utilizaron 10 ratones por indculo evaluado. En el eje de las Y se grafica el porcentaje de sobrevivencia de los
animales y en el eje de las X el tiempo durante el cual se evaluaron.

16.1.5. Complementacion de las mutantes con el gen hylgs, y el gen localizado corriente

abajo de hylgm, (hip).

Con el fin de confirmar si la atenuacidn de la virulencia observada en las mutantes

provenientes de las cepas derivadas de E. faecium TX1330RF y E. faecium D344SRF fue.
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Este vector es util para estudios en enterococos debido a que permite clonar genes tanto
en Gram-negativos (como E. coli) como también en bacterias Gram-positivas, presenta un
promotor constitutivo P2 (que controla la expresion de los genes clonados) y posee genes
de resistencia para gentamicina y espectinomicina como determinantes de seleccién del
plasmido (126). Inicialmente, el vector pAT392 fue transferido por electrotransfomacion a
la cepa TX1330RF, las colonias portadoras del pldsmido fueron recuperadas en agar BHI
suplementado con gentamicina y se confirmd la presencia del plasmido por PCR y PFGE
(Figura 37, panel A, linea 2).

Posteriormente, se realizaron experimentos para establecer la estabilidad del pldsmido in
vivo utilizando el modelo de peritonitis murina; para ello, se infectaron por via intra-
peritoneal 6 ratones con la cepa TX1330RF/pAT392 empleando diferentes inéculos (rango
~10° UFC/ml). Los ratones se sacrificaron a las 48 horas y los bazos fueron removidos,
resuspendidos en solucidén salina, homogenizados, macerados y finalmente se realizaron
diluciones que fueron sembradas simultaneamente en agar BHI y agar BHI suplementado
con gentamicina 125 ug/ml para realizar recuento de colonias. Adicionalmente, se
recolectaron 384 colonias individuales, las cuales fueron sembradas en agar BHI y BHI
suplementado con gentamicina para determinar la perdida del plasmido pAT392.

A partir de estas colonias, se seleccionaron 20 las cuales se evaluaron por PCR empleando
un iniciador sentido en el promotor P2 y uno antisentido en el gen aac(6’)-aph(2”). En la
Tabla 7 se muestran los resultados de los recuentos de colonias, se observa que se

recuperaron un numero similar de colonias provenientes de los bazos de los animales
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infectados, cuando se sembraron tanto en el medio BHI como en el medio suplementado
con gentamicina.
Tabla 7. Recuentos de colonias de la cepa TX1330RF/pAT392 proveniente de bazo de

ratones infectados por via intra-peritoneal

BHI BHI suplementado con
UFC/ml Gentamicina (UFC/ml)
Cultivo de 16 horas de 5.2x10%° 3.3x10%°
incubacion
Bazo No 1 2.4x108 2.3x108
Bazo No 2 3x10’ 2.3x10’
Bazo No 3 3x10’ 4x10’
Bazo No 4 7.2x10’ 9x10’
Bazo No 5 2.8x10°8 2.6x108
Bazo No 6 1.6x108 1.4x108

Se detectd la perdida de la resistencia a gentamicina por la ausencia del pAT392 en 11
(2.8%) colonias seleccionadas a partir de las 384 colonias evaluadas, estas fueron
cultivadas tanto en presencia como ausencia de gentamicina. Adicionalmente, las 20
colonias estudiadas por PCR fueron positivas para una regién interna del plasmido
pAT392, lo que confirma la presencia del plasmido pAT392 en la cepa TX1330RF. Estos
resultados sugieren que el plasmido pAT392 es estable in vivo en la cepa E. faecium

TX1330RF.
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Una vez confirmada la estabilidad del plasmido en la cepa TX1330RF se procedié a realizar
tres construciones plasmidicas que permitieran realizar ensayos de complementacién en
con los genes hylgsm v hip para determinar la posibilidad del incremento en la mortalidad
de las cepas cuando estos genes son expresados en trans. La primera construccion
presentaba el gen hylgm clonado en el MCS, la segunda el gen hip y la tercera presentaba
tanto el gen hylg,, como el gen hip clonados en el mismo vector (pAT392). Estos genes se
clonaron corriente arriba del gen de resistencia a gentamicina aac(6’)-aph (2”’), que es
controlado bajo el promotor constitutivo P2 (Figura 10.) (ver metodologia 8.2.3).

Una vez realizadas las construciones y confirmada la secuencia de los genes clonados
[PAT392::hylesm, pPAT392::hip, pAT392::hylesm-hip], se transfirieron por electrotransforma-
cion a las cepas de E. faecium TX1330RF, a la mutante TX1330RF A-1/Aregidn hylem y a la
mutante D344SRF C-6/Ahylgm (Figura 37 panel B,C,D,E,F) los clones obtenidos fueron
seleccionados en gentamicina y se comprobd la identidad isogénica de las cepas por
PFGE-Smal (Figura 37, panel A,B,C, D, E). Luego se determind la transcripcidon de los
genes clonados en el vector pAT392 por medio de RT-PCR en cada una de las cepas
obtenidas.

Posteriormente, se evalud la estabilidad de estas construcciones tanto in vitro (a partir
del crecimiento en caldo BHI y siembra en agar BHI con gentamicina) como in vivo (a
partir de las colonias obtenidas de los bazos de los animales infectados y que fallecieron
en el experimento), se encontrd una perdida del plasmido mayor al 80 % en todas las

cepas estudiadas tanto in vitro como in vivo en ausencia de la gentamicina. Sin embargo,
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cuando se evaluaron las cepas TX1330RF y TX1330RF A-1/A regidn hylgm con los
respectivos derivados de pAT392, pAT392::hylgm vy PAT392::hylgm-hip en presencia de
gentamicina, se observé que las construcciones fueron estables tanto in vitro como in

vivo con una perdida maxima del 5 %.

Figura 37.
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Figura 37. Resultados de PFGE- Smal de las cepas de E. faecium TX1330RF y sus derivadas y la mutante
E. faecium D344SRF C-6/Ahyl, transformadas con los plasmidos de pAT392. Panel A. Cepas derivadas de
TX1330. 1. TX1330; 2. TX1330/pAT392. Panel B. Cepas derivadas de TX1330RF: 1. TX1330RF;
2.TX1330RF/pAT392; 3. TX1330RF/pAT392::hyley; 4. TX1330RF::hip. Panel C Cepas derivadas de TX1330RF.
1. TX1330RF; 2.TX1330RF/pAT392::hylcs,-hip. Panel D. Cepas derivadas de TX1330RF A-1/A region hylg,: 1.
TX1330RF A-1/A region hylg, /pAT392; 2. TX1330RF A-1/A region hylg, /pAT392 ::hylg,.Panel E. 2.
TX1330RF A-1/A regién hyleg, /pAT392::hylgm-hip. Panel F. Cepas derivadas de D344SRF: 1. D344SRF C-
6/pAT392; 2. D344SRF C-6/pAT392:: hylgsm. En cada uno de los paneles se sefiala con una flecha las bandas
correspondientes al pAT392 y sus plasmidos derivados digeridos con la enzima Smal. Este plasmido tiene un
sitio Unico de corte para esta enzima, lo que permite linearizar el vector e identificarse por PFGE.

No obstante, la construccion pAT392::hip continud siendo inestable con una perdida

mayor al 70 % (Tabla 8). De la misma manera, las construcciones de los derivados de
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pAT392 en las cepas de E. faecium D344SRF fueron también inestables observandose una
perdida del plasmido pAT392 mayor al 50 %, por lo tanto el efecto en el modelo de

peritonitis no fue posible evaluarlo.

Tabla 8. Resultados de la evaluacion de la estabilidad de los plasmidos

derivados del pAT392 in vitro e in vivo.

Cepa % de pérdida del % de pérdida del

plasmido pAT392 ° plasmido pAT392 °

(in vitro) (in vivo)

TX1330RF/pAT392 3% 1%
TX1330RF/pAT392. Caldo BHI suplemen- 2% 3%
tado con GEN 125 pg/ml

TX1330RF/pAT392::hylesm 28 % 60 %
TX1330RF/pAT392::hylsm.Caldo BHI suple- 2% 4%
mentado con GEN 125 ug/ml

TX1330RF/pAT392::hip 30% 85 %
TX1330RF/pAT392::hip. Caldo BHI suple- 25 % 80 %
mentado con GEN 125 ug/ml

TX1330RF/pAT392::hylesm-hip 35% 65 %
TX1330RF/pAT392::hylgsm-hip. Caldo BHI 4% 5%

suplementado con GEN 125 ug/ml

® colonias provenientes de cultivo en caldo BHI (in vitro)
b . . . . .
colonias provenientes del bazo de los animales muertos (in vivo).
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Posteriormente, se realizaron los ensayos de peritonitis en ratén con las cepas derivativas
de E. faecium TX1330RF con las diferentes construcciones en pAT392, con el fin de
evaluar si el gen hylgm, el gen hip o la presencia de los dos genes, expresados en trans
incrementaban las propiedades patogénicas en la cepa comensal TX1330RF o reesta-
blecian la virulencia en la mutante. Cada una de las tres construcciones obtenidas
[PAT392::hylesm, pAT392::hip, pAT392::hylgm-hip] en la cepa TX1330RF fueron estudiadas
realizando curvas de crecimiento (Figura 38) y por RT-PCR para confirmar la expresion de

los genes clonados en pAT392.

Figura 38.
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Figura 38. Curva de crecimiento de las cepas derivadas de E. faecium TX1330RF/pAT392. La curva se
realizé en caldo BHI, se estudio el crecimiento de las bacterias cada hora durante 9 horas y se utilizé como
control la cepa TX1330RF/pAT392.

Los experimentos de infeccidn intra-peritoneal con las cepas portadoras de los plasmidos

derivativos de pAT392 mostraron que ninguna de las construciones obtenidas empleando
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diferentes indculos bacteriano incrementaron el efecto de virulencia de la cepa comensal
TX1330RF, cuando se compararon con la cepa TX1330RF/pAT392 sin inserto en presencia
de gentamicina (Figura 39 y 40); indicando que la expresiéon de los genes en trans
clonados independientemente o en combinacién (hylgm-hip) en el vector pAT392 no es
suficiente para generar un aumento en la virulencia de la cepa TX1330RF. De la misma
manera la expresion del gen hylgsm (Figura 41 panel Ay B) o de los genes hylgm-hip en la
cepa mutante TX1330RF A-1/A regidon hylesm

(Figura 41 panel C y D) no restaura el

fenotipo de virulencia presentado por la cepa TX1330RF A-1.

Figura 39.
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Figura 39. Curvas de sobrevivencia de las cepas derivadas de E. faecium TX1330RF portadoras del
plasmido pAT392 y pAT392::hyl,, y evaluadas en el modelo de peritonitis en ratén. Resultados de tres
experimentos independientes de las cepas TX1330RF portadoras del plasmido pAT392::hylcs, comparadas
con la cepa TX1330RF/pAT392 empleando tres indculos diferentes. En el eje de las Y se grafica el porcentaje
de sobrevivencia de los animales y en el eje de las X el tiempo durante el cual se evaluaron.
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Figura 40.
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Figura 40. Curvas de sobrevivencia de las cepas derivadas de E. faecium TX1330RF portadoras del

plasmido pAT392 y pAT392::hylg,,-hip y evaluadas en el modelo de peritonitis en ratén. Resultados de
tres experimentos independientes de las cepas TX1330RF portadoras del plasmido pAT392::hylm-hip y
comparadas con la cepa TX1330RF/pAT392 empleando tres diferentes indculos. En el eje de las Y se grafica
el porcentaje de sobrevivencia de los animales y en el eje de las X el tiempo durante el cual se evaluaron.
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Figura 41.
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Figura 41. Curvas de sobrevivencia de la cepa mutante E. faecium TX1330RF A-1/A regién hylg,
complementadas con plasmido pAT392::hyl., y pAT392::hyl,- hip en el modelo de peritonitis en ratén.
Panel A y B. Resultados de dos experimentos independientes de las cepas mutante TX1330RF A-1/A regidn
hylgs complementada con el pldsmido pAT392::hylg,, comparadas con la mutante TX1330 RF A-1 /A region
hylgs /pAT392. Panel C y D. Resultados de dos experimentos independientes de las cepa mutante
TX1330RF A-1/A regién hylgs, complementada con el vector pAT392::hylg;,-hip comparada con la mutante
TX1330RF A-1/A regidn hylgs, /pAT392.
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17. DISCUSION CAPITULO IlI

Previamente se ha demostrado que la presencia del plasmido portador del gen hylgm en
diferentes cepas de E. faecium (D344SRF y TX1330RF) incrementa la virulencia en el
modelo experimental de peritonitis en ratén. Adicionalmente, se ha mostrado que la
adquisicion de este plasmido proveniente de la cepa A (TX0016) también aumenta la
habilidad de la cepa TX1330RF para colonizar el uro-epitelio de los ratones, caracteristica
gue fue estadisticamente significativa en el modelo por competencia de infeccidén urinaria
cuando se infectaron los animales con un indculo mixto de la cepa portadora del plasmido
hylesm (TX1330RF A-1) y la cepa TX1330RF. Con el fin de profundizar en el estudio de
virulencia de este plasmido se planted la necesidad de desarrollar mutantes en esta
region hylgm, las cuales pudieran contribuir a explicar si la virulencia observada por la
adquisicidn del pldasmido y de esta manera determinar si este efecto estaba relacionado
con el gen hylgm 0 con los genes adyacentes encontrados en esta region.

La creacién de mutantes en E. faecium es una metodologia de dificil aplicaciéon y no se
considera como una técnica de biologia molecular de rutina como lo es en otros
microorganismos (275). Esto se debe a que los enterococos son bacterias que tienen una
baja capacidad de transformacién en el laboratorio y presentan resistencia a multiples
antibidticos es dificil encontrar un vector adecuado de mutagénesis que tenga un
marcador de seleccidn antibidtica util (275). Hasta la fecha, Unicamente esta disponible

un vector adecuado que permite realizar mutagénesis en E. faecium, el cual utiliza un
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pldsmido sensible a la temperatura denominado pTEX5501-TS-Mob+(275). No obstante
esta metodologia aunque ha sido exitosa para la construccién de mutantes del gen acm y
espem en E. faecium (176, 275) requiere la evaluacion de un gran nimero de colonias (>
1,000) para la deteccién de la mutante esperada, proceso que la hace bastante laboriosa.

Por lo tanto, con el fin de crear una herramienta adicional para mutagénesis en E.
faecium que permitiera la creacion de mutantes en la region hylgm, se adapto el sistema
de construccidon de mutantes PheS* desarrollado para E. faecalis (306) al E. faecium. Para
este propodsito se utilizéd el pCIK47, plasmido que presenta el gen ermC el cual fue
reemplazando por el gen aph-ID y adicionalmente se mantuvo los genes pheS* y lacZ; de
esta manera se obtuvo una nueva variante de este vector la cual se denomind
pCJK47Gen. Posteriormente, tomando como templado este vector (pCJK47Gen) se
desarrollé un vector adicional el pCJK47GenChl, que presenta las mismas caracteristicas
del pCJK47Gen pero posee adicionalmente dos sitios multiples de clonaje (MCS) y el gen
cat (que permite la diferenciacién de entre una mutante y una cepa salvaje). Por lo tanto,
con esta metodologia desarrollada para E. faecium se obtienen varias ventajas como: i)
una alta eficiencia de introduccion del DNA debido a que se utiliza el sistema de
conjugacién desarrollado para E. faecalis el cual también es funcional para E. faecium, ii)
permite la diferenciacion de la mutante de la cepa salvaje por deteccién del gen cat y iii) a
partir de un tamizaje de pocas colonias se puede lograr la deteccién de la mutante

esperada.
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Una vez desarrollado el vector adecuado para mutagénesis en E. faecium (pCJK47GenChl)
por el sistema PheS*, se cre6 una mutante en la cepa A (TX0016) la cual presentaba una
delecién total de 4 genes y parcial de 2 genes (TX0016/Aregion hylgsm,). Posteriormente,
esta mutante y la cepa A (TX0016) fueron evaluadas en el modelo de peritonitis en ratén,
encontrdndose que la mutante no presenté atenuacién comparada con su respectiva
cepa isogénica, resultado que podria ser explicado por el origen clinico, que presenta esta
cepa. Lo anterior indica que es posible que la cepa A (TX0016) sea portadora de otros
elementos de virulencia que le permitan compensar este tipo de mutaciones y por lo
tanto la delecién de este grupo de genes no genera mayor estrés para la bacteria.

Por lo tanto, con el fin de estudiar este tipo de mutaciones en otro ambiente genético, el
plasmido intacto y el mutado se transfirieron a la cepa fecal TX1330RF (esta cepa no es
de origen clinico y provenia de un individuo sano) con el fin de evaluar su patogenicidad.
Es posible sugerir, que el efecto de virulencia in vivo pueda ser detectado mas facilmente
en cepas que no han sido expuestas a ambientes hospitalarios, (a diferencia de la cepa A
(TX0016) de origen nosocomial) en el cual pueden adquirir nuevos determinantes de
virulencia, que les permiten estar mejor adaptadas para sobrevivir y generar infeccion. De
esta manera, es bastante probable que sea posible detectar cualquier efecto de un gen o
grupo de genes implicados en virulencia en una cepa comensal (TX1330RF) que no tiene
la habilidad de producir enfermedad.

Por lo tanto, la cepa mutante TX1330RF A-1/Aregién hylgm (delecidn de 7,534 bp) y la

cepa portadora del plasmido intacto (TX1330RF A-1) también fueron evaluadas en el
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modelo de peritonitis en ratén, encontrando que la mutante fue menos patogénica que la
TX1330RF A-1. Sin embargo, como esta mutante presentd una pequeiia diferencia en el
crecimiento comparada con la cepa TX1330RF A-1, se podria inferir que la atenuacién
observada no solo estaria relacionada con la delecidn generada, sino que otros factores
también podrian estar implicados en el efecto observado. Adicionalmente, la mutante
D344SRF C-6/Ahylgm que presentaba una delecion de 296 bp del gen hylgmy un reemplazo
alélico con el gen cat también fue evaluada en el modelo de peritonitis en raton.
Encontrandose atenuacién por parte de la cepa mutada, posiblemente esta mutacion
produjo un efecto polar sobre el gen corriente abajo del hylg, lo cual podria indicar que
el gen hylgm o el gen corriente abajo (hip) juegan un papel relevante en el incremento de
la virulencia conferida por el plasmido.

El efecto de la delecién de 7,534 bp también fue evaluado en el modelo de infeccidn
urinaria en ratén empleado la técnica de infeccidn mixta o por competencia utilizando la
cepa portadora del plasmido hylg, TX1330RF A-1 y la cepa mutante TX1330RF A-
1/Aregion hylgmy. Se observé una mejor colonizacidn del uro-epitelio de los ratones que
fueron infectados con la cepa portadora del pldsmido intacto (TX1330RF A-1), comparada
con los ratones infectados con la cepa mutante TX1330RF A-1/Aregién hylgm. Sin
embargo, como esta mutante presentd un defecto minimo en el crecimiento, la
atenuacién observada posiblemente podria estar relacionada con otros factores
diferentes a los relacionados con virulencia. Se podria postular que la region hylg, esta

involucrada en la adquisicion y el metabolismo de carbohidratos externos (a partir del
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sitio de la infeccién) lo cual le daria una habilidad adicional a la bacteria en los pasos
iniciales de la infeccion (colonizacién). Por lo tanto, la delecién de parte de estos genes
podria ser una desventaja para la cepa mutante puesto que la adquisicién de nutrientes
para su metabolismo se podria reflejar en la disminucidn de la capacidad de sobrevivir in
vivo. Este efecto, es esencialmente mdas notorio en cepas comensales las cuales no
presentan condiciones de superviviencia para producir enfermedad, como si lo poseen los
aislamientos de origen nosocomial.

Asi mismo, con el objetivo de determinar el efecto en virulencia de los genes hylgm y hip
expresados en trans, estos genes se clonaron en un vector, se transfirieron a la cepa
comensal y se evaluaron en el modelo de peritonitis en ratén. Para ello, se utilizé en el
pldsmido de expresidon pAT392 (126). Este plasmido ha sido utilizado exitosamente para el
estudio de los genes de resistencia vancomicina en E. faecium (126) y en E. gallinarum
(136) por lo cual fue escogido para la expresion in vivo de los genes hylgm y hip. Se
realizaron dos construcciones las cuales expresaban el gen hylg, y hip independiente-
mente en el pAT392 (pAT392::hylem y pAT392::hip) y una construccién en la cual los dos
genes se clonaron al mismo tiempo en el pAT392 (pAT392::hylgm—hip). Sin embargo, a
pesar que la estabilidad del plasmido fue controlada incluyendo gentamicina en los
cultivos respectivos y se determind la expresidon de los genes clonados, ninguno de los
plasmidos derivados de pAT392 logrd incrementar la virulencia en la cepa TX1330RF o
complementar la atenuacidén observada en la cepa mutante de seis genes (TX1330RF A-

1/Aregion hylggm).
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Se pueden proponer dos posibles explicaciones para la ausencia del efecto en la
complementacion observada en estos experimentos: i) la expresion constitutiva de hylgsm
o hip podria ser deletérea para la bacteria, lo que sugeriria que la expresion del grupo de
genes hylgm esta especificamente regulada (dos genes con homologia para el sistema
regulatorio de dos componentes se encuentran en el extremo 5’ de la region hylgm
(Figura 1) y ii) el gen hylgm o hip, son necesarios pero no suficientes para restaurar la
virulencia conferida por el plasmido que presenta la delecién de 6 genes en la regién
hylgsm u otros genes localizados en esta regidn, son también necesarios para generar
patogénesis en el modelo de peritonitis en ratén.

En resumen, se logrd desarrollar un sistema éxitoso para mutagénesis en E. faecium, el
cual fue utilizado para la generacién de una mutante de 6 genes en la regiéon hylgm. La
mutante obtenida en TX1330RF presenté una atenuacién en el modelo de peritonitis y en
el modelo de infeccién urinaria comparada con la respectiva cepa isogénica. Sin embargo,
se requiere de la creacidn de nuevas deleciones que permitan obtener mayor informacién
acerca del papel de esta region hylgm en virulencia. Por otro lado, no se detectd ni se
restaurd el efecto de virulencia con las construcciones evaluadas en TX1330RF ni en la

mutante cuando se complementd en trans con los plasmidos derivados de pAT392.
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18. CONCLUSIONES CAPITULO Iil

Se desarrollé un vector para la construccion de mutantes en E. faecium que se
fundamenta en el sistema de contraseleccion PheS* con el cual se obtuvo una

mutante de 6 genes de la region hylgsm.

Se obtuvo una mutante por reemplazo alélico con el gen cat por delecion de 7,534
bp en el plasmido portador del gen hylgm, proveniente de la cepa E. faecium

TX0016 empleando el sistema de mutagénesis PheS*.

La mutante TX0016/Aregidn hylgm no presentd atenuacion en el modelo murino

de peritonitis cuando se comparé con la cepa isogénica TX0016.

Se observéo efecto de atenuacion en la mutante TX1330RF A-1/A region
hylggmcuando se compard con la cepa TX1330RF portadora de plasmido hylgsm,

cuando se evalud en el modelo de peritonitis en raton.

Se observé menor capacidad de colonizacion de la mutante TX1330RF A-1/A
region hylgm, cuando se compar6 con la cepa TX1330RF portadora de plasmido

hylesm en el modelo murino de infeccidn urinaria por competencia.

La interrupcion del gen hylg, en la cepa D344SRF C-6 también mostré una
atenuacién cuando se compard con la cepa isogénica D344SRF en el modelo de

peritonitis en raton.

No se observé efecto en la virulencia en el modelo de peritonitis murina cuando

se realizo complementacion con los genes hylgm y hip expresados en trans.
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CAPITULO IV

EL PLASMIDO hylgfm, UN ELEMENTO GENETICO IMPORTANTE EN LOS AISLAMIENTOS DE
E. faecium DE LOS PAISES DE LA REGION ANDINA (Colombia, Pert, Ecuador y Venezuela)

19. RESULTADOS CAPITULO IV

19.1 Caracteristicas fenotipicas de los aislamientos de E. faecium de origen nosocomial
provenientes de los paises de la region Andina

Debido a la relevancia clinica que ha adquirido E. faecium en los Ultimos afios
especialmente debido a la interaccion entre factores de virulencia y de resistencia, asi
como también los hallazgos previos de este trabajo en los cuales se determina la
importancia del plasmido portador del gen hylg, en la patogénesis de E. faecium, se
evaluaron aislamientos de E. faecium provenientes de cuatro paises de la regién Andina
con el fin de determinar las caracterisisticas genéticas y moleculares de los enterococos
circulantes en esta area geografica de Sur America.

Para ello, se recolectaron 760 aislamientos consecutivos de Enterococcus spp a partir de
un programa de vigilancia epidemioldgica en los cuatro paises de la regién Andina. De
estos aislamientos se descartaron 37, los cuales no cumplian con los criterios de inclusién
delimitados en el estudio. Finalmente, se evalué un total de 723 aislamientos de
enterocococos.

A partir de los 723 aislamientos, 560 correspondieron a E.faecalis, 111 a E. faecium y 52 a
otras especies. En el presente trabajo, se incluyeron especificamente 111 aislamientos de

E. faecium los cuales provenian de: Colombia 41 (37 %), Peru 29 (26 %), Ecuador 17 (15
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%) y Venezuela 24 (22 %). El origen mds comun de los aislamientos de E. faecium fue
orina (38 %) seguido de sangre (21 %), infecciones quirurgicas (13 %) y otros (28 %). Las
tasas de resistencia de los E. faecium (Figura 42), indican que los niveles de resistencia
mas altos se encontraron para ampicilina (75 %), ciprofloxacina (68 %), HLR estrepto-
micina (44 %), HLR gentamicina (36 %), vancomicina y teicoplanina (31.5 %). Los
porcentajes de resistencia a cloranfenicol fueron bajos (4.5 %) y no se identificd ningun
aislamiento resistente a linezolid. Las tasas mas altas de resistencia a ampicilina,
vancomicina,HLR-GEN y HLR-STR se encontraron en Peru con 90 %, 48 %, 55 % y 65 %
respectivamente, por el contrario, las tasas mas bajas para los antibiéticos descritos
previamente fueron observadas en Venezuela con 46 %, 25 %, 8 % y 21 %, respectiva-
mente (Figura 43).

Figura 42.
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Figura 42. Perfiles de resistencia antibiotica de los 111 aislamientos de E. faecium provenientes de
diferentes hospitales en la region Andina (Colombia, Peri, Ecuador y Venezuela). Se muestran los
resultados totales de la frecuencia de la resistencia a los antibidticos evaluados. Nomenclatura: vacomicina
(VAN), teicoplanina (TEI), ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CHI), linezolid (LNZ), ampicilina (AMP), altos
niveles de resistencia a gentamicina (HLR-GEN), altos niveles de resistencia a estreptomicina (HLR-STR). En
el eje de las Y se muestra el porcentaje de resistencia (%) y en el eje de las X los antibidticos evaluados.
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Figura 43. Perfiles de resistencia antibidtica de los 111 aislamientos de E. faecium provenientes de
diferentes hospitales en la region Andina (Colombia, Pert, Ecuador y Venezuela). Se muestran los
resultados de la frecuencia de la resistencia a los antibidticos evaluados por cada uno de los paises
(Colombia, Peru, Ecuador y Venezuela). Nomenclatura: vacomicina (VAN), teicoplanina (TEl), ciprofloxacina
(CIP), cloranfenicol (CHI), linezolid (LNZ), ampicilina (AMP), altos niveles de resistencia a gentamicina (HLR-
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GEN), altos niveles de resistencia a estreptomicina (HLR-STR).
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19.2 E. faecium perteneciente al CC17 se encuentra como genogrupo predominante en
la region Andina

A partir de los 111 aislamientos de E. faecium evaluados se encontraron 35 aislamientos
gue presentaban fenotipo VanA (altos niveles de resistencia a vancomicina y a
teicoplanina) y portaban el gen vanA. La tipificacion molecular por PFGE reveld la
presencia de 11 patrones electroforéticos diferentes los cuales fueron identificados con
las letras A a la K (Figura 44). Los patrones A, Cy E se encontraron en Colombia, en Peru
los patrones A,B, E, F, G, H y K, en Ecuador D y | y en Venezuela A. Se observé el
predominié de algunos clones de E. faecium: en Venezuela el patron A, en Peru el patrén
B, para Colombia el Cy D en Ecuador (Figura 44).

Para el analisis por MLST se seleccionaron aislamientos representativos de cada tipo de
PFGE, se determind que todos los ST (secuencia tipo) pertenecieron al CC17, siendo el
mas frecuentemente identificado el ST412 (5 aislamientos). También, se identificaron
ST17 (un aislamiento), ST18 (dos aislamientos), ST125 (un aislamiento), ST203 (un
aislamiento), ST280 (dos aislamientos), ST282 (un aislamiento). Por otra parte, en un
aislamiento proveniente de Peru con patrén electroforetico J se identificé un nuevo ST el

cual fue denominado ST494 el cual corresponde al CC17 (Figura 44).
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Figura 44.
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Figura 44. Tipificacion molecular de E. faecium resistente a vancomicina provenientes de la regiéon Andina
empleando PFGE. El arbol filogenético se construyé utilizando el coeficiente de DICE y con el algoritmo de
agrupamiento genético UPGMA con un punto de corte definido en 85 %. Nomenclatura: ST (secuencia tipo),
CC17 (complejo clonal 17), NCTC 8325: Cepa de Stapylococcus aureus utilizada como marcador de peso
molecular.
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19.3 Los genes fms, espem Y hylgrm se encuentran frecuentemente en los aislamientos de
E. faecium resistentes a vancomicina y pertenecientes al CC17 los cuales provienen de
diferentes origenes geograficos en la region Andina

Diversos reportes han sefialado una mayor presencia de los genes putativos de virulencia
fms asi como también los genes espgm Y hylegsm en cepas de E. faecium de origen clinico
pertenecientes al CC17 (22, 29, 33, 34, 146, 177). Por lo tanto, era importante evaluar la
presencia de los genes fms, espesm Y hylesm en los aislamientos de E. faecium resistentes a
vancomicina circulantes en los hospitales de la region Andina. El grupo de genes fms 11-
19-16 y ebpAgsm, ebpBesm, ebpCesm (pilB) los cuales codifican para proteinas putativas para
la producién de pili en bacterias Gram-positivas, se encontraron presentes en las 35 cepas
de E. faecium resistente a vancomicina y el gen scm que codifica para una segunda
adhesina de unién a coldgeno se encontré en un 91 % de los aislamientos. El grupo de
genes formado por fms 20y fms 21 (pilA) se detectd en 74 % y 83 % respectivamente, el
grupo de genes (fms 17, fms 13, fms 14) en 77 %, 80 % y 83 % respectivamente, el fms 18
en un 69 % vy el fms 15 en un 97 % (Figura 45). Adicionalmente, los genes espem Y hylem
gue también han sido asociados al CC17 se encontraron en un 69 % y 23 %
respectivamente. De esta manera, la presencia de los 4 grupos de genes previamente
descritos en la cepa A (TX0016) se encontraron en los aislamientos de E. faecium
resistentes a vancomicina provenientes de diferentes hospitales de la regién Andina

(Figura 45).
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Figura 45. n=35
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Figura 45. Frecuencia de los genes putativos de virulencia en los aislamientos de E. faecium resistentes a
vancomicina provenientes de hospitales de la region Andina. Los grupos de genes fmsy los genes espgsm v
hylem se encuentran sefialados a la izquierda y los nimeros en la derecha indican la frecuencia obtenida
para cada gen.

19.4 Los genes fms 20 y fms 21 (pilA) se encuentran localizados en el plasmido portador
del gen hylgm, y su presencia se observa en cepas de E. faecium provenientes de

hospitales en la regiéon Andina.

Debido a los hallazgos descritos previamente del plasmido portador del gen hylg, era
importante determinar la presencia de otros determinantes de virulencia putativos en

este plasmido proveniente de la cepa A de origen clinico (TX0016). Para esto, se evalud la
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presencia de los genes fms 20 y fms21 (pilA) por dos razones: i) estos genes presentan
homologia con genes que participan en la biogénesis del pili y ademas codifican para las
proteinas MSCRAMMS las cuales se han visto relacionadas con la capacidad de adheren-
cia de las bacterias patégenas a los tejidos del huésped y de esta manera producir
infeccion vy, ii) el hallazgo de la localizacidn del gen repA adyacente a los genes fms20 y
fms21 (pilA) posiblemente sugiere que estos genes se encuentran probablemente en un
pldsmido y no a nivel cromosomal.

Se realizé la evaluacidn experimental de la localizacién extra cromosomal de estos genes
empleado PFGE y digestion con nucleasa S1 (PFGE-S1) e hibridizacion con sondas dirigidas
a los genes fms 20 (pilA) y fms 21. Para la confirmacion de estos hallazgos se utilizo el
protocolo de PFGE y digestion con I-Ceu-l (PFGE I-Ceu-l) e hidridizacidn con las mismas
sondas previamente descritas (fms 20y fms 21(pilA)) y empleando como control la sonda
RNAr 23S. Para ello, la cepa A de E. faecium (TX0016) que presenta el plasmido portador
del gen hylgsm, E. faecium TX1330RF (cepa receptora usada para ensayos de conjugacion y
gue también presenta un pldsmido de un tamafo aproximado ~ 190 kb) y E. faecium
TX1330RF A-1 (cepa transconjugante que presenta el plasmido portador del gen hylgm)
fueron evaluadas.

Se encontré que los genes fms 20 y fms 21(pilA) se localizaron en el mismo plasmido
portador del gen hylgm en las cepas TX0016 y TX1330RF A-1 (el cual migra entre 242.5 kb
y 291 kb). En la cepa TX1330RF estos genes se encontraron localizados en un plasmido de

menor tamafo que migra entre 194 kb y 242.5 kb (Figura 46 panel B y C). La ubicacion de
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estos dos genes fue posteriormente evaluada por digestion con la enzima [-Ceu-l
confirmando de esta forma la localizacién plasmidica de los genes fms20 (pilA) y fms21.
Adicionalmente, con el fin de determinar la presencia de estos genes en el plasmido
portador del gen hylg, proveniente del E. faecium la cepa clinica C (C68), este plasmido
fue digerido con la enzima EcoRl, los fragmentos obtenidos fueron corridos en un gel de
agarosa, transferidos a una membrana de nylonbN" y posteriormente hibridizados con las
sondas fms 20 y fms 21 (pilA). Igualmente, se detecto la presencia de banda tanto en la
hibridizacién con la sonda fms 20 como en la sonda fms 21 (pilA), confirmando de esta
manera la localizacidn plasmidica de estos genes (Figura 46, panel A).

Figura 46.
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Figura 46. Deteccion de los genes fms 20 y fms21 (pilA) en el plasmido portador del gen hyl, (D344SRF C-
6) y en la cepa A (TX0016), TX1330RF A-1 y TX1330RF. Panel A. Plasmido portador del gen hylgm,
(proveniente de la transconjugante D344SRF C-6) que fue aislado por medio de gradiente de densidad con
cloruro de cesio, digerido con EcoRl y la hibridizacidn se realizé con la sonda dirigida a los genes fms20 (pilA)
y fms21. Panel B y C. Deteccidn de los genes fms20 y fms21 (pilA) por PFGE-S1 en las cepas: 1. Cepa A
(TX0016); 2. TX1330RF A-1; 3. TX1330RF.
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Resultados previos de este trabajo mostraron que cepas nosocomiales de E. faecium
provenientes de origenes geograficos diferentes poseen un plasmido portador del gen
hylem, el cual es de gran tamafio, es transferible por conjugacion y esta adicionalmente
asociado con genes de resistencia a vancomicina y aminoglicésidos. Adicionalmente, este
pldsmido también es portador de genes implicados en la formacion de pili como son fms
20 y fms 21(pilA) los cuales son genes que podrian tener una funcién relevante como
determinantes putativos de virulencia.

Por lo tanto, se evalud si los aislamientos de E. faecium provenientes de los diferentes
hospitales de la regiéon Andina también eran portadores de estos genes a nivel plasmidico
y si se encontraban localizados junto con los genes vanA y hylgs,. Para ello, se estudiaron
aislamientos representativos de E. faecium resistentes a vancomicina por PFGE-S1 e
hibridizacion con las sondas fms 20 (pilA), fms 21, vanA'y hylgy. (Tabla 9, Figuras 47 y 48).
Se observd que los genes fms 20 -fms21 (pilA) siempre se localizaron en pldsmidos que
migraban entre 60 kb a 242 kb, en algunos casos se detecté la presencia de una sola copia
del gen fms21 y en tres aislamientos provenientes de Peru (P575, P1139, P1986) se
encontrd la presencia de una copia adicional de gen fms21 localizado en otro plasmido.
Adicionalmente, en tres aislamientos diferentes se determind que el grupo de genes fms
20 (pilA)- fms 21 estaban localizados en el mismo plasmido portador del gen hylgm, (P575,
P1190, P2074), estos plasmidos migraron entre 190 kb y 230 kb. También, se identifico la

presencia de tres aislamientos diferentes a los descritos previamente los cuales
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Tabla 9. Localizacion plasmidica o cromosomal de los genes fms20-fms21 (pilA), hylgm y vanA en cepas de E. faecium

resistente a vancomicina provenientes de hospitales de la region Andina

Pais Codigo Origen Pulsotipo Secuencia Plasmido (P) o cromosomal (C) Tamano estimado del

PFGE tipo (ST) localizacién plasmido

fms20  fms21(pilA)  hylgm vanA

Peru P575 Orina G 280 + (P) + (P) +(P)  +(P)  hylgm, fms20-21 (~ 190kb)
fms21 (~70 kb)
vanA (~ 60 kb)
P1123 Sangre B 412 + (P) + (P) - +(P) fms20-21 (~ 70 kb)

vanA (~ 48 kb)
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Peru

P1137

P1139

P1140

P1190

P1985

P1986

P2022

Herida

Orina

Herida

Qx

Sangre

Urine

Sangre

Absceso

18

280

412

125

412

494

282

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(C)

+(P)

vanA (~ 60 kb)
fms20-21 (~ 190 kb)

fms21 (~ 70 kb)

vanA (<48 kb )

fms20-21, vanA (~ 60kb)

hylem, fms20-21 (~ 23kb)
vanA (~ 60 kb)
fms20-21 (~ 200 kb)
vanA (~ 48 kb)
fms20-21 (~ 80 kb)
fms21 (~ 60 kb)
fms20-21 (~ 75 kb)

vanA (~ 60 kb)
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P2074

Colombia

C497

621

C1688

C1904

C1910

Ecuador

E417

E422

Sangre

Sangre
L.Per
Sangre
Sangre

Orina

Sangre

Orina

17

203

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)

+(P)
+(P)
+(C)
+(P)

+(P)

+(P)

+(C)

hylgm fms20-21

(~ 220 kb) vanA (~ 70 kb)

hylgm, vanA (~160 kb)
fms21,vanA (~ 60 kb)
fms20-21 (~ 180 kb)
hylgsm,vanA (~160 kb)
fms20-21 (~ 180 kb)

vanA (~ 48 kb)

fms20-21 (~ 180 kb)
vanA (< 48kb)

fms20-21 (~ 70 kb)
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Venezuela

V689 Herida A 412 +(P) +(P) - +(P) fms20-21,vanA (~ 60 kb)
Qx

V2216  Absceso A ND? +(P) +(P) - +(P)  fms20-21, vanA (~ 70 kb)
abd

®ND, No determinado: no se realizé MLST debido a que el aislamiento presentaba un patrén de electroforésis altamente

relacionado
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presentaban el gen vanA en el mismo plasmido portador de fms20-fms21(pilA) (P1140.
V689, V2216). Sin embargo, no se encontrd ningun aislamiento que presentara los genes
vanA, hylgm y fms 20 fms 21(pilA) en el mismo plasmido (Tabla 9, Figuras 47 y 48).
Tomando en conjunto estos resultados se encontrd la presencia de los genes fms20-
fms21 en el pldsmido portador del gen hylgm en la cepa A (TX0016) asi como también se
identifico su localizacion plasmidica en cepas de E. faecium provenientes de hospitales en

la region Andina; de la misma forma estos genes se vieron asociados con el gen vanA.

.
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Figura 47. Resultados de PFGE-S1 de los plasmidos portadores de los genes fms20 y fms21 (pilA) en aislamientos
representativos de E. faecium provenientes de hospitales de la Region Andina en Sur America. Panel A. Figura de la
organizacion genética de los genes fms20 y fms 21(pilA) en E. faecium la cepa A (TX0016). Este locus presenta un gen
(srtC4) que codifica para una sortasa putativa C y un gen que codifica para una sortasa A (srtA)(177).Panel B. PFGE-S1
de los aislamientos de E. faecium (panel de la izquierda) e hibridizacién con el gen fms20 (panel de la derecha). 1.
Marcador molecular lambda; 2. Cepa A (TX0016); 3. Cepa B (ERV99); 4. P1985 (Peru); 5. P1123 (Pert); 6.P2022 (Peru);
7.E417 (Ecuador); 8. P1139 (Pert); 9. P575 (Pert); 10. P2074 (Pert); 11. E422 (Ecuador); 12.P1986 (Perd); 13 C1688
(Colombia); 14. Cepa A (TX0016); 15. V2216 (Venezuela). Los plasmidos se muestran como bandas linearizadas en el gel
y las flechas indican los plasmidos que fueron hibridizados con la sonda fms20. Panel C. PFGE-S1 de los aislamientos de
E. faecium (panel de la izquierda) e hibridizacidén con el gen fms 21(pilA) (panel de la derecha). Se presenta la misma
organizacion del gel que el panel B.
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Figura 48.
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Figura 48. Resultados de PFGE-S1 de los plasmidos portadores de los genes fms20 y fms21 (pilA) en
aislamientos representativos de E. faecium provenientes de hospitales de la Regidon Andina. Panel A. PFGE-S1
de los aislamientos de E. faecium (panel de la izquierda) e hibridizacién con el gen hylg;, (panel de la derecha). 1.
Marcador molecular lambda; 2. Cepa A (TX0016); 3. Cepa B (ERV99); 4. P1985 (Peru); 5. P1123 (Peru); 6.P2022
(Peru); 7.E417 (Ecuador); 8. P1139 (Peru); 9. P575 (Peru); 10. P2074 (Peru); 11. E422 (Ecuador); 12.P1986 (Peru);
13 C1688 (Colombia); 14. Cepa A (TX0016); 15. V2216 (Venezuela). Los pldsmidos se muestran como bandas
linearizadas en el gel y las flechas indican los plasmidos que fueron hibridizados con la sonda hylg,. Panel B.
PFGE-S1 de los aislamientos de E. faecium (panel de la izquierda) e hibridizacién con el gen vanA (panel de la
derecha). Se presenta la misma organizacion del gel que el panel A.
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20. DISCUSION CAPITULO IV

En este trabajo se evalud la epidemiologia molecular de aislamientos de E. faecium
resistentes a vancomicina provenientes de diferentes hospitales en Colombia, Peru,
Ecuador y Venezuela recolectados a partir del primer estudio prospectivo multicéntrico y
multinacional en la regién Andina. Los resultados obtenidos indican que la prevalencia de
la resistencia a vancomicina es relativamente baja en todos los paises evaluados, se
encontré Unicamente en el 6 % de los aislamientos estudiados en este trabajo;
comparado con la prevalencia de 33 % reportada en Estados Unidos (92) y en Europa con
porcentajes que varian entre 1 % a >30 % (363).

Se observd una frecuencia alta para ampicilina del 50 % para los aislamientos
provenientes de Venezuela y del 90 % para los aislamientos de Peru; resultados similares
se observaron con ciprofloxacina concentrandose el porcentaje mas bajo de resistencia
de la region Andina en Venezuela (58 %) y el porcentaje mas alto en Peru (93 %). Por otro
lado, los niveles de resistencia a vancomicina fueron bastantes similares en Colombia (24
%), Ecuador (29 %) y Venezuela (25 %); sin embargo, en Peru se presentd un mayor
porcentaje de resistencia (48 %) comparado con los otros paises de la region. Claramente,
se identifica un porcentaje de resistencia mayor en todos los antibidticos evaluados en los
aislamientos de E. faecium provenientes de este pais. Los resultados obtenidos en este
estudio son de gran relevancia puesto que permiten generar los primeros datos de
resistencia a antibioticos en esta zona geografica del continente, en la cual no se habian

realizado vigilancias epidemioldgicas de este tipo.
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Asi mismo, los aislamientos colombianos de E. faecium evaluados en esta vigilancia
presentaron frecuencias de resistencia bastante altas para ampicilina (76 %) seguido de
ciprofloxacina (61 %), HLR-STR (44 %), HLR-GEN (34 %) y vancomicina y teicoplanina (24
%). Adicionalmente, se encontraron frecuencias de resistencia bajas a cloranfenicol (7 %)
y no se encontraron aislamientos de E. faecium resistentes a linezolid. Por otro lado, un
estudio multicéntrico de vigilancia en bacterias Gram-positivas en Colombia realizado
durante el afio 2001 al 2002 que incluyd 15 hospitales colombianos informd un 39 % de
resistencia a vancomicina en E. faecium (123); mientras que los hallazgos provenientes de
un estudio descriptivo sobre una cohorte de vigilancia epidemiolégica a partir de
aislamientos bacterianos de 14 instituciones hospitalarias en Bogotd (pertenecientes al
red para el control de la resistencia en Bogotd, GREBO) senalé que la resistencia a
vancomicina en E. faecium disminuy6 del 14% en el afio 2001 a 9% en el afio 2002 y para
el afo 2003 descendio al 3% (364). Es probable que estos hallazgos de disminucidén de la
resistencia a vancomicina en aislamientos de E. faecium en Colombia se deban a un
mejor método de deteccidn de la resistencia a este antibidtico en los hospitales, gracias al
fomento de la educacién, capacitacion y asi mismo a la concientizacion del personal de
salud implicado en la deteccidn y el tamizaje de la resistencia a los antimicrobianos en las
entidades hospitalarias; por otra parte, es posible que la reduccidon observada en la
resistencia a vancomicina en Colombia sea consecuencia del aumento en el numero de

hospitales evaluados generando de esta manera una disminucion de la prevalencia la cual
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representa de una forma mads real los eventos que estan sucediendo actualmente en los
hospitales colombianos.

En la caracterizacién genotipica se observé que los aislamientos de E. faecium de la region
Andina pertenecen al CC17 y especialmente se identificaron los ST412, ST18, ST17, ST282,
ST203, ST125 con mayor prevalencia del ST412 y el ST18. De la misma forma, también se
ha reportado la presencia de este CC17 en el continente suramericano en paises como
Brasil, Chile y Paraguay (27, 174, 175). En Brasil se ha detectado la presencia de algunas
cepas pertenecientes al ST17 (27), asi como también se han identificado quince ST
asociados a seis complejos clonales (el ST114 fue encontrado en mayor proporcion) los
cuales no se agruparon en el CC17 (365). Por otro lado, en Chile se ha reportado la
presencia de aislamientos que correspondian a E. faecium vanB2 portador del transposon
Tn5382 los cuales pertenecian al CC17 y con total predominio del ST64 (175); mientras
gue en Paraguay, los aislamientos identificados fueron E. faecium vanA portadores del
Tn1546, pertenecian a los ST78, ST132 y ST210: con mayor prevalencia del ST78 e
igualmente se reportd un nuevo tipo ST438 que no pertenecia al CC17 (174).

En los aislamientos de la regiéon Andina también se encontré la presencia de los cuatro
grupos de genes que codifican para las proteinas de superficie MSCRAMM (especialmente
el grupo de genes ebpgsm y los fms 11-19-16) y de una forma moderada la presencia de
hylesm, asi como también se detectaron altos niveles de resistencia a ampicilina. Estos
resultados son similares a los reportados recientemente en un estudio realizado por

Galloway y colaboradores, en el cual se evalud la presencia de las proteinas MSCRAMM
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en aislamientos de E. faecium provenientes de diversos hospitales de Estados Unidos
(146). Este estudio indicé que los E. faecium CC17 han circulado en este pais desde 1982,
este genogrupo ancestral de E. faecium fue inicialmente caracterizado por la gran
proporcién de genes fms, y posteriormente adquirid determinantes de virulencia como
esperm hylgsm y el grupo de genes van (146). Asi mismo, estos aislamientos presentaron
altos niveles de resistencia a ampicilina con una CIM > 64 pg/ml, la cual aumenté
progresivamente con el tiempo (146). Por lo tanto, los resultados obtenidos en este
trabajo permiten sugerir que los aislamientos de E. faecium provenientes de la region
Andina presentan caracteristicas similares a los aislamientos de E. faecium obtenidos de
los hospitales de Estados Unidos durante la década de los ochenta. Adicionalmente, es
posible que los aislamientos de E. faecium de nuestra regidon puedan diseminarse y
establecerse a nivel nosocomial debido a la presencia de los determinantes de virulencia
y resistencia.

Se ha visto que las proteinas asociadas a la biogénesis del pili podrian presentar un papel
importante en la patogénesis del E. faecium y dentro de ellas se han podido identificar la
presencia del locus fms20y fms 21 (pilA) en el plasmido portador del gen hylgm en la
cepa A E. faecium (TX0016), en la transconjugante TX1330RF A-1 y en la cepa TX1330RF
que portaba un plasmido diferente al plasmido hylg,. Estos genes fms20 y fms 21 (pilA)
codifican para proteinas de tipo pili, estructura localizada en la superficie celular
compuesta por trimeros formados por una subunidad mayor y dos subunidades menores

gue presentan en el dominio N- terminal un péptido sefial y en el C- terminal un motivo
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de LPXTG. Estas proteinas en enterococos han sido implicadas en la patogénesis
experimental de endocarditis asi como también en la infeccidn urinaria (223, 359). Por lo
tanto, era importante estudiar si los genes fms20- fms 21 (pilA) se encontraban presentes
en plasmidos en las cepas provenientes de la regién Andina, asi como también
determinar si co-existian con los genes hylgm y con el gen vanA como previamente se
habia demostrado en la cepa A (TX0016), TX1330RF A-1, TX1330RF. Los resultados de
hibridizacién de colonias y PFGE-S1 mostraron la presencia del fms20y fms 21 (pilA) en la
mayoria de los aislamientos estudiados y en algunos aislamientos se observd la co-
existencia de estos genes en el mismo plasmido junto con los genes vanA y hylgm,
hallazgos que generan evidencia que la diseminacion de plasmidos portadores de
determinantes de virulencia y resistencia podria ser una estrategia adoptada por ciertos
linajes hospitalarios de E. faecium.

Los datos de los aislamientos provenientes de una vigilancia multinacional, multicéntrica
de tipo prospectivo en la regién Andina indican que la prevalencia de E. faecium es aun
baja en los aislamientos clinicos; sin embargo, los andlisis moleculares sefalan que la
genetica de poblaciones de E. faecium circulantes en la regidon norte de Suramérica
(regidn Andina) es similar a la tendencia observada en aislamientos recuperados hace 25
anos en hospitales de Estados Unidos; postulando de esta manera la posibilidad de que
estos microorganismos se diseminen a traves de la expansion clonal de genogrupos de
tipo hospitalarios, los cuales son capaces de tranferir determinantes de virulencia y

resistencia.
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20. CONCLUSIONES CAPITULO IV

1. Los porcentajes de resistencia mas altos en los aislamientos de E. faecium provenientes
de hospitales de la regién Andina se encontraron para ampicilina, ciprofloxacina, HLR-
GEN, HLR-STR, ademas no se encontro resistencia a linezolid.

2. Los aislamientos de E. faecium provenientes de hospitales en Peru presentaron los
porcentajes mas altos de resistencia a ampicilina, ciprofloxacina, HLR-Gen, HLR-STR en la
region.

3. Los aislamientos de E. faecium provenientes de la region Andina pertenecen al CC17
con predominio del ST 412.

4. Los genes fms20-fms21 (pilA) se encuentran localizados en el plasmido portador del
gen hylgm proveniente del E. faecium TX0016.

5. Los genes fms20-fms21 (pilA) se encuentran localizados en el pldsmido portador del
gen hylgm proveniente del E. faecium D344SRF C-6.

6. Los genes fms se encuentran presentes en gran proporcidn en los aislamientos de E.
faecium provenientes de la regién Andina con presencia del operdn ebpABCy fms 11, 19y
16 en todos los aislamientos.

7. Los genes fms20-fms21(pilA) se encuentran localizados en plasmidos en todos los
aislamientos de E. faecium resistente a vancomicina evaluados.

8. Algunas cepas de E. feacium presentaron el gen vanA y los genes fms20y fms21 (pilA)

en el mismo plasmido.
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9. En algunas cepas de E. faecium el gen hylgy, y los genes fms20 y fms21 (pilA) se

encontraron que co-existen en el mismo plasmido.
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21. PERSPECTIVAS Y APLICACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos de este trabajo se plantean propuestas y nuevas
preguntas a desarrollar las cuales se presentan por cada capitulo de los resultados
descritos:

Capitulo I: El plasmido portador del gen hylg, se co-transfiere con genes de resistencia
a antibidticos en diferentes cepas de E. faecium

1. Evaluar la localizacidn especifica de los genes de resistencia en los plasmidos presentes
tanto de las cepas donadoras [Cepa A (TX0016), Cepa B (ERV99), Cepa C (C680] como en
las transconjugantes (TX1330RF A-1, TX1330RF B-1, TX1330RF B-2 y D344SRF C-6) puesto
gue en este trabajo se realizd utilizando digestidon con la enzima Smal y PFGE y se
compararon los perfiles obtenidos. Esta aproximacidén permite digerir DNA o plasmidos
gue tenga el sitio de corte para Smal, siendo una alternativa el uso de una enzima como
la nucleasa S1, la cual no corta en un sitio especifico y por lo tanto es muy util para la
linearizacién y estimacion del tamano de plasmidos sin necesidad de conocer la secuencia
del mismo. Para ello, se puede complementar los experimentos descritos en este
documento con ensayos adicionales con PFGE-S1 e hibridizacién con las diferentes sondas
correspondientes a los genes de resistencia evaluados en este trabajo [ erm(B), ant(6’)-l,
vanA, aac (6')-aph(2’’)]. Estos resultados se podrian comparar con los presentados
previamente y facilmente correlacionarlos con los obtenidos con PFGE-S1 e hibridizacion

con la sonda hylgsm.
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Capitulo 2: El plasmido portador del gen hylg,, tiene un efecto en virulencia en los

modelos animales de peritonitis en infeccion urinaria.

1. Debido a que el pHylgm ha mostrado un papel importante en virulencia tanto en el
modelo de peritonitis como el en modelo de infeccidn urinaria, el siguiente paso es
realizar la evaluacién de las cepas derivadas de TX1330RF (sin presencia del pHylgm) v
TX1330RF A-1 (pHylem) en el modelo de endocarditis, puesto que los enterococos son
causa importante de endocarditis infecciosa. Los genes de la region hylg, podrian
presentar un papel en la captacion de fuentes de carbohidratos para la bacteria,
independiente del sitio de infeccién. Para ello, se implementaria el modelo experimental
de endocarditis en rata, el cual se basa en la localizacidon de un catéter intravascular el
cual se inserta en el ventriculo izquierdo y posteriormente un indculo bacteriano es
aplicado. Los animales se sacrifican a las 72 horas y las vegetaciones provenientes del
corazoén son cultivadas con el fin de recuperar y evaluar las bacterias con las cual se
infecta cada animal.

2. La secuenciacion de pHylgsm se hace cada vez mas relevante puesto que la presencia de
este plasmido constituye un mecanismo muy adecuado para que E. faecium aumente su
potencial patogénico. Es por ello, que el andlisis y anotacién de la secuencia del pHylgm
proveniente de la cepa A (TX0016) es una prioridad para la continuidad de este proyecto.
Una vez terminado este primer proceso se confirmaria la presencia de por lo menos 25

genes de una forma experimental, para ello se escogeria un gen cada 20 kb del plasmido y
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se realizaria PFGE-S1 con hibridizacién empleando sondas para los 25 genes
seleccionados. Adicionalmente, con esta secuencia se podra identificar nuevos genes y de
esta manera se podra definir regiones de interés en el pHylgm las cuales puedan ser
evaluadas por medio de mutagénesis. Seria interesante también secuenciar el pHylgm,
proveniente de la cepa colombiana B de E. faecium (ERV99), el cual presenta en este
plasmido no solo el gen hylg, sino genes de resistencia a antibidticos como vancomicina y

gentamicina.

Capitulo 3: mutantes en la region hylgmy, presentan un efecto de atenuacion en la

virulencia de E. faecium

1. Debido a los resultados obtenidos con la mutante de seis genes en la regidn hylgmy a la
mutante por interrupcion del gen hylgm, es necesaria la creacion de mutantes adicionales
que permitan contribuir al entendimiento del papel de la region hylgm en la patogénesis
del E. faecium. Especialmente, es importante construir deleciones no polares del gen
hylesm, del gen hip y de toda la region hylgs, utilizando para ello el sistema de contra-
seleccidn sin marcacién (PheS*) desarrollado en este trabajo.

De acuerdo a los resultados que se obtengan con las mutantes del gen hylgm, o del gen hip
o delecién de los dos genes de seria relevante la evaluacién del papel bioquimico de
Hylesm 0 de Hip por produccion y purificacion de estas proteinas. Una vez obtenida la

proteina recombinante Hylg, se evaluaria su actividad con diferentes sustratos con el fin
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de comprobar experimentalmente la actividad de glicosil hidrolasa de la familia 84; esto
debido a que estas enzimas tienen un papel importante en el metabolismo de
carbohidratos. En eucariotas y procariotas la degradacion de enlaces glicosidicos es un
paso implicado en procesos biolégicos de regulacion, es asi como la proteina Spy1600 (la
cual presenta homologia con Hylgin) ha mostrado que se sobreexpresa durante la
fagocitosis en los PMN lo cual podria contribuir para que S. pyogenes pueda evadir la
respuesta inmune humana. Por lo tanto, seria interesante determinar si Hylg, (0 otras
proteinas) podrian interferir en la funcidon de los PMN in vivo removiendo carbohidratos
de las proteinas en los PMN, para este fin se evaluaria el papel de las cepas portadoras de
pHylesm por un ensayo de fagocitosis asi como también se determinaria la expresion de los

genes durante la infeccién de los PMN.

2. En este trabajo también se detectd la presencia de los genes fms20-fms21 (pilA)
implicados en la formacidn del pili localizados en el pHyle, proveniente de la cepa A E.
faecium (TX0016). Por lo cual estos genes se convierten en un blanco interesante de
estudio para la creacién de mutantes puesto que la presencia de este tipo de adhesinas le

darian una ventaja adicional al E. faecium en el proceso de colonizacién.

3. Es necesario también investigar la regulacion transcripcional de la region hylgsm, con el
fin de determinar las condiciones adecuadas para la expresion de los genes y determinar

si se transcriben con uno o varios promotores. La organizacion de esta region sugiere que

256



probablemente son transcritos por una unidad transcripcional regulada posiblemente por
un sistema de dos componentes localizados en la regiéon 5 de este grupo de genes (Figura
1). Para ello, se pueden realizar RT-PCR utilizando diferentes iniciadores que permitan
definir si estos genes son co-transcritos, resultados que se confirmarian con Northern blot
utilizando sondas para cada uno de los genes pertenecientes a esta region.
Adicionalmente, se realizarian estudios in silico para determinar posibles promotores en
esta region lo cual se confirmaria por ensayos experimentales de fusién con el gen de B-
galactosidasa; una vez definido el promotor o los promotores se evaluaria el sitio inicial
de la transcripcion utilizando la técnica de “primer extension”. Igualmente, es importante
evaluar las condiciones de expresién incluyendo la medicién de los transcritos por medio
de gRT-PCR en presencia de suero o diferentes sustratos. La expresion in vivo también
podria ser evaluada a partir del liquido peritoneal obtenido de ratones infectados via

intra-peritoneal.

4. La complementacién de la mutante de seis genes utilizando para ello la introduccion de
los genes mutados utilizando el plasmido pCJK47Gen previamente desarrollado en este
trabajo seria una nueva estrategia implementar. Para ello se reemplazaria el gen cat
presente en la mutante con los genes delecionados siendo la ventaja de esta
aproximacion la restauracion del genotipo en su ambiente natural, mientras que la
presencia de los genes en trans clonados en un plasmido como lo es pAT392 es una

aproximacion menos fisioldgica, puesto que las condiciones de expresion de un gen o
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genes no son totalmente iguales a las que se obtienen cuando un gen esta que en su

entorno natural.
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Anexo A. Iniciadores utilizados en este trabajo

Nombre

Secuencia 5’-3’

gaagatctgagataggttatgcaagat

ccaatgcatgattccggattctaaaaaagg

cgggatccgtttaaaaccagctggaaaag

ccgctcgagcaattcaacattgcaaagac

cgagggcccgtgaagtattgecagatgt

ccggaattcaaaagcagaattggaaatca

gcgagctegattactttcaaaggaga

tcccecgggcetaacttttgataatttgete

gcgagctcgagcaaattatcaaaag

tcccecgggttagegattgatcgage

ttccaatcatgtcctgtac

tgctaagatattcctctacteg

Amplicén

1089bp

977bp

999bp

1685bp

933bp

698bp

Caracteristicas relevantes

Sentido, sitio Nsil (subrayado).
Utilizado para la amplificacion
de aph-2” ID.

Anti-sentido, sitio Bglll (sub-
rayado). Utilizado para |la
amplificacién de aph-2” ID
Sentido, sitio BamHl (sub-
rayado). Localizado 1251
nucledtidos corriente arriba del
codén de iniciacion del gen
putativo para la GH20 (Figural)
Anti-sentido, sitio Xhol (sub-
rayado). Localizado 274
nucledtidos corriente arriba del
codon de iniciacion del gen
putativo para la *GH20 (Figural)
Sentido, sitio Apal (sub-rayado).
Localizado 591 nucleétidos
corriente abajo del gen hip
(Hipotético, Figural)
Anti-sentido, sitio EcoRIl (sub-
rayado). Localizado 1570
nucledtidos corriente abajo del
gen hip (Hipotético, Figural)

Sentido, sitio Sacl (sub-rayado),
**RBS de hylgsm, (cursiva)

Anti-sentido, sitio Smal (sub-
rayado), codén de terminacidn
del gen hylgsm, (cursiva)

Sentido, sitio Sacl (sub-rayado),
corriente arriba del gen hip
Anti-sentido, sitio Smal (sub-
rayado), codén de terminacién
del gen hip (cursiva)

Sentido, utilizado para RT-PCR
nucledtidos 169 a 187 del gen
hylEfm

Anti-sentido, utilizado para RT-
PCR nucledtidos 865 a 844 del
gen hylgs

Referencia

Este
trabajo

Este
trabajo

Este
trabajo

Este
trabajo

Este
trabajo

Este
trabajo

Este
trabajo

Este
trabajo

Este
trabajo
Este
trabajo

Este
trabajo

Este
trabajo

259



ermBF

ermBR
aac(6’)
aph(2”)F

aac(6’)-
aph(2”)R

ant(6)-IF

ant(6)-IR

vanAF

vanAR

ddl EfmF
ddl EfmR

catfF

catR

MSCF

MSCR

fms1F
fmsiR
fms5F
fms5R

ttctgaaacatgaaccatca 277bp

tcaatatcatttccaggaactaa

cgaaattggaacaggtaaag

attgacccattttgaaacaa

tgatgattttcctttgatgt 1376bp

caatctttataagtcctttt

actggcttaatcaatttggg 578bp

gectttecgecacctcaceg

gggaaaacgacaattgc 732bp

gtacaatgcggcecgtta

tagagacattgaatatgcc 550bp
tcgaatgtgctacaatc

ttgaaccaacaaacgactt 537bp

caatcctgcatgataacca

gccgataactaaacgaaataaacg

gacaatactgataagataatatatc

accaaagccagacgaaatagaagaag 898bp
attgttttggtcaggtgcatcataga
atgtttaccgcagaagcaac 766bb
acttgtatccgttggctgtt

Sentido, deteccion del gen hylgn,

Anti-sentido, deteccién del gen
hylEfm;

Sentido, produccién de una
sonda para la deteccidn del gen
de resistencia a eritromicina

Anti-sentido, produccién de un
sonda para la deteccion del gen
de resistencia a eritromicina
Sentido, produccién de una
sonda para deteccion del gen de
resistencia a gentamicina
Anti-sentido, produccién de una
sonda para deteccion de
resistencia a gentamicina
Sentido, produccién de una
sonda para deteccion de
resistencia a estreptomicina
Anti-sentido, produccién de una
sonda para deteccion de
resistencia a estreptomicina
Sentido, produccién de una
sonda para la deteccién de
resistencia a vancomicina
Anti-sentido, produccién de una
sonda para la deteccién de
resistencia a vancomicina
Sentido, determinacion de
especie en E. faecium
Anti-sentido, determinacién de
especie en E. faecium

Sentido, amplificacién del gen
cat a partir del pTX5501-TS-
Mob+

Anti-sentido, amplificacién del
gen cat a partir del pTX5501-TS-
Mob+

Sentido, localizado en el vector
pTEX5501-TS-Mob+
Anti-sentido, localizado en el
vector pTEX5501-TS-Mob+

Hibridizacion de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacidn de colonias

Este
trabajo

Este
trabajo
Secuencia
TX0016

Secuencia

TX0016

(4)

(4)

(4)

(4)

(309)

(309)

(309)

Este
trabajo

Este
trabajo

(146)
(146)
(146)
(146)
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fms9F
fms9R
fms10F
fms10R
fms11F
fms11R
fms13F
fms13R
fms14F
fms14R
fms15F
fms15R
fms16F
fms16R
fms17F
fms17R
fms18F
fms18R
fms19F
fms19R
fms20F
fms20R
fms21F
fms21R
espEfmF
espEfmR
acmF
acmR

gaggagacagcagctcaag
tgtacctttgtgtttatttggta
gaaacatacattcctaaagaccctgg
accattgtcgctgataaatatt
tgctaaccaaacgacagaggagac
ttgtgcaaaagaatagcccgttac
gaagaagtcgcacaaaaac
tgacccgcgtttcatattcg
ctggcgaaattacgactatgctacta
gtcgctttattatctccttcttttac
gagtctttagcagaacagccagagcfg
tcgattgtcactattcacaag
gccgtatcacctacaccag
gattcctttaggttggttatc
atgaaaatgatggcttggct
ggatgatgacctcgattctc
attgatgtggaaactgaggg
tccttctggagectctact
gtgtggaagacgcacaaaga
gggactttatccccatctge
cattgtttgggttaaaaacag
tcagcttagagcttcctect
cttattggaatgttaggaatcat
tcagtagcagtcagctttcc
ttgctaatgctagtccacgacc
gcgtcaacacttgcattgecga
caggcagagatatcagcag
attctcatttgtaacgactagc

1674bp
921bp
832bp
1494bp
924bp
1734bp
1206bp
828bp
1227bp
350bp
804bp
758bp
945bp

1474bp

Hibridizacion de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacidn de colonias
Hibridizacidn de colonias
Hibridizacidn de colonias
Hibridizacidn de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacidn de colonias
Hibridizacidn de colonias
Hibridizacidn de colonias
Hibridizacidn de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacidn de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacion de colonias
Hibridizacion de colonias

(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)
(146)

*GH, Glicosil hidrolasa ** RBS, Sitio de union al ribosoma
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