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ABC Adenosine-triphosphate binging cassette superfamily
ACME Arginine catabolic mobile element

ADN Acido desoxirribonucleico

AMH Agar Mueller Hinton

AMS Agar Manitol Salado

ARN Acido ribonucleico

ARNm Acido ribonucleico mensajero

ARNr Acido ribonucleico ribosomal

ARNt Acido ribonucleico de transferencia

ATB: Antibidtico

ATCC American Type Culture Collection

ATP Adenosina trifosfato

ATS Agar Tripteina Soya

BE Bromuro de etidio

BHI Brain Heart Infusion, infusion cerebro corazén
CC Complejo clonal

cer Cassette chromosome recombinase

CDS Secuencias de ADN codificantes

CEF Cefalotina

CIM Concentracién inhibitoria minima

CIP Ciprofloxacina

CLI Clindamicina

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute
cm Centimetros

cm’ Centimetros cuadrados

Cq Quantification cycle

csp Cantidad suficiente para preparar

dNTP Desoxirribonucleétidos trifosfato

DO Densidad optica

EDTA Acido etilendiamino tetra acético
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EGM
ERI
ETs
FDA
FOX

GEN

h-VISA
IG

IS

kb

LPV

mA
MATE
MDR
MFS
mg

MH
min
MIN
mL
MLST
mm
mM
MMR
Mpb
MSCRAMMs
N°
NARSA
ND

ng

nm

Elementos genéticos moviles

Eritromicina

Toxina exfoliativa

Food and Drug Administration

Cefoxitina

Gramo

Gentamicina

Horas

Staphylococcus aureus heterorresistente a vancomicina
Islas genémicas

Secuencia de insercion

kilobases

Litro

Leucocidina de Pantone-Valentine

Mutante

Miliampere

Multidrug and toxic compound extrusion family
Multidrug resistance

Major facilitator superfamily

Miligramos

Mueller Hinton

Minutos

Minociclina

Mililitro

Multilocus sequence typing

Milimetros

Milimolar

Methyl directed mismatch repair

Mega pares de bases

Microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules
Numero

Network on antimicrobial resistance in Staphylococcus aureus
No determinado

Nanogramos

Nandmetros
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NRQ
NT
OXA

PapN
pb
PBP
PBP2a
PCR
PFGE
PSMs
PT

RE
RIF
RND
rpm
RT-qPCR

SARM
SARM-AC
SARM-AH

SARTm
SASM
SCCcapl
SCCfur
SCCHg
SCCmec
SD

SDS

seg

seh

SEs

SF

SM

Cantidades relativas normalizadas

No tipable

Oxacilina

Parental

Phenil-arginyl p-naftylamide

Pares de bases

Proteina de union a penicilinas

Proteina de unién a penicilinas adicional
Reaccion en cadena de la polimerasa
Electroforesis en campo pulsado
Modulinas solubles en fenol

Pulsotipo

Reserpina

Rifampicina

Resistance-nodulation-cell division superfamily
Revoluciones por minuto

Retrotranscripcion seguida de reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa en tiempo real

Staphylococcus aureus resistente a meticilina
Staphylococcus aureus resistente a meticilina asociado a la comunidad

Staphylococcus aureus resistente a meticilina asociado al ambiente
hospitalario

Staphylococcus aureus mutante resistente a tigeciclina
Staphylococcus aureus sensible a meticilina
Genes para cdpsula tipo 1

Genes para la resistencia a dcido fusidico
Genes para la resistencia al mercurio
Staphylococcal Cassette Chromosome mec
Desviacion estandar

Dodecil sulfato de sodio

Segundos

Enterotoxinas H

Enterotoxinas staphylococcicas

Solucion fisiolégica

Solucién madre
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SMR
ST
TAE
Taq pol
TBE
TE
TEI
TES
TIG
Tm
TMS
Tn
TSST-1

UFC

VAN
VISA
VRSA
VSSA
WGS

ng

pM
°C

Small multidrug resistance

Secuenciotipo

Tris-Acetato-EDTA

Taq polimerasa

Tris-Borato-EDTA

Tris-EDTA

Teicoplanina

Tris-EDTA-Sacarosa

Tigeciclina

Temperatura de hibridacién
Trimetoprima-sulfametoxazole

Transposon

Toxina del sindrome del shock t6xico
Unidades

Unidades formadoras de colonias

Volt

Vancomicina

Staphylococcus aureus con sensibilidad intermedia a vancomicina
Staphylococcus aureus resistente a vancomicina
Staphylococcus aureus sensible a vancomicina
Whole Genome Sequencing

Promedio

Microgramo

Microlitro

Micromolar

Grados centigrados
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Resumen

RESUMEN

Staphylococcus aureus es uno de los agentes patdgenos frecuentemente
recuperados de infecciones tanto nosocomiales como de la comunidad. Es causante de
una variedad de infecciones, entre ellas: bacteriemias, infecciones del tracto respiratorio
inferior e infecciones de piel y partes blandas. Este organismo se caracteriza por su
plasticidad genémica y su gran capacidad para adaptarse a diversos ambientes y adquirir
rapidamente nuevos mecanismos de resistencia a los antibiéticos que se han introducido

en la prictica clinica para el tratamiento de las infecciones que causa.

Este patégeno ha incrementado con el correr de los afios su perfil de resistencia a
los antibidticos, razén por la cual cada vez son mdas limitadas las opciones de
tratamiento. Actualmente, la vancomicina (VAN) continta siendo la opcién de eleccién
para el tratamiento de las infecciones severas causadas por S. aureus resistentes a la
meticilina (SARM), pero desde el afio 1997 han emergido cepas con sensibilidad
intermedia (VISA) y luego resistentes a este antibidtico, despertando gran preocupacion

a nivel mundial en el &mbito de la salud y el control de las infecciones.

Tigeciclina (TIG) es un antibidtico bacteriostético, derivado de la minociclina,
perteneciente a la familia de las glicilciclinas, que presenta un amplio espectro de
actividad. Fue aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) para el
tratamiento de infecciones intra-abdominales complicadas, infecciones de piel y tejido
celular subcutdneo complicadas y neumonia bacteriana adquirida en la comunidad.
Representa una opcién util en el tratamiento de infecciones causadas por

microorganismos multirresistentes con limitadas opciones de tratamiento.

Teniendo en cuenta que las opciones de tratamiento de las infecciones causadas
por S. aureus son cada vez mas limitadas, sumado a la habilidad y rapidez con la que
este organismo ha adquirido diversos mecanismos de resistencia a los distintos
antibioticos a lo largo de su evolucidn, nos propusimos estudiar su comportamiento

frente a TIG, un representante de los nuevos antibiéticos disponibles.
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El objetivo de este trabajo de tesis fue seleccionar mutantes in vitro de S. aureus
con sensibilidad disminuida o resistencia a TIG, para posteriormente realizar una
evaluacién comparativa de diversos aspectos entre las cepas mutantes seleccionadas y

sus correspondientes aislamientos parentales.

Se estudiaron 20 aislamientos clinicos de S. aureus (10 SARM y 10 S. aureus
sensibles a meticlina, SASM), provenientes de pacientes atendidos en diversos centros.
Estos aislamientos fueron sometidos a pasajes seriados en concentraciones crecientes de
TIG, hasta un méaximo de 15 pasajes. Se lograron obtener de esta manera 12 cepas
mutantes resistentes a TIG (SARTm) (5 fueron SARM y 7 SASM), las cuales
aumentaron entre 16 y 128 veces su CIM a TIG (rango de CIM: 1-16 pg/mL).

Todos los SARTm fueron isogénicos a sus correspondientes aislamientos
parentales, segtin el andlisis del perfil de macrorestriccién obtenido con la enzima Smal.
Se evalu6 la sensibilidad a diversos antibidticos diferentes a TIG, con la finalidad de
detectar posibles alteraciones como resultado de la presion ejercida por TIG. En dos
SARTm se observaron cambios en la sensibilidad a otros antibidticos con respecto a sus
aislamientos parentales. En uno de ellos se detectd un aumento en la sensibilidad a
OXA, pasando de ser resistente a ser sensible a este antibidtico. En otro SARTm se
observé un cambio en el perfil de sensibilidad a OXA, FOX y VAN. Esta cepa aument6
8 veces la CIM de OXA, mientras que la CIM de FOX aumenté 4 veces con respecto al
aislamiento parental. Esta cepa ademads, disminuy¢ su sensibilidad a VAN, adquiriendo

un fenotipo VISA.

El estudio de la cinética de muerte de los aislamientos parentales confirmé el
efecto bacteriostdtico de TIG, mostrando muy buena actividad in vitro a la
concentracion correspondiente al doble de la CIM, a las 24 h de exposicién, donde
ejercié una disminucién del 99% (-1 y -2 log) en el recuento de células viables en 19/20
aislamientos de S. aureus estudiados. En un aislamiento de SASM ejercio efecto
bactericida, a la mayor concentracion ensayada. Luego, se compard la cinética de
muerte de los aislamientos parentales con la observada en los SARTm. El mayor
nimero de diferencias significativas detectadas fueron a las menores concentraciones de
TIG ensayadas (CIM y Y2 x CIM), observdandose una menor velocidad de muerte en los

SARTm.
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Segun la caracterizacion genotipica, los aislamientos estudiados pertenecian a 7
linajes genotipicos diferentes. Se evalud la eficiencia metabdlica mediante realizacién
de curvas de crecimiento, determinaciéon de la frecuencia mutacional y del perfil
autolitico. Se observé una tendencia de los SARTm a mostrar una menor velocidad de
crecimiento que los aislamientos parentales, pero en solo dos casos se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre cepas parentales y mutantes resistentes
a TIG. Ademas, no se observaron cambios en la frecuencia mutacional, ni en el perfil de

autdlisis, en ninguno de los SARTm con respecto a los aislamientos parentales.

Con la finalidad de elucidar el mecanismo de resistencia involucrado en la
disminucién de la sensibilidad a TIG en los SARTm, se realizaron una serie de estudios,
tanto fenotipicos como a nivel molecular. La evaluacién fenotipica de la actividad eflujo
empleando inhibidores especificos dio como resultado que los SARTm tenian
incrementada esta actividad. Luego, se analiz6 la participaciéon de dos bombas de eflujo,
NorB y MepA, las cuales estin involucradas en la expulsion de tetraciclina y
glicilciclinas respectivamente. Se analizaron las secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas de los genes norB, mepA y mepR (codifica para un regulador
transcripcional de mepA). Se encontraron diversas mutaciones en las secuencias del gen
mepA y mepR en los SARTm, que dieron lugar a alteraciones en las secuencias de
aminodcidos de las proteinas correspondientes, MepA y MepR. Mientras que en norB

no se encontraron alteraciones entre cepas parentales y mutantes.

Dos SARTm y sus correspondientes aislamientos parentales fueron seleccionados
para determinar mediante RT-qPCR el nivel de expresion de los genes mepA y norB.
Los dos SARTm presentaron un nivel de expresiéon de mepA significativamente mayor
que los correspondientes aislamientos parentales. La expresion de norB fue menor en
los dos SARTm, si bien en sélo uno de ellos se obtuvo una diferencia estadisticamente
significativa con respecto al aislamiento parental. Estos dos SARTm también se
estudiaron en cuanto a la movilizacién de la IS256. En uno de ellos, se obtuvo un
aumento en el ndmero de copias de IS256 cuando se analiz6 el perfil de hibridacion,
luego de la digestion con EcoRI. Ademds, ambas cepas mostraron una expresion mayor
del gen tnp, que codifica para la transposasa de IS256, que su cepa parental. Por otra
parte, mediante el andlisis bioinformatico de las secuencias de los genomas completos

de estos dos SARTm, se detectd la presencia de dos copias extras de IS256 en cada uno
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de ellos. En uno de estos SARTm, que fue justamente el que adquiri6 fenotipo VISA
luego de la exposicion a TIG, el nuevo sitio de insercion de IS256 se localiz6 en la
region upstream del gen walR. Este hecho se ha asociado en otros trabajos a la
adquisicion de fenotipo VISA. Por ultimo, mediante la busqueda de mutaciones en los
genomas de las cepas analizadas, se detectdé una mutacion en el gen rpsJ en uno de los
SARTm, lo que produjo una alteraciéon en la proteina codificada, una proteina
ribosoémica S10. Las mutaciones en esta proteina se han asociado a disminucién de la

sensibilidad a TIG en otras especies bacterianas.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en esta tesis, se puede concluir que
los aislamientos de S. aureus pertenecientes a diferentes linajes genotipicos, presentan
la capacidad de seleccionar mutantes resistentes a TIG, en presencia de la presion
selectiva ejercida por el antibidtico, pudiendo afectar ademds la sensibilidad a otras
familias de antibidticos. La ganancia de resistencia a TIG, no estuvo asociada a un costo
significativo en el fitness bacteriano. El mecanismo de resistencia implicado en la
disminucién de la sensibilidad a TIG esta relacionado a un incremento en la actividad de
la bomba de eflujo MepA, debido a un aumento en la expresion del gen mepA, a causa
de la presencia de mutaciones, que afectan la funcion represora del regulador
transcripcional mepR. Mutaciones en el gen mepA también podrian estar contribuyendo
a la mayor actividad eflujo. Ademds, se evidencié que la presion ejercida por TIG estd
asociada a un aumento en la frecuencia de transposicion de la IS256, provocando
rearreglos genéticos. Es probable que algunos de estos rearreglos puedan estar
implicados en la modificacién de la sensibilidad a otras drogas antibacterianas en los
SARTm estudiados. Alteraciones mutacionales presentes en el gen rps/ también

podrian estar contribuyendo a la disminucién de la sensibilidad a TIG.
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Abstract

ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the major pathogens causing serious infections
both within the hospital setting and in the community. S. aureus is a common pathogen
associated with several infections such as bacteremia, lower respiratory tract infections,
and skin and soft tissue infections. This organism is characterized by an extraordinary
genomic plasticity and their ability to adapt to different environments and acquire new

antibiotics resistance mechanisms.

Over the years, S. aureus has increased its resistance profile to different
antibiotics; therefore, treatment options are more limited. Currently, vancomycin (VAN)
is the therapeutic choice in severe infections caused for methicillin-resistant S. aureus
(MRSA); but since 1997, VAN intermediate S. aureus (VISA) strains emerged.
Afterwards, strains resistant to this antibiotic were reported, causing great concern

worldwide in the field of health and infection control.

Tigecycline (TIG) is a bacteriostatic antibiotic, derived from minocycline and
belonging to the glycylcyclines class, with an in vitro broad spectrum activity. It has
been approved by the FDA (Food and Drug Administration) for the treatment of
complicated intraabdominal infections, complicated skin and skin structure infections
and community-acquired bacterial pneumonia. Its represents a useful therapeutic option
for the treatment of complicated infections caused for multiresistant organisms, with

limited treatment options.

Considering that treatment options for S. aureus infections are increasingly
limited, added to the ability and speed with which this organism has acquired diverse
resistance mechanisms to different antibiotics throughout its evolution, we proposed to

study the behavior of this pathogen against TIG, a new available antibiotic.

The aim of this study was to select in vitro S. aureus mutants resistant or with
reduced susceptibility to TIG, and to perform a comparative analysis of various aspects

of the selected mutants and their parental isolates.
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Twenty S. aureus clinical isolates were studied (10 MSSA and 10 MRSA), from
patients attending diverse health-care centers. The in vitro selection of mutants was
performed by serial passage in increasing TIG concentrations with a maximum of 15
passages. Twelve TIG resistant mutants (TRSAm) were obtained (5 MRSA and 7
MSSA), which showed 16 to 128 fold increase in their MIC values (MIC range: 1-16

pg/mL) compared to their parental strain.

All TRSAm were isogenic to their parental strains, according to Smal
macrorestriction profile. Susceptibility to others class of antibiotics was tested to detect
possible alterations as a result of TIG pressure . Two of 12 TRSAm also showed a
modification in susceptibility to other antibiotics. In one of them, an increase in the
susceptibility to OXA was detected, going from a parental strain resistant to this
antibiotic to a derivative mutant cathegoryzed as susceptible. The other TRSAm showed
changes in the susceptibility to OXA, FOX and VAN. This strain increased 8 fold the
MIC for OXA, while the MIC for FOX increased 4 fold compared to the parental strain.
This mutant also exhibited a decrease in its susceptibility to VAN, acquiring VISA
phenotype.

The time-kill curve of parental strains confirmed the bacteriostatic effect of TIG,
with good in vitro activity at the concentration corresponding to twice of MIC, exerting
a 99% decrease in the initial inoculum (1 and 2 log decrease) after 24 h of incubation, in
19 of the 20 S. aureus isolates. In addition, TIG was bactericidal against one MSSA at
the highest concentration. Then, the killing rate of the parental strains was compared
with that observed in TRSAm. The greatest number of significant differences detected
occurred at the lowest TIG concentrations (MIC and Y2 x MIC), observing a lower

killing rate in the TRSAm.

The isolates included in this work belonged to 7 different genotypic lineages. The
metabolic efficiency was evaluated through growth curves, mutation frequency, and
autolysis assays. The TRSAm showed a trend to slower growth rate compared to
parental strains, but in only two cases, the differences were statistically significant. No

changes in the mutation frequency neither autolysis activity was found.

Phenotypic and molecular studies were performed to elucidate the TIG resistance

mechanism in TRSAm. Phenotypic evaluation using specifics efflux pumps inhibitors
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detected an increase in TRSAm efflux activity. The participation of two efflux pumps
(NorB and MepA) was analyzed. These pumps are involved in the extrusion of
tetracycline and glycylcycline respectively. The nucleotide sequences and the amino
acid translation of norB, mepA and mepR (coding for a mepA transcriptional regulator)
were analyzed. Diverse mutations were found in mepA and mepR sequences of TRSAm,
causing alterations in the amino acid sequences of the corresponding proteins, MepA

and MepR. No changes were found in norB sequences of TRSAm.

Two TRSAm and their corresponding parental strains were selected to analyze
mepA and norB expression by RT-qPCR. The two TRSAm showed significantly higher
mepA expression than their parental strains. The norB expression was lower in the two
TRSAm when compared to their parental strains, although in only one of them this
difference was statistically significant. IS256 transposition was also studied in these two
TRSAm. Southern analysis of EcoRI digested genome showed an increase in the
number of IS256 copies in one of the TRSAm. In addition, the expression IS256
transposase coding gene (tnp) was higher in both derived mutants. Furthermore, the
bioinformatic analysis of complete genome sequences, revealed two extra copies of
IS256 in each mutant. One of them, acquired VISA phenotype and the additional IS256
insertion site of was localized upstream walR gene. Other authors have previously
associated this finding with the acquisition of VISA phenotype. Finally, a mutation in
rpsJ gene was detected in one of TRSAm, the amino acid translation revealed an
alteration in the corresponding ribosomal protein S10. Mutations in this protein have

been associated with decreased susceptibility to TIG in other bacterial species.

Considering the results obtained in this thesis, we can conclude that TIG selective
pressure could select S. aureus resistant mutants in different genotypic lineages of this
species. This event can also affect the susceptibility to other antibiotic families.
Acquisition of TIG resistance was not associated with a significant cost in bacterial
fitness. The resistance mechanism involved in the decrease of TIG susceptibility is
related to an increase in the activity of the efflux pump MepA, associated with an
increase in mepA gene expression, probably due to mutations affecting the
transcriptional regulator mepR. The possible contribution of mepA gene mutations to the
higher efflux activity exhibited by TRSAm could not be disregarded. Mutational

alterations in rpsJ gene could also contribute to decreased susceptibility to TIG. In
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addition, TIG pressure could be associated with an increase in transposition of 1S256,
causing genetic rearrangements. It is likely that some of these rearrangements may be

involved in the changes in susceptibility to other antibiotics in the TRSAm.
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INTRODUCCION

Staphylococcus aureus: caracteristicas microbiologicas

El género Staphylococcus esta constituido por un grupo de bacterias, que segin su
morfologia, se clasifican como cocos Gram positivos, pertenecientes a la familia
Staphylococcaceae (Ludwig y col., 2010). Los miembros de este género tienen un
diametro de entre 0,5 y 1,5 um y se disponen caracteristicamente en forma de “racimos
de uvas” cuando se realiza una tincion de Gram, aunque también se pueden disponer en
parejas, tétradas o formando cadenas cortas (Figura 1). Son inmdviles, no formadores de
esporas y son aerobios o anaerobios facultativos. Algunos producen una cédpsula de
polisacéridos. Son productores de la enzima catalasa, lo cual permite diferenciarlos de
otros géneros bacterianos. Ademads presentan la capacidad de desarrollarse en medios
con altas concentraciones de NaCl. Staphylococcus aureus da positiva la reaccioén de
deteccion de la enzima coagulasa, diferencidndose del resto de las especies que

conforman el género Staphylococcus (Harris y col., 2002).

Figura 1. Imagen de una coloracién de Gram de Staphylococcus aureus.
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El género Staphylococcus incluye una variedad de especies diferentes, las cuales
se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, encontrdndose principalmente
colonizando la piel y membranas mucosas de los mamiferos y pdjaros. Dentro de las
especies que se comportan como patdgenos en los seres humanos se encuentran: S.
aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus capitis, Staphylococcus caprae,
Staphylococcus ~ haemolyticus,  Staphylococcus  lugdunensis,  Staphylococcus

saprophyticus, entre otros.

S. aureus constituye la especie con mayor virulencia y patogenicidad dentro del
género Staphylococcus. Se caracteriza por colonizar e infectar a los animales y
humanos, siendo capaz de causar una amplia variedad de infecciones tanto adquiridas

en la comunidad como en el ambiente hospitalario (Bannerman y Peacock, 2007).

Importancia clinica de S. aureus

S. aureus es parte de la flora normal de los seres humanos, siendo muy comin la
colonizacién asintomatica. El sitio mds frecuente de colonizacién lo constituyen las
narinas anteriores, aunque existen otros sitios de colonizacién como son las axilas, ingle
y el tracto gastrointestinal. Aproximadamente el 20% de los individuos son portadores
nasales asintomaticos de S. aureus de manera persistente, mientras que un 30% lo es de
forma intermitente. Esto constituye un riesgo no s6lo para la infecciéon de la propia
persona que lo porta sino para su diseminacién entre otras personas (Wertheim y col.,

2005).

Las infecciones por S. aureus se producen cuando se alteran las barreras
mecdnicas que constituyen la piel y membranas mucosas, de manera que la bacteria
puede penetrar e invadir los tejidos profundos del huésped, pudiendo luego diseminarse
por distintos 6rganos. S. aureus produce una gran variedad de infecciones que van desde
infecciones menores de piel y tejidos blandos, como por ejemplo impétigo, abscesos y
celulitis, hasta infecciones de mucha gravedad, como son la bacteriemia, endocarditis,
sepsis, osteomielitis, infecciones del sistema nervioso central, infecciones respiratorias y
del tracto urinario, entre otras. Ademas, S. aureus es uno de los patégenos que

frecuentemente se aisla de infecciones de heridas quirtrgicas, siendo una de las
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principales causas de infecciones intrahospitalarias. Por otra parte, es agente causal de

intoxicaciones alimentarias por la produccién de toxinas entéricas (Tong y col., 2015).

Virulencia en S. aureus

S. aureus cuenta con una gran variedad de factores de virulencia, que le permiten
colonizar, invadir y diseminarse en las células del huésped causando infecciones de
distinta gravedad. Estos factores pueden ser tanto estructurales como de secrecion

(Lowy, 1998).

Factores de virulencia estructurales

Los factores de virulencia estructurales son producidos principalmente durante la
fase exponencial de crecimiento bacteriano. Dentro de este grupo se encuentran
numerosas proteinas de superficie que median la adhesion a las células del huésped.
Este conjunto de proteinas son llamadas MSCRAMMs (microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules) y son componentes de la superficie bacteriana
que reconocen las moléculas de adhesion de la matriz extracelular. Existen diversas de
estas proteinas que se pueden unir a distintas moléculas de los tejidos del huésped,

como por ejemplo coldgeno, fibrindgeno, fibronectina y elastina (Foster y Hook, 1998).

Ademds de adherirse a las células del huésped, estas proteinas permiten la
adhesion a materiales protésicos, siendo capaces de crecer y persistir en ellos, formando
lo que se conoce con el nombre de biofilm o biopelicua. El biofilm se crea cuando
comunidades de microorganismos se adhieren a una superficie y producen polimeros
extracelulares que facilintan la adhesion, formando una matriz estructural. Esta pelicula
le permite a la bacteria evadir las defensas del huésped y resistir la accion de los
antimicrobianos, complicando en gran medida los tratamientos de las infecciones
asociadas a dispositivos protésicos, por lo que generalmente se requiere la remocién de
estos materiales para lograr la erradicacién de la infecciéon (Gordon y Lowy, 2008;

Donlan, 2001).

S. aureus posee ademas otros mecanismos estructurales que le permiten evadir las

defensas del huésped, como es la presencia de una cépsula de polisacdridos en algunas
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cepas, lo cual le otorga la capacidad de resistir la fagocitosis. Se han descripto 13
serotipos capsulares diferentes siendo el serotipo 5 y 8 los mds frecuentemente

asociados a aislamientos clinicos (von Eiff y col., 2007).

Otro determinante de virulencia ampliamente estudiado es la proteina A, la cual
es especifica de S. aureus. Esta proteina que se encuentra en la superficie celular se ha
demostrado que se une a la porciéon Fc de las inmunoglobulinas y previene de esta
manera la opsonizacion por parte de los componentes del sistema complemento del
huésped y la posterior eliminacién del microorganismo, contribuyendo a la patogénesis

de S. aureus (Falugi y col., 2013).

Factores de virulencia de secrecion

S. aureus posee muchas toxinas y enzimas que actian como factores de
virulencia, los cuales son secretados por la célula bacteriana para ejercer su accion,
permitiendo al microorganismo invadir y destruir los tejidos del huésped. Los factores
de virulencia de secrecién son producidos durante la fase post exponencial y
estacionaria temprana. Entre las principales enzimas se encuentran proteasas, lipasas,

nucleasas, hialuronidasas y colagenasas (Gordon y Lowy, 2008).

S. aureus produce una gran variedad de toxinas citoliticas. Algunas de ellas actiian
dafiando las membranas celulares, uniéndose a un receptor especifico. Dentro de este
grupo se encuentran las hemolisinas y leucocidinas. Las hemolisinas se incluyen dentro
de cuatro tipos distintos, denominadas alfa, beta, gamma y delta hemolisinas. Son
producidas por la mayoria de las cepas de S. aureus y presentan actividad hemolitica y

citolitica sobre una variedad de células del huésped (Otto, 2014a).

La alfa toxina es probablemente la toxina de S. aureus mas estudiada. Es un tipo
de hemolisina (a-hemolisina), que actia produciendo un poro en la membrana celular
que lleva a la expulsion de iones divalentes, ATP y moléculas de bajo peso molecular.
Esta toxina estd involucrada en necrosis de la piel e infecciones letales (Berube y

Bubeck Wardenburg, 2013).

Una citotoxina importante que posee S. aureus es la llamada Leucocidina de

Panton-Valentine (LPV), la cual es producida por menos del 5% de las cepas de S.
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aureus. Estructuralmente, estd constituida por dos proteinas denominadas LukS y LukF.
Tiene capacidad para destruir leucocitos y producir necrosis de tejidos (Lina y col.,

1999).

Otras toxinas de S. aureus producen dafio en las membranas celulares sin
necesidad de unirse a un receptor especifico. Incluidas en este grupo se encuentran las
llamadas Modulinas Solubles en Fenol (PSMs, por sus siglas en inglés), las cuales
fueron descubiertas en 2007 y son producidas por la mayoria de las cepas de S. aureus.
Estos péptidos actian favoreciendo entre otras cosas la lisis de los neutréfilos, luego de
la fagocitosis, contribuyendo a diversos tipos de infecciones, como infecciones de piel y
bacteriemias (Otto, 2014b). Colaboran ademads en el desarrollo de biofilm, interviniendo
en la estructuracion del mismo y formacion de los canales caracteristicos. A su vez, se
cree que actuarian favoreciendo el desprendimiento y diseminacién de las células
incluidas en el biofilm a otros sitios de infeccidn secundarios, posiblemente gracias a sus

propiedades surfactantes (Periasamy y col., 2012).

Por otra parte se encuentran las exotoxinas, las cuales no causan dafio en las
membranas, sino que interfieren con las funciones de algunos receptores. Se incluyen en
este grupo las enterotoxinas staphylococcicas (SEs, por sus siglas en inglés) y la toxina
del Sindrome del shock téxico (TSST-1). Ambas tienen propiedades de superantigenos,
estimulando la proliferacion de células T. Son pirogénicas y responsables de

intoxicacién alimentaria y sindrome del shock téxico, respectivamente.

Se han identificado mas de 20 SEs diferentes en S. aureus, siendo las
denominadas SEA y SEB las mds estudiadas. Son termorresistentes y estdn asociadas a
cepas de S. aureus productoras de intoxicacion alimentaria, interfiriendo con la funcién

intestinal y causando generalmente vomitos y diarrea (Pinchuk y col., 2010).

La TSST-1 es responsable de la enfermedad sistémica denominada Sindrome del
shock toxico, que se caracteriza por la proliferacion de células T y liberacion de
citoquinas, lo que desencadena un cuadro agudo de fiebre, hipotension, erupcion y
posterior descamacion de la piel, que puede llevar finalmente a un fallo multiorganico

(Dinges y col., 2000).

Por otra parte, se encuentra la toxina exfoliativa (ETs, por sus siglas en inglés),

una exotoxina epidermolitica responsable del denominado sindrome de piel escaldada.
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Esta patologia causada por S. aureus afecta principalmente a neonatos y niflos, y se
caracteriza por la pérdida de las capas superficiales de la piel, deshidrataciéon e
infecciones secundarias. Se han identificado tres serotipos de esta toxina, denominados

ETA, ETB y ETD (Bukowski y col., 2010; Yamaguchi y col., 2002).

Caracteristicas genéticas

El genoma de S. aureus estd formado por un Unico cromosoma circular de un
tamafio aproximado de 2,8 Mpb, con un contenido en G+C relativamente bajo, de
aproximadamente 32% (Kuroda y col.,, 2001). Se caracteriza por tener elementos
genéticos moviles (EGM), que son fragmentos de ADN que codifican una variedad de
determinantes de virulencia y de resistencia a antibidticos, asi como también todas
aquellas enzimas necesarias para su escision e integracion dentro del cromosoma del
huésped. Estos fragmentos de ADN son adquiridos por transferencia horizontal de genes
entre células bacterianas, constituyendo de esta manera la principal forma de
transferencia de informacidon genética dentro de la misma especie o entre especies
diferentes. Los EGM incluyen secuencias de inserciéon (IS) transposones, fagos,

plasmidos, islas genémicas (IG) y casetes cromosomales (Malachowa y DeLeo, 2010).

La adquisicién de la gran mayoria de los EGM se debe a la transferencia
horizontal de las islas gendmicas en las que estdn incluidos (Alibayov y col., 2014). Las
IG son fragmentos discretos de ADN que difieren entre cepas estrechamente
relacionadas. Su transferencia contribuye a la evolucion y diversificacion de los
microorganismos y por lo tanto, brinda una plasticidad genémica que tiene gran impacto
en la evolucién bacteriana y contribuye a la diseminacién de la resistencia a los
antibidticos y de genes de virulencia. Las IG estdn usualmente localizadas en el
cromosoma, insertadas en el extremo 3’ de genes de ARNt, rodeadas por regiones
nucleotidicas cortas, repetidas directas. Generalmente llevan también genes que
codifican factores involucrados en la movilidad genética, como integrasas, transposasas
y secuencias de insercion. De acuerdo al tipo de genes que contengan se pueden
describir como islas de patogenicidad, metabdlicas, de simbiosis o de resistencia (Juhas

y col., 2009).
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Tres tipos de islas gendmicas han sido identificadas en los genomas de los
aislamientos de S. aureus que han sido secuenciados y se denominan: vSaa, vSaf} y
vSay. Ellas portan una gran variedad de genes que influyen en la patogenicidad de la

bacteria (Malachowa y DeLeo, 2010).

Las IS son un tipo de EGM que estdn ampliamente distribuidos en S. aureus e
involucrados en su evoluciéon gendmica. Son elementos transponibles, que contienen
informacion genética para su propia movilizacion, pudiendo encontrarse en una o
multiples copias dentro del cromosoma o asociados a otros EGM. Si bien carecen de
genes de resistencia en si mismos, su movilizacién estd implicada en la recombinacion y
estabilizacion, asi como también en la inactivacién o modificacién de la expresion de
algunos genes que como resultado puede llevar a la resistencia a antibidticos

(Malachowa y DelLeo, 2010).

Caracteristicas e importancia de IS256 en S. aureus

La IS256 es una secuencia de insercién descripta en una variedad de aislamientos
clinicos de S. aureus. Se encuentra presente en multiples copias dentro del genoma
(Dyke y col., 1992), debido a que su transposicion estd mediada por un mecanismo de
“copia y pega” (Loessner y col., 2002), pudiendo estar flanqueando los extremos de
transposones, como en el caso del Tn4001, formando un promotor hibrido que lleva los
determinantes de resistencia a aminoglucésidos (aacA-aphD) (Rouch y col., 1987; Lyon

y col., 1987; Byrne y col., 1989).

La acumulacién de multiples copias de IS256 dentro del genoma de S. aureus
tiene implicancia en la flexibilidad gendémica y el desarrollo de resistencia a los
antibidticos. Se ha postulado previamente que el stress provocado por la presion de
algunos antibiéticos como ciprofloxacina, vancomicina, cloranfenicol o linezolid, puede
desencadenar la activacion o autoactivacion de la transposicion de la IS256, teniendo
implicancia en la adquisicion de resistencia a diferentes antibidticos (Nagel y col., 2011;

Schreiber y col., 2013).

Algunos autores han asociado la presencia de 1S256 con el desarrollo de
sensibilidad intermedia a vancomicina, debido a su insercion dentro del gen walKR, el

cual estd involucrado en la regulacion de genes asociados al metabolismo de la pared
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celular (McEvoy y col., 2013). Ademads, la atenuacién de la virulencia de diversos
aislamientos de S. aureus se ha relacionado con la interrupcién del locus agr a causa de

la insercion de 1S256 (Shopsin y col., 2010).

El sistema regulador agr

El locus agr (gen regulador accesorio) es un sistema de “quorum sensing” de dos
componentes, que regula y modula la expresion de diversos factores de virulencia.
Reprime la transcripcion de genes que codifican proteinas de superficie implicadas en la
colonizacién y activa la transcripcién de exoproteinas asociadas con dafio celular
durante la fase post-exponencial de crecimiento bacteriano (Novick y Geisinger, 2008).
El locus agr consiste en dos unidades de transcripcion divergentes conducidas por los
promotores P, y P3. El operén dirigido por el promotor P, estd constituido por 4 genes
(agrB, agrD, agrC y agrA), que codifican un sistema de sefializacién de dos
componentes, siendo AgrA el regulador y AgrC el receptor. Por otro lado, agrB y agrD
codifican dos proteinas que se combinan para producir y secretar un péptido
autoinductor que es el ligando para AgrC. Durante el crecimiento bacteriano, el péptido
autoinductor se acumula en el medio extracelular hasta que alcanza una concentracién
umbral (“quérum sensing”) y desencadena la activacién del sistema de dos
componentes mediante fosforilacion de AgrA, el cual activa la transcripcién del
promotor P,, amplificando la respuesta y se inicia entonces la transcripciéon del
promotor Pz. El promotor P; conduce la sintesis de RNAIII, que codifica también entre
otras proteinas de virulencia una o-hemolisina. De esta manera, la expresion de la o-
hemolisina es utilizada como una forma de evaluar la funcionalidad del locus agr (Gilot
y col., 2002; Traber y col., 2008). La pérdida de funcién del locus agr ha sido asociado
a una mayor duracién de infecciones como bacteriemias y también al desarrollo de

reducida sensibilidad a vancomicina (Fowler y col., 2004; Sakoulas y col., 2002).

El locus agr ademdas regula de forma negativa la formaciéon de biofilm,
favoreciendo la dispersion del mismo, de manera que los aislamientos que tienen
afectada la funcionalidad de este locus presentan una mayor habilidad para el desarrollo

de biofilm (Boles y Horswill, 2008).
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El locus agr posee una region variable polimérfica que abarca la region
codificante de la secuencia de agrD, la regién de agrB codificante del extremo C-
terminal y una porcion de agrC codificante de la region N-terminal de la
correspondiente proteina. Esta variabilidad ha permitido diferenciar 4 tipos alélicos de
agr (agr tipo I a IV), que sirven como una herramienta mds para llevar a cabo la

genotipificacion de aislamientos de S. aureus (Gilot y col., 2002).

Mecanismos de resistencia a los antibioticos

S. aureus posee una variedad de mecanismos de resistencia a los antibidticos, los
cuales pueden ser naturales o adquiridos a partir de la transferencia de material genético,
de la misma u otras especies bacterianas. También, puede ser el resultado de mutaciones
en su ADN. Dentro de los mecanismos de resistencia detectados en S. aureus se
incluyen: la modificacién o inactivaciéon de la droga por producciéon de enzimas,
alteracion o proteccién del sitio diana y reduccidon de la concentracién intracelular del
antibidtico por la expulsion del mismo a través de un sistema de eflujo (Alekshun y

Levy, 2007).

Sistemas de eflujo en S. aureus

La actividad eflujo es un importante mecanismo de resistencia presente en S.
aureus, que otorga resistencia a una amplia variedad de drogas, incluyendo, no sélo
antimicrobianos, sino también distintos colorantes, biocidas ambientales y
desinfectantes. Los sistemas de eflujo estdn constituidos por las denominadas bombas
de eflujo, las cuales son proteinas transportadoras que se encuentran ancladas a la
membrana celular bacteriana y producen la extrusidon de compuestos toxicos para la

bacteria, disminuyendo su concentracion intracelular.

Muchos sistemas de eflujo bacterianos presentan selectividad para un determinado
compuesto, mientras que otros pueden dar resistencia simultineamente a una amplia
variedad de antibidticos o clases de antibidticos no relacionados estructuralmente,
confiriendo a la bacteria de un fenotipo mutliresistente (MDR, por su denominacién en

inglés: multidrug resistance) (Poole, 2005).
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Los genes que codifican para las bombas de eflujo pueden encontrarse en
plasmidos o en el cromosoma. En general, los genes que codifican para bombas
especificas para una droga se encuentran en plasmidos y son facilmente transmisibles,
mientras que los que codifican para bombas que confieren fenotipo MDR se encuentran
localizados en el cromosoma y muy dificilmente se transfieran a otros organismos. La
resistencia antimicrobiana mediada por bombas de eflujo cromosomales se debe
generalmente a un aumento en la expresion de sus genes codificantes, que se puede
producir como resultado de una activacion transcripcional inducida por el sustrato, o por

mutaciones en sus genes reguladores (Schindler y Kaatz, 2016).

Todas las proteinas transportadoras que constituyen los sistemas de eflujo MDR
se encuentran incluidas en cinco familias, de acuerdo a su estructura, mecanismo de
accion, y requerimientos energéticos. Las familias de proteinas transportadoras MDR se
mencionan a continuacion: MES (major facilitator superfamily), SMR (small multidrug
resistance), MATE (multidrug and toxic compound extrusion family), RND (resistance-
nodulation-cell division superfamily) y ABC (adenosine-triphosphate binding cassette

superfamily) (Schindler y Kaatz, 2016; Costa y col., 2013).

De todas estas familias de transportadores, las cuatro primeras (MFS, SMR,
MATE y RND) constituyen sistemas de transporte secundario, donde su actividad es
llevada a cabo gracias a un gradiente de protones. La familia ABC, por el contrario es
un sistema de transporte activo primario, que utiliza la hidrdlisis del ATP para ejercer su
actividad transportadora. En la Tabla 1 se describen las distintas bombas de efluyjo MDR
que han sido caracterizadas en S. aureus. Atin no se ha caracterizado ningin miembro

de la familia RND en esta especie (Schindler y Kaatz, 2016; Costa y col., 2013).

Dentro de las bombas de eflujo que confieren resistencia para un solo tipo de
droga en S. aureus se encuentran la TetA(K) y Tet38 que otorgan resistencia a

tetraciclina y FexA, cuyo sustrato es el cloranfenicol (Hassan y col., 2007).
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Tabla 1. Bombas de eflujo MDR caracterizadas en S. aureus.

Familia de Bomba de

, . Sustratos
proteinas eflujo
NorA Fluoroquinolonas, acriflavina, bromuro de etidio,
compuestos de amonio cuaternario
NorB Fluoroquinolonas, tetraciclina, cetrimida, bromuro
de etidio
NorC Fluoroquinolonas, bromuro de etidio
Fluoroquinolonas, novobiocina, mupirocina, acido
MFS MdeA fusidico, bromuro de etido, acriflavina, rodamina,
compuestos de amonio cuaternario
SdrM Norfloxacina, acriflavina, bromuro de etidio
Aminoglucésidos, cloranfenicol, eritromicina,
LmrS acido fusidico, linezolid, lincosamida, bromuro de
etidio
QacA/B . )
(plasmidica) Colorantes, compuestos de amonio cuaternario
Smr ) )
SMR (plasmidica) Colorantes, compuestos de amonio cuaternario
Tigeciclina, fluoroquinolonas, bromuro de etidio,
MATE MepA
compuestos de amonio cuaternario
MsrA Macroélidos, streptogramineas
ABC
Sav1866 Bromuro de etidio
Familia no . . . )
determinada SepA Acriflavina, compuestos de amonio cuaternario

La familia MATE estd compuesta por diversas bombas de eflujo que han sido

mayormente caracterizadas en organismos Gram negativos. La primera bomba de eflujo

perteneciente a la familia MATE que ha sido identificada y caracterizada en S. aureus

es la bomba de efluyjo MepA, la cual es una proteina compuesta por 12 residuos

transmembrana (Kaatz y col., 2005; McAleese y col.,, 2005). Interviene en el

intercambio de drogas con carga positiva o que contengan al menos un 4tomo de

nitrogeno que pueda adquirir carga positiva. De esta manera, MepA otorga reducida

susceptibilidad a compuestos de amonio cuaternario, diversos colorantes y biocidas, asi

como también a tigeciclina, antibidtico perteneciente a la familia de las glicilciclinas.

Asimismo, se ha considerado que las fluoroquinolonas, como ciprofloxacina y

norfloxacina son débiles sustratos de MepA (Kaatz y col., 2005).
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La bomba de eflujo MepA estd codificada por el gen mepA, el cual forma parte
del operon mepRAB. LA expresion de mepA estd controlada por MepR, proteina
codificada por el gen mepR ubicado upstream a mepA. La proteina MepB tiene funcion
desconocida hasta el momento (Kaatz y col., 2005). MepR actiia como un represor de la
expresion de tanto mepA como de mepR, interactuando con la regién operadora de estos
genes. En presencia de sustratos de MepA, se evita la unién de MepR a la region

operadora en mepA (Kaatz y col., 20006).

Resistencia antibiotica en Staphylococcus aureus

S. aureus es un patdégeno extraordinariamente adaptable y con una notable
capacidad para adquirir rdpidamente resistencia a los antibidticos introducidos en la
practica clinica. Esta adquisicion de determinantes de resistencia ocurre generalmente
por transferencia horizontal de genes a partir de otras bacterias, aunque también son
muy importantes las mutaciones cromosomales y la presion selectiva ejercida por los
antibidticos. De esta manera, S. aureus se ha convertido en un problema en la salud
publica a nivel mundial, limitando las opciones de tratamiento para enfrentar las

infecciones que causa (Chambers y DeLeo, 2009).

Resistencia a penicilina

Previo al descubrimiento de los antibidticos, la mortalidad asociada a las
bacteriemias producidas por S. aureus era mayor al 80%. Esto mejor6 notablemente con
la introduccién de la penicilina en 1940, lo que dio inicio a la denominada ‘“era
antibidtica”. Rapidamente, S. aureus adquiri6 resistencia a la penicilina y se disemin6
por todo el mundo. Hoy en dia el 90% de los aislamientos son resistentes a este

antibidtico.

El primer aislamiento resistente a penicilina fue reportado a mediados de los afios
40, y surgi6é posteriormente a la presion ejercida por el amplio uso de este antibidtico

para combatir las infecciones producidas por S. aureus (Voladri y Kernodle, 1998).

La resistencia a penicilina estd mediada por el gen blaZ que codifica para una

enzima [-lactamasa, denominada penicilinasa, la cual es capaz de hidrolizar el anillo -
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lactdmico de la penicilina, produciendo su inactivacién. Esta enzima extracelular, se
encuentra codificada en un plasmido, que puede ser facilmente transmitido entre los
microorganismos. La sintesis de la enzima B-lactamasa es inducida por la presencia de
penicilina y se encuentra regulada por dos genes adyacentes, el gen represor blal y el
antirepresor blaRI, que junto con el gen blaZ forman el denominado operén blaZ

(Figura 2) (Lowy, 2003).

En ausencia de penicilina, la proteina de unién al ADN, Blal, se encuentra unida a
la region operadora del operén blaZ, reprimiendo la transcripcion de los genes blaZ y

blal/blaR1. De esta manera la enzima [-lactamasa es sintetizada a bajo nivel.

Cuando el microorganismo estd expuesto a penicilina, ésta se une a la proteina
transmembrana, BlaR 1. Esta proteina actia como un transductor de sefiales. Se estimula
asf la activacion autocatalitica de BlaR1. Una vez activado BlaR1, produce de manera
directa o indirecta (a través de la proteina BlaR2) la escisién de Blal en dos fragmentos.
Se permite entonces la transcripcion de blaZ y blal/blaR1, 1o que lleva a un aumento de
la sintesis de la enzima B-lactamasa, que inactiva a la peniclina produciendo la hidrélisis

del anillo B-lactdmico (Zhang y col., 2001).

Regién operadora

>
blaZ —m— blaR1 blal
< BlaR2
Blal
V. B-lact / \
{ actamasa L — % w (_/
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s W Q0 )

i Blal Blal "
B-lactamasa ( ) Escision
-- - Activo

(nactive) <\ Intracelular
LOONIOTOLOLMT LML
s Hidrdlisis e R

Extracelular

—

‘B

R

inactivacion '\
N — 7\ Dominio de unién
o HN 04 icili
OH CO,H V. V Y% a penictiina
v". 2 002H O
. CO.H
Acido Peniciloico Penicilina
(inactivo) (activa)

Figura 2. Sintesis de la enzima [-lactamasa en presencia de penicilina (Figura
modificada de Lowy, 2003).
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Los aislamientos de S. aureus resistentes a penicilina pronto comenzaron a causar
infecciones en la comunidad, ademads de los hospitales y en los afios 50 se convirtieron
en pandémicos. Estas cepas resistentes a la penicilina correspondian a un tnico clon

denominado Fagotipo 80/81 (Chambers y DeLeo, 2009).

En el afio 1959, para combatir el creciente problema de las infecciones causadas
por cepas resistentes a penicilina se introdujo en la préctica clinica la meticilina, un
antibidtico semisintético derivado de la penicilina, el cual resistia la accién de las
penicilinasas. Tan solo dos afios después del primer uso de la meticilina, en 1961,

aparecio el primer aislamiento de S. aureus resistente a la meticilina (SARM) (Jeovens,

1961).

Resistencia a meticilina

La resistencia a meticilina se debe a la producciéon de una proteina de unién a
penicilinas adicional (PBP2a), con baja afinidad para antibidticos B-lactimicos. Las
PBPs son enzimas unidas a la membrana, que catalizan reacciones de transpeptidacion,
necesarias para lograr el entrecruzamiento caracteristico de las cadenas de
peptidoglicano. S. aureus posee normalmente 4 PBPs, que cumplen la funcién de actuar
en el ensamblaje y regulacion de la sintesis de la pared celular en sus dltimas etapas.
Cuando la actividad transpeptidasa de estas PBPs se encuentra inhibida por la accién de
los antibidticos B-lactdmicos, la PBP2a tiene la capacidad de cooperar activamente en la
sintesis de peptidoglicano de la célula bacteriana, cumpliendo la funcién transpeptidasa

de las otras PBPs inhibidas (Fuda y col., 2004).

El gen que codifica la PBP2a y que confiere resistencia a meticilina es el
denominado gen mecA. A diferencia de la resistencia mediada por penicilinasas, que
s6lo confiere resistencia a penicilina, la resistencia mediada por el gen mecA aporta un
espectro mucho més amplio de resistencia, afectando no sélo a la penicilina sino a todos
los antibidticos B-lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas y carbapenemes) excepto a la

ceftarolina (Chambers y DeLeo, 2009).

La expresion del gen mecA estd regulada por los genes mecl y mecRI, que
codifican una proteina represora, Mecl y una proteina transductora de sefiales, MecR1

respectivamente (Figura 3). Este sistema regulatorio es similar en su organizacion
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molecular, estructura y funcién al sistema que regula la expresion de P-lactamasa
(blaR1-blal-blaZ) (Hiramatsu y col., 1992). La proteina MecR1 se encuentra unida a la
membrana de S. aureus. Mecl es una proteina de unién al ADN que se une a la regién
operadora del gen mecA y reprime su expresion. En presencia del antibidtico meticilina,
éste se une al MecR1, el cual actia produciendo la ruptura del represor Mecl, que de
esta manera no puede unirse al ADN, aumentando entonces la expresion del gen mecA.
Esto produce un incremento en la sintesis de PBP2a llevando a la apariciéon de la

resistencia a meticilina (Lowy, 2003).

PBP2a

@
«

Operador

v

Figura 3. Esquema del operén mec (Figura modificada de Lowy, 2003).

El origen del gen mecA en los SARM no se conoce exactamente, pero se ha
sugerido que pudo haber provenido de otras especies de Staphylococcus coagulasa
negativos. Se han identificado genes homodlogos al gen mecA, en especies como
Staphylococcus fleurettii, Staphylococcus sciuri y Staphylococcus vitilinus con 99,8%;
80% y 91% de identidad nucleotidica respectivamente con el gen mecA encontrado en el
cromosoma de los SARM. De esta manera, se considera que el gen mecA de S. fleurettii
seria la fuente del gen mecA original que se incorporé en los S. aureus, y que junto con
S. vitilinus contribuyeron al armado del complejo mec, siendo S. sciuri quien
probablemente aport6 el elemento genético movil en el cual se insertd el complejo mec
y asi se constituyd la resistencia a meticilina, convirtiendo a estos aislados en los

conocidos SARM (Tsubakishita y col., 2010; Rolo y col., 2017).
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Aunque S. aureus sensible a la meticilina (SASM) produce infecciones
hospitalarias, estas son en general de menor mortalidad que las producidas por SARM,
no sélo porque hay mayores opciones de tratamiento, debido a que son sensibles a una
gran variedad de antimicrobianos, sino también porque poseen muchas veces menor

virulencia (Ben-David y col., 2009).

Resistencia a meticilina: Staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec)

El aumento en todo el mundo de las infecciones causadas por SARM se debe en
gran parte a dos factores principales: por un lado, a la expansion clonal de los distintos
linajes de SARM y por otro lado, a la transformacién de linajes exitosos de SASM en

SARM por transferencia horizontal del elemento SCCmec (Noto y col., 2008).

El gen mecA, responsable de la resistencia a meticilina en S. aureus se localiza en
un elemento genético movil, dentro el cromosoma bacteriano, denominado
Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec). Este elemento se encuentra en un
sitio especifico del cromosoma, cerca del origen de replicacion, en el extremo 3’ del
marco de lectura abierto, denominado orfX (Katayama y col., 2000). Se ha reportado
hace poco tiempo que el orfX codifica para una ARN metiltransferasa ribosomal

(Boundy y col., 2013).

El SCCmec es muy variable en su estructura y constitucion genética. Este
elemento tiene algunos componentes genéticos esenciales que se describen a

continuacion y que se observan esquemadticamente en la Figura 4.
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Figura 4. Estructura basica del SCCmec (Figura modificada de Hiramatsu y col., 2014).

1-El complejo de genes mec, que contiene el determinante de resistencia a

meticilina mecA, sus genes reguladores (mecRI y mecl) y secuencias de insercién. Cada
complejo mec tiene una copia intacta del gen mecA, una copia de la secuencia de
insercion IS431, y puede tener una copia completa o truncada de los genes reguladores
mecR1 y mecl. Se han identificado 5 tipos distintos de complejo mec en funcién de su

constitucion genética (Tabla 2) (IWG-SCC, 2009; Shore y col., 2011).

Los distintos tipos de complejo mec estdn compuestos por los siguientes grupos de

genes:

-Complejo mec clase A: IS431-mecA-mecR1-mecl: Es considerado el complejo
prototipo y se compone del gen mecA, genes reguladores completos mecRI1 y mecl

upstream a mecA y la secuencia de insercion IS431 downstream a mecA.

-Complejo mec clase B: I1S431-mecA- AmecRI-1S1272: Esta compuesto por el

gen mecA, una region truncada del gen mecRI debido a la insercion de IS1272 upstream

a mecA y la secuencia de insercion IS431 downstream a mecA.

-Complejo mec clase C: IS431-mecA- AmecR1-1S431: Contiene el gen mecA,

una regién truncada del mecR1 por la insercion de 1S431 upstream a mecA y la 1S431

downstream a mecA. Si las dos secuencias de insercion IS43/ se encuentran en la
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misma direccion constituyen el complejo mec clase C1. Mientras que si se encuentran

en direcciones opuestas forman el complejo mec clase C2.

-Complejo mec clase D: 1S431-mecA- AmecR1: Compuesto por el gen mecA,
una region truncada de mecRI, 1S431 downstream a mecA, no posee secuencia de

insercion upstream a mecA.

-Complejo mec clase E: blaZ-mecC-mecRIc-meclc: Posee formas divergentes
de los genes mecA, mecR1, mecl. Este complejo tiene una caracteristica inusual que es
la presencia del gen blaZ que codifica para una B-lactamasa (IWG-SCC, 2009; Shore y
col,, 2011).

2-Fl1 complejo de genes de recombinasas ccr, denominado cassette chromosome

recombinase. Estos genes ccr codifican una o dos serina-recombinasas especificas, que
permiten la movilidad del elemento genético. Estas enzimas recombinasas presentan
homologia con las enzimas de la familia de resolvasas/invertasas. La escision e

integracion del SCCmec en el cromosoma bacteriano estd mediada por el complejo ccr.

Las recombinasas estdn codificadas por tres genes distintos, denominados ccrA,
ccrB y ccrC. Los genes ccr con identidad nucleotidica mayor al 85% son considerados
pertenecientes al mismo alotipo. Existen identificados hasta el momento 9 tipos de
complejos ccr (Tabla 2) IWG-SCC, 2009; Wang y Archer, 2010; Shore y col., 2011;
Wuy col., 2015).

3-Secuencias de repeticiones directas (DR) v repeticiones invertidas (IR):

estas secuencias nucleotidicas se encuentran en los extremos del SCCmec. Las DR
contienen las secuencias del sitio de integracion especifico ISS (integration site
sequence for SCC). El ISS se encuentra en el extremo 3’ del orfX y constituye el sitio
especifico reconocido por las recombinasas, donde se integra el elemento SCCmec en el

cromosoma bacteriano (IWG-SCC, 2009; Hiramatsu y col., 2013).
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4-Las regiones junkyard, posteriormente llamadas joining. Estas regiones se

denominan J1, J2 y J3. Constituyen regiones variables que rodean los complejos de
genes mec y ccr. J1, es la region entre ccr y la regiéon cromosomal que rodea al
SCCmec. J2, comprende la region entre mec y ccr. J3, corresponde a la region entre
orfX y mec. Estas regiones J pueden llevar diversos determinantes de resistencia
adicionales. Los distintos subtipos de SCCmec estian definidos por las diferencias

encontradas en las regiones J (IWG-SCC, 2009).

Existen diversos tipos de SCCmec que difieren en su estructura y contenido
genético. Cada tipo de SCCmec se define por la combinacién del tipo de complejo mec
y el tipo de complejo ccr que posee. Se han identificado hasta el momento 12 tipos
diferentes de SCCmec (Tabla 2 y Figura 5) (IWG-SCC, 2009; Hiramatsu y col., 2013;
Shore y col., 2011). El ultimo casete identificado fue el SCCmec tipo XII, el cual tiene
como particularidad que presenta en el complejo ccr un nuevo alotipo del gen ccrC
(ccrC2). Ademas posee un complejo mec de estructura similar al complejo mec clase
C2, aunque carece de una de las IS4371 (AIS431-mecA-AmecR1-1S431) (Wu y col.,
2015)

Tabla 2. Tipos de SCCmec identificados en S. aureus.

Tipo de SCCmec Complejo de genes ccr Complejo de genes mec
I 1 (A1B1) B
II 2 (A2B2) A
111 3 (A3B3) A
v 2 (A2B2) B
\Y% 5(C1) C2
VI 4 (A4B4) B
VII 5(C1) C1
VIII 4 (A4B4) A
IX 1 (A1B1) C2
X 7 (A1B6) C1
XI 8 (A1B3) E
XII 9(C2) C2-like
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Figura 5. Estructura de los distintos tipos de SCCmec identificados (Figura modificada
de Hiramatsu y col., 2013). Las DR estdn localizadas en ambos extremos (puntas de
flechas rojas). Las localizaciones de los 5 tipos de complejo mec (A-E) estan
sefalizados con una cinta de color rosa. Las localizaciones de los complejos de genes
ccr (1-8) estan indicadas con una cinta de color celeste. Secuencias de insercion y
transposones se encuentran indicadas en amarillo. También se encuentran representados
genes asociados a resistencia a metales pesados y pldsmidos integrados localizados en
las regiones J.
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El SCCmec se caracteriza también por ser vehiculo de genes distintos al mecA.
Por ejemplo: contiene un grupo de genes para cdpsula tipo 1 (SCCcapl), genes para la
resistencia a 4cido fusidico (SCCfur), genes para la resistencia al mercurio (SCCHg),
PBP4 y enterotoxinas H (seh). De esta manera el SCCmec contiene no solo genes de
resistencia a antibidticos, sino también una gran variedad de genes que sirven para la

adaptacion bacteriana a diversos ambientes (Hiramatsu y col., 2013).

S. aureus resistente a meticilina asociado a la comunidad

Desde su primera aparicién en 1961, SARM répidamente se diseminé por todo el
mundo y estuvo por muchos afios asociado a las infecciones hospitalarias (SARM-AH).
Estas infecciones ocurren en pacientes con factores de riesgo que favorecen la
colonizacién o infeccién por esta bacteria (entre otros, tratamiento antibidtico
prolongado, internacién prolongada, procedimientos invasivos). Sin embargo, a
mediados de los afios 90 apareci6 SARM por primera vez en la comunidad (SARM-
AC), en pacientes sin los factores de riesgo tradicionales para SARM-AH. El primer
aislamiento fue reportado en una poblacién indigena del norte de Australia y a partir de
alli se propagd por todo el mundo. Este hecho marc6 uno de los eventos mds
sorprendentes de los dltimos afios en lo que respecta a enfermedades infecciosas, debido
a que las infecciones por S. aureus en la comunidad habian sido causadas hasta ese
entonces por el SASM, no por la forma resistente y que era mds prevalente en los

hospitales (Chambers y DeLeo, 2009).

No se sabe con certeza el origen del SARM-AC, aunque se ha sugerido que
emergié como consecuencia de la insercion del gen mecA en los SASM (DeLeo y col.,

2010).

SARM-AC se caracteriza por causar infecciones en individuos sanos, sin factores
de riesgo predisponentes para infeccion por SARM. Afecta sobre todo a personas
jovenes y se asocia principalmente a infecciones de piel y tejidos blandos, aunque
también puede causar infecciones severas y mortales como sepsis, fascitis y neumonia

necrotizante.
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Los factores que favorecen el contagio incluyen el contacto piel con piel con
individuos contaminados o infectados, hacinamiento, compartimiento de objetos

personales que puedan estar contaminados.

Es sabido que los clones de SARM-AC no son los mismos que circulan por los
hospitales. Sus caracteristicas genotipicas no estdn relacionadas con los clones
hospitalarios, ademds difieren en su perfil de resistencia a los antibidticos vy

generalmente son cepas mds virulentas.

La gravedad de las infecciones por SARM-AC indica que son cepas que tienen
una mayor virulencia y con mayor capacidad para evadir las defensas del huésped que

los SARM-AH (De Leo y Chambers, 2010).

El SARM-AC posee varios factores de virulencia que le permiten colonizar,
invadir y causar las infecciones en el huésped. La mayoria de los aislados de SARM-AC
poseen el determinante de virulencia LPV, con capacidad de destruir neutréfilos,
mediante la formacién de poros en la membrana celular, causando una gran respuesta
inflamatoria y dafio en el huésped. Se ha asociado con infecciones severas de la piel y
neumonia necrotizante severa (Lina y col., 1999). Otros determinantes de virulencia
presentes en SARM-AC son las a-hemolisinas, PMSa y en algunos linajes de SAMR-
AC, el ACME (arginine catabolic mobile element), el cual facilita la colonizacién y

transmision (DeLeo y col., 2010).

Los SARM-AH poseen SCCmec tipo I, Il y III. Se caracterizan por ser resistentes
a los antibiodticos B-lactdmicos, ademds de presentar generalmente co-resistencia a
muchos antibidticos no B-lactdmicos, siendo considerados organismos multiresistentes.
Por el contrario, los aislamientos de SARM-AC difieren de los clones hospitalarios en
que poseen frecuentemente SCCmec tipo IV o V y genes de virulencia que codifican

para la LPV (Naimi y col., 2003b).

Durante muchos afios el SARM-AC se caracterizé por presentar un espectro mas
amplio de sensibilidad a los antibidticos que SARM-AH, pero esta caracteristica ha ido
cambiando y se han reportado casos de infecciones causadas por SARM-AC
multiresistente (Otto, 2013). Asimismo, en los ultimos afios se ha observado un

creciente numero de infecciones hospitalarias causadas por SARM-AC, sugiriendo y
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alertando sobre el posible reemplazo de los clones SARM-AH por el SARM-AC
(Figueiredo, 2017; D'Agata y col., 2009).

Resistencia a vancomicina

El gran aumento de las infecciones causadas por SARM, llevé al uso masivo de la
vancomicina (VAN) para el tratamiento de las infecciones invasivas. Este glucopéptido,
representd durante muchos afios la dltima opcion disponible con efectividad para el
tratamiento de estas infecciones. La intensa presion selectiva ejercida por el antibidtico
resulté en la emergencia de cepas denominadas VISA (vancomycin intermediate S.
aureus) causando gran preocupacion en todo el mundo. El primer aislamiento con
sensibilidad disminuida a VAN, se report6 por primera vez en Japon en el afio 1996,
proveniente de una infeccién de herida quirdrgica, la cual no respondid al tratamiento
con VAN. El aislamiento tenia una concentracion inhibitoria minima (CIM) de VAN de
8 ng/mL y se encontraba en el rango de sensibilidad intermedia segiin los puntos de
corte propuestos por el CLSI (Hiramatsu y col., 1997). Posteriormente, se detectaron
estas cepas VISA en todo el mundo. Actualmente, las cepas VISA se definen por tener

una CIM de VAN entre 4-8 ug/mL (CLSI, 2016).

Existe un estado previo a la adquisicion de sensibilidad intermedia a VAN, que
estd representado por aislamientos de S. aureus que presentan valores de CIM en el
rango de sensibilidad (< 2 pg/mL), pero tienen subpoblaciones (1x107 o 1x10®) de
células con sensibilidad reducida a VAN (CIM entre 4-8 pg/mL), y por lo tanto no son
detectados por los método de rutina en los laboratorios. Estos aislamientos son
denominados h-VISA (heterogeneous VISA) y se asocian frecuentemente con falla en
el tratamiento con VAN. Se ha sugerido que las infecciones causadas por VISA podrian
estar precedidas por cepas h-VISA, las cuales debido a la presion selectiva ejercida por
VAN se seleccionan y desarrollan posteriormente con un nivel homogéneo de

resistencia (Liu y Chambers, 2003).

Dos afios después de la aparicion del primer aislamiento VISA, se reporté en
Michigan, EEUU, el primer hallazgo de un aislamiento de S. aureus resistente a VAN y

fue denominado VRSA (vancomycin resistant S. aureus). El mismo tenia una CIM de
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VAN > 128 pg/mL (CDC, 2002). Las cepas VRSA han sido definidas por el CLSI con
valores de CIM de VAN > 16 ng/mL (CLSI, 2016).

En Argentina se han detectado aislamientos VISA y h-VISA asociados a falla en
el tratamiento con VAN en pacientes provenientes de la comunidad (Errecalde y col.,
2013; Sola y col., 2011; Di Gregorio y col., 2016). Asi mismo, si bien los aislamientos
h-VISA se suelen describir en poblaciones de SARM, se han reportado casos en SASM,
como en un reporte en Argentina de un caso de Endocarditis aguda causada por SASM,
que mostrd falla en el tratamiento con VAN y en el que se detectaron subpoblaciones

correspondientes a VISA (Perazzi y col., 2011).

La VAN actia inhibiendo la sintesis del peptidoglicano en una etapa tardia,
uniéndose al extremo C-terminal del residuo D-Ala-D-Ala de precursores de
peptidoglicano, formando un complejo no covalente, estable, mantenido por uniones
puente de hidr6geno, impidiendo de esta manera que continte la sintesis de la pared
celular bacteriana. Si por alguna razén se impide la unién de la VAN al residuo D-Ala-

D-Ala se producird una disminucién de la potencia de la droga.

Los mecanismos de resistencia observados en las cepas VISA y VRSA son
diferentes. Si bien el mecanismo responsable de la sensibilidad disminuida a VAN en
las cepas h-VISA y VISA no ha sido completamente elucidado, se ha descrito la
adquisicion de una variedad de mutaciones secuenciales en los aislamientos sensibles a
VAN, que afectan la biosintesis de la pared celular, llevando a su engrosamiento y

actividad autolitica reducida (Howden y col., 2010).

Las cepas VISA producen cantidades adicionales de peptidoglicano, lo que resulta
en una pared celular engrosada. También, se ha descrito una disminucién de los
entrecruzamientos de las cadenas de peptidoglicano, por lo que quedan mas residuos D-
Ala-D-Ala disponibles para unirse a la VAN. La unién de VAN a estos residuos impide
que mds moléculas del antibidtico puedan acceder a la membrana citoplasmatica. De
esta manera, grandes cantidades de VAN quedan atrapadas en esta capa anormalmente
engrosada de peptidoglicano, llevando a una reducida sensibilidad a este antibidtico

(Figura 6) (Lowy, 2003).
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Figura 6. Mecanismo de resistencia a VAN observado en las cepas VISA (Figura
modificada de Lowy, 2003).

Los aislamientos VRSA presentan un mecanismo de resistencia diferente a las
VISA. Ellos adquirieron el operén vanA por conjugacién a partir de Enterococcus
faecalis resistente a VAN. El oper6én vanA, que se encuentra incluido en el transposén
Tnl546, codifica enzimas que sintetizan precursores de baja afinidad, en los cuales se
ha modificado el residuo C-terminal D-Ala por D-Lac, alterando por lo tanto el sitio de
unién de VAN. Ademads, estas enzimas producen la eliminacién de los precursores de
alta afinidad, eliminando de esta manera la VAN que se encuentre unida a ellos (Figura

7) (Lowy, 2003).
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Figura 7. Mecanismo de resistencia a VAN en cepas VRSA (Figura modificada de

Lowy, 2003).

Epidemiologia de SARM

Los brotes y epidemias producidas por SARM han emergido y se han propagado

por todo el mundo. Una caracteristica importante de estas epidemias es que han sido

producidas por un numero limitado de clones de S. aureus que varian segun la

localizacién geografica (Chambers y DeLeo, 2009).

Los datos aportados por los andlisis de los aislamientos

de SARM hospitalarios,

muestran la predominancia de algunos clones epidémicos, ya sea en hospitales situados

en la misma zona o separados por grandes distancias. La rap

clones a través de los distintos hospitales e incluso distintos

ida propagacién de estos

paises refleja su elevada

epidemicidad y habilidad de colonizar pacientes dentro de una determinada comunidad

(Da Silva Coimbra y col., 2000).
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La diversidad genética que presentan los distintos clones existentes de SARM
deriva de mutaciones puntuales, recombinacién y/o adquisicion-delecion de elementos
genéticos moviles, dando lugar a una extensa diversidad fenotipica y genotipica. Para el
estudio de la epidemiologia de SARM es necesario identificar apropiadamente los
clones circulantes y diferenciarlos de otros aislamientos. Frecuentemente se utilizan
métodos que incluyen la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), la ribotipificacion
y la electroforesis en campo pulsado (PFGE), que permite poner en evidencia patrones
indistinguibles por métodos basados en PCR o en la restriccion del ADN gendmico
(Rodriguez Noriega y col., 2010). Sin embargo, existen otros métodos de tipificacion
molecular como el MLST (multilocus sequence typing), que permite caracterizar el
origen de los diferentes linajes y su diseminacién a nivel global, haciendo posible el
estudio de la evolucién histérica de este patégeno (Maiden y col., 1998). La
caracterizacion completa de los clones de SARM requiere ademads de la identificacién
del tipo estructural del SCCmec presente. Actualmente la introduccion de las técnicas de
secuenciacion masiva ha permitido trazar la evolucioén y el origen de los diferentes
clones a partir del andlisis de secuencias de genomas completos (epidemiologia

gendmica) (Aanensen y col., 2016).

En Argentina, de acuerdo al sistema informético de resistencia, SARM estd dentro
de los patégenos nosocomiales mds prevalentes. Segun el dltimo informe de resistencia
antibidtica presentado por la OMS en el afio 2014, la prevalencia de SARM en
Argentina es del 54% (WHO, 2014). Por otro lado, segin los datos presentes en el
informe de resistencia antibidtica de la OPS del afio 2015, la prevalencia de SARM de
origen hospitalario es de 44%, mientras que la correspondiente al SARM-AC es de 48%
(OPS, 2015)

En un estudio multicéntrico, llevado a cabo en Buenos Aires, se hallé que el
SARM-AC es la causa mas comun de infecciones de piel y tejidos blandos en los
mayores de 14 afos, sin contacto previo con establecimientos de salud, principalmente

asociadas a lesiones purulentas (Lopez Furst y col., 2013).

Hasta hace algunos afios el denominado clon cordobés circulaba mayormente en
los hospitales de Argentina, y fue responsable de causar brotes nosocomiales en
Coérdoba, Buenos Aires y otras regiones del pais (Gardella y col., 2011; Sola y col.,
2002). El clon cordobés, que posee un secuenciotipo (ST) 5 y SCCmec 1, fue el que
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reemplazé en su momento a los denominados clon brasilero (ST239-SCCmec III) y
pediatrico (ST5, SCCmec IV), previamente diseminados por el pais (Corso y col., 1998;
Da Silva Coimbra y col., 2000).

Con respecto a lo que sucede con la distribucion del SARM-AC, en Argentina,
durante algunos afios el clon predominante fue el denominado clon CAA (ST5-SCCmec
IV), que actualmente ha sido reemplazado por un clon que se ha diseminado con mayor
prevalencia, perteneciente al ST30, SCCmec IV, LPV positivo, el cual es responsable de
infecciones de piel, partes blandas y enfermedades invasivas, como la neumonia

necrotizante, tanto en pacientes adolescentes y adultos (Fernandez y col., 2013).

Tratamiento de las infecciones causadas por S. aureus

El tratamiento de eleccion para las infecciones causadas por SASM siguen siendo
los antibidticos PB-lactdmicos, los cuales han demostrado los mejores resultados en el
manejo de las infecciones causadas por aislamientos de S. aureus sensibles a la
meticilina (Chan y col., 2012). Por el contrario, si se trata de infecciones causadas por
SARM, la VAN sigue representando la opcién de eleccion para su tratamiento, sin
embargo el hecho de que hayan aparecido cepas con sensibilidad intermedia y con
resistencia hacia este antibidtico, junto con el reporte de fallas en el tratamiento, ha
despertado una sefal de alarma en todo el mundo y se pretende buscar nuevas opciones

de tratamiento para limitar su uso indiscriminado (van Hal y Fowler, 2013).

El descubrimiento de una nueva cefalosporina, denominada ceftarolina, que posee
buena actividad frente a SARM, debido a que presenta alta afinidad por las PBP2a, ha
permitido considerarla como una opcién vdlida para el tratamiento de las infecciones
causadas por SARM (Richter y col., 2011). Sin embargo, en los ultimos afios se han
reportado aislamientos de SARM con alta resistencia a ceftarolina, debido a mutaciones
en el gen mecA, produciendo una disminucién de la afinidad de las PBP2a por este

antibidtico (Long y col., 2014).

El linezolid es otro de los nuevos antibidticos, perteneciente a la familia de las
oxazolidinonas, que actda inhibiendo la sintesis de proteinas mediante la union a la

subunidad 50S del ribosoma bacteriano, interactuando con el ARN 23S y con proteinas
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ribosomicas. Este antibidtico se aprobd en el aino 2000 para el tratamiento de
infecciones de piel y partes blandas complicadas y neumonias causadas por cocos Gram
positivos, incluyendo VISA y h-VISA (Leach y col., 2011). No obstante, desde el afio
2001 se ha reportado la aparicion de aislamientos de S. aureus resistentes a linezolid,
generalmente debido a alteraciones en los genes que codifican para las proteinas

ribosémicas (Tsiodras y col., 2001).

Otro antibidtico usado como una alternativa a la VAN en infecciones por SARM
es la daptomicina. Este es un antibiotico lipopéptido, aprobado por la FDA (Food and
Drug Administration) para el tratamiento de infecciones de piel y tejidos blandos,
endocarditis y bacteriemias. Es inactivada por el surfactante pulmonar, razén por la cual
no ha sido aprobada para el tratamiento de neumonias (Liu y col.,, 2011). La
daptomicina se une a la membrana celular bacteriana mediante un mecanismo
dependiente de calcio y provoca el eflujo de potasio llevando a la muerte celular
(Steenbergen y col., 2005). Aunque daptomicina es activa frente a cepas de h-VISA y
VISA, se ha reportado en los tultimos afios la aparicion de heteroresistencia a
daptomicina. Ademds se ha detectado una relacion entre la reducida sensibilidad a
daptomicina y la resistencia a VAN en cepas VISA. Es por ello que la seleccion de
resistencia a VAN durante el tratamiento con VAN puede resultar ademds en la
adquisicion de resistencia a daptomicina, por lo que se deberia tener especial cuidado al
utilizar daptomicina en el tratamiento de infecciones causadas por poblaciones de S.
aureus que puedan contener h-VISA y VISA (Kelley y col., 2011; Cui y col., 2006).
Los mecanismos de resistencia a daptomicina no estdn claros, pero se lo ha relacionado
con mutaciones en genes involucrados en la organizaciéon y funcién de la membrana

celular (Friedman y col., 2006).

Tres nuevas drogas (oritavancina, dalbavancina y tedizolid) han sido aprobadas
por la FDA en el ano 2014 para el tratamiento de infecciones de la piel causadas por
SARM. Oritavancina y dalbavancina son miembros de la familia de los
lipoglicopéptidos y son considerados andlogos a la VAN (Tatarkiewicz y col., 2016).
Dalbavancina, ademds de su indicacion oficial también se ha demostrado que es activa

frente a h-VISA y VISA (Citron y col., 2014).
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Tigeciclina

La tigeciclina (TIG) es el primer representante de una nueva familia de
antimicrobianos, denominados glicilciclinas. Es un derivado semisintético de la
minociclina, que contiene un grupo 9-t-butilglicilamido en el anillo D de la molécula
(Sum y Petersen, 1999), como se puede observar en la Figura 8. Este antibidtico posee
actividad frente a organismos Gram positivos, Gram negativos, aerébicos, anaerébicos y
especies Dbacterianas atipicas. También, es activo frente a varios organismos
multiresistentes como SARM, enterococos resistentes a VAN, VISA y algunas especies
de enterobacterias productoras de P-lactamasas de espectro extendido o
carbapenemasas. Esto hace posible su uso como una opcién util para el tratamiento de
infecciones causadas por estos organismos, en pacientes hospitalizados, para los cuales
no existe otra alternativa terapéutica adecuada disponible (Bradford y col., 2005;

Heizmann y col., 2015).

Esta droga no presenta actividad eficiente frente a especies de los géneros
Proteus, Pseudomonas y Morganella debido a que presentan resistencia intrinseca
mediante mecanismos de eflujo (Visalli y col., 2003; Dean y col., 2003; Ruzin y col.,

2005).

HaC
H4C
H3

Figura 8. Estructura quimica de TIG.
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La TIG fue aprobada en 2005 por la FDA, para el tratamiento de infecciones intra-
abdominales complicadas, infecciones de piel y tejido celular subcutdneo complicadas y
neumonia bacteriana adquirida en la comunidad (Babinchak y col., 2005; Ellis-Grosse y
col., 2005; Tanaseanu y col.,, 2009). Sin embargo, su perfil farmacolégico y
microbiolégico resulta alentador para su uso en otras infecciones, causadas por
patégenos resistentes, que poseen limitadas opciones de tratamiento, ya sea como
monoterapia 0 en combinacién con otros agentes antimicrobianos (Heizmann y col.,

2015).

TIG exhibe generalmente accion bacteriostatica, sin embargo en algunos casos ha
mostrado actividad bactericida frente a microorganismos asociados a infecciones
severas (Petersen y col., 2007; Herrera y col., 2013). En diversos ensayos clinicos, TIG
ha demostrado ser una opcion segura y eficaz, que evade muchos de los mecanismos de
resistencia de una gran variedad de patégenos causantes de infecciones graves. Por otra
parte, posee ciertas propiedades que facilitan su uso en pacientes con infecciones
complicadas, algunas de éstas son, la extensa distribucion tisular, larga vida media,
amplio espectro de actividad y simple esquema de dosis; a pesar de mostrar
relativamente bajas concentraciones en suero. Por otra parte, no requiere ajuste de dosis
frente a insuficiencia renal, insuficiencia hepética leve a moderada, ni entre diferentes
grupos de edades y sexos, tampoco posee interaccion con otros fairmacos y alimentos.
No es hepatotéxica ni nefrotéxica y no requiere monitoreo de su concentraciéon en el
plasma (Nicolau, 2009). Sin embargo, se debe tener en cuenta que en el afio 2010 la
FDA report6 un incremento en el riesgo de muerte asociado al uso de TIG, ya sea por
complicaciones de la infeccion u otras afecciones médicas (FDA, 2010). No obstante, se
han realizado ensayos clinicos en los cuales no se pudo concluir que un incremento en
la mortalidad fuera a causa de fallo en el tratamiento con TIG, sino que podria tener que
ver con otras complicaciones médicas, o con la presencia de co-morbilidades. Estos
autores sugieren que el costo-beneficio de TIG sigue siendo positivo, si se considera el
preocupante incremento de las infecciones por organismos multiresistentes, sumado a la
escasa disponibilidad de nuevos agentes antimicrobianos (McGovern y col., 2013;

Bassetti y col., 2015).

El mecanismo de accion de TIG es muy similar al de las tetraciclinas, este

antibidtico inhibe la traduccion del ARNm a proteinas, dado que se une reversiblemente
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a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano. Esta unidén bloquea la entrada del
aminoacil-ARNt al sitio A del ribosoma, impidiendo asi la incorporacién de
aminodcidos y la posterior elongacion de las cadenas peptidicas (Olson y col., 2006).
Las glicilciclinas se unen al ribosoma con una afinidad cinco veces superior que las
tetraciclinas y han sido disefiadas para superar los dos principales mecanismos de
resistencia a las tetraciclinas: la proteccién ribosomal y las bombas de eflujo. En S.
aureus, la TIG evade la bomba de eflujo Tet (K), la cual confiere resistencia a
tetraciclina pero no a minociclina o doxiciclina. Ademads se une a los ribosomas que han
sido modificados por la proteina Tet (M), un mecanismo que compromete a todas las
tetraciclinas disponibles. La evasion de Tet (M) es probablemente debida a que la TIG
se une a los ribosomas en orientacion diferente a las tetraciclinas cldsicas (Bergeron y

col., 1996; Rasmussen y col., 1994).

Los estudios de vigilancia de TIG que se han llevado a cabo desde su aprobacién
siguen mostrando una buena actividad frente a S. aureus, con altas proporciones de
sensibilidad (99,9%) reportado en diversos paises alrededor del mundo (Hoban y col.,
2015). También, se ha reportado alta sensibilidad en América Latina, en un estudio
realizado con aislamientos de S. aureus recolectados entre 2004 y 2015, presentando un
rango de CIM entre < 0,008-2 pg/mL (Vega y Dowzicky, 2017). Sin embargo, en
presencia de presion selectiva, se ha observado que los aislamientos de S. aureus son
capaces de desarrollar una disminucién de la sensibilidad in vitro a diversos antibiéticos

(McAleese y col., 2005; Banerjee y col., 2008; Vidaillac y col., 2013).

Si bien un pequefio nimero de aislamientos de S. aureus no susceptibles a TIG
han sido recolectados como parte del programa de vigilancia TEST en América Latina,
en el periodo 2004-2010 (Garza-Gonzales y Dowzicky, 2013), desde el afio 2010 hasta
2016 todos los aislamientos de S. aureus (incluyendo SARM) fueron sensibles a TIG
(Sader y col., 2016). Mientras que en el reporte del afio 2017 se volvié a detectar una

sensibilidad del 99,9% (Vega y Dowzicky, 2017).

Con respecto a la actividad de TIG frente a otras especies bacterianas se ha
reportado resistencia en aislamientos clinicos de algunas especies como Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Acinetobacter baumanii,
Salmonella entérica y Serratia marscecens, en los cuales la resistencia es mediada por

mecanismos de eflujo (Barberan y col., 2015).
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Hipétesis y justificacion del estudio

La gran plasticidad gendémica de S. aureus sugiere que asi como ha ocurrido
anteriormente en la historia evolutiva de esta especie bacteriana, la introduccién de
tigeciclina en la prictica clinica también podria contribuir a la seleccion de mutantes

resistentes.

Las opciones de tratamiento de las infecciones causadas por S. aureus son cada
vez més limitadas, debido a la rdpida y continua adaptacion y desarrollo de resistencia
de esta bacteria hacia los antibidticos utilizados mds frecuentemente. Teniendo esto
presente, nos propusimos estudiar el comportamiento de este microorganismo frente a
tigeciclina, que representa una de las opciones terapéuticas disponibles para el

tratamiento de infecciones serias, causadas por bacterias multirresistentes.
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OBJETIVOS

Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es contribuir al saber general de S. aureus
frente a la presion antibidtica y en particular, aportar nuevos conocimientos en lo que
respecta a su comportamiento frente a tigeciclina (una alternativa antimicrobiana para
las infecciones causadas por este microorganismo) y a la seleccion de mutantes

resistentes.

Objetivos especificos

1- Caracterizar los aislamientos seleccionados para este estudio, recuperados de

materiales clinicos, procedentes de pacientes asistidos en distintos centros hospitalarios.

e Evaluar la sensibilidad de los aislamientos a los antibidticos utilizados mads
frecuentemente en la prictica clinica, para el tratamiento de las infecciones
causadas por S. aureus, incluyendo tigeciclina.

e Caracterizar genotipicamente los aislamientos en estudio.

e Evaluar la cinética de muerte de los aislamientos de S. aureus frente a

tigeciclina.

2- Seleccionar in vitro mutantes con sensibilidad disminuida o resistentes a

tigeciclina y realizar un estudio comparativo entre aislamientos parentales y mutantes.

e Corroborar la isogenicidad entre las cepas mutantes con sensibilidad disminuida,
o resistentes a tigeciclina y los aislamientos parentales respectivos.

e Evaluar la sensibilidad de las cepas mutantes a diferentes antibidticos.
Compararlas con los respectivos aislamientos parentales.

e Evaluar y comparar la cinética de muerte de las cepas mutantes resistentes a

tigeciclina y de los aislamientos parentales.
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3- Evaluar la eficiencia metabdlica o fisiologica (fitness) de las cepas mutantes
resistentes a tigeciclina y compararla con el correspondiente aislamiento sensible

parental.

e Determinar y analizar la velocidad de crecimiento, la frecuencia mutacional y el

perfil de autolisis.

4- Analizar los posibles mecanismos involucrados en el desarrollo de resistencia a

tigeciclina.

e Evaluar el sitio diana de tigeciclina, tanto en los aislamientos parentales como en
las cepas mutantes resistentes a tigeciclina.

e Evaluar fenotipicamente y comparar la actividad eflujo entre las cepas mutantes
y los aislamientos parentales.

e Estudiar a nivel molecular los sistemas de eflujo que podrian estar involucrados

en la disminucion de la sensibilidad a tigeciclina.

5- Analizar el impacto de la presion selectica ejercida por tigeciclina sobre la

movilizacion de la secuencia de insercion IS256.

6- Secuenciar el genoma completo de dos aislamientos parentales y sus

correspondientes cepas mutantes resistentes a tigeciclina seleccionadas in vitro.

e Analizar comparativamente mediante herramientas bioinformaticas, las posibles
alteraciones nucleotidicas en las secuencias gendmicas de las cepas mutantes
con respecto a los aislamientos parentales.

e Analizar posibles alteraciones en el nimero de copias y localizacién de
secuencias de insercion presentes en el genoma de S. aureus, tanto en las cepas

mutantes resistentes a tigeciclina como en los aislamientos parentales.
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Capitulo 1 - Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

1.1- Microorganismos

Se seleccionaron 20 aislamientos de S. aureus (10 SASM y 10 SARM)
recuperados de materiales clinicamente significativos, provenientes de pacientes
atendidos en dos centros hospitalarios de la provincia de Entre Rios (Sanatorio
Adventista del Plata, de Libertador San Martin y Hospital San Martin de Parand)
(Tablas 3 y 4). Los aislamientos fueron recuperados durante el periodo comprendido

entre enero de 2004 y diciembre de 2008.

Tabla 3. Aislamientos seleccionados de SARM.

Aislamiento Material clinico Probable Adquisicion
477 Esputo Comunidad
1870 Orina Comunidad
497 Fordnculo Comunidad

Secrecién de miembro

2028 ‘ Hospitalaria
superior

94159 Orina Comunidad
34131 Secrecién de columna Comunidad
220 Catéter venoso Hospitalaria
74016 Proétesis de cadera Comunidad
101995 Herida quirtrgica Hospitalaria
4261 Herida quirtrgica Hospitalaria
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Tabla 4. Aislamientos seleccionados de SASM.

Aislamiento Material clinico Probable Adquisicion
54081 Tejido calcédneo Hospitalaria
74111 Secrecion pleural Hospitalaria
14298 Secrecién de herida Comunidad
74073 Partes blandas Comunidad
14069 Absceso Comunidad
14267 Secrecion de herida Comunidad
34076 Esputo Comunidad
34204 Herida quirtrgica Hospitalaria
44213 Secrecion de herida Comunidad
34023 Liquido articular Comunidad

1.2- Identificacion fenotipica de los aislamientos

Se confirmd la identificacién de los aislamientos recolectados, a nivel de especiea

través de la realizacion de pruebas bioquimicas convencionales.

Los aislamientos confirmados como S. aureus se almacenaron en caldo Mueller
Hinton (MH, Britania) con glicerol al 15% en freezer a -20°C y en termo de nitrégeno

liquido, hasta su posteriorrecuperacion.

1.3- Evaluacion de la sensibilidad a los antimicrobianos

Se realiz6 el estudio cualitativo y cuantitativo de la sensibilidad a los antibidticos
utilizados mds frecuentemente en la prictica clinica, ademds de TIG. Ambas

determinaciones se realizaron por duplicado.
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1.3.1- Determinacion cualitativa de la sensibilidad a los antimicrobianos

Se realizé por el método de difusion con discos, conocido como método de Kirby
Bauer, siguiendo las recomendaciones del CLSI 2013 (Clinical and Laboratoy Standard
Institute) (CLSI, 2013).

A partir de un cultivo de 24 h se prepar6 un indculo en solucién fisioldgica estéril,
ajustando la turbidez al estdndar 0,5 McFarland (107-108 UFC/mL). Se sembré con
hisopo estéril el in6culo en una placa de agar Mueller Hinton (MH, Britania). Luego, se
aplicaron los discos de antibidtico y se incubd a 35°C durante 24 h. Se midieron los
halos de inhibicion, teniéndose en cuenta los puntos de corte propuestos por el CLSI
(Tabla 5). Para el caso de TIG se tuvieron en cuenta los puntos de corte recomendados
por la FDA (Pfizer Tygacil Package Insert, 2010).

Los antibidticos ensayados fueron los siguientes: oxacilina 1 pg (OXA, Britania),
cefoxitina 30 pg (FOX, Britania), cefalotina 30 pg (CEF, Britania), gentamicina 10 pg
(GEN, Britania), ciprofloxacina 5 pg (CIP, Britania), clindamicina 2 pg (CLI, Britania),
eritromicina 15 pg (ERI, Britania), minociclina 30 pug (MIN, Britania), trimetoprima-
sulfametoxazol 1,25/23,75 pg (TMS, Britania), rifampicina 5 pg (RIF, Britania) y TIG
15 ng (Rosco Diagndstica). Se utilizé como control la cepa S. aureus ATCC 25923.

1.3.2- Determinacion cuantitativa de la sensibilidad a los antimicrobianos
1.3.2.1- Método de dilucién en agar

Se determiné la CIM por método de dilucion en agar siguiendo las
recomendaciones del CLSI (CLSI, 2013).

La CIM es definida como la minima concentracién de antimicrobiano que inhibe
el crecimiento bacteriano luego de 18-24 h de incubacién (CLSI, 2009).

Los antibi6ticos ensayados por este método fueron: OXA, FOX, VAN, GEN, CIP,
ERI, TMS, RIF y TIG.

Para determinar la CIM de cada uno de los antibidticos se realizaron diluciones
seriadas al medio de la solucién madre de antibidtico. Luego se colocd 1 mL de éstas en
tubos conteniendo 9 mL de agar MH fundido a una temperatura de 45°C y se verti6 en

placas de Petri para su solidificacion.
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Preparacion de las soluciones de antibiotico

Oxacilina

Se utiliz6 oxacilina en polvo (Oxacillin sodium salt, Sigma-Aldrich). El rango de
concentraciones ensayadas fue de 0,06-16 pg/mL. Se parti6 de una soluciéon 10 veces
mayor que la concentraciéon mds alta a estudiar, por lo tanto se parti6 de una
concentracion de 160 pg/mL. Se siguié el esquema representado en la Figura 9 para la
preparacion de las diluciones del antibidtico. Para el resto de los antibidticos se siguid

un esquema similar.

50 mg de

oxacilina
Dil. 1/10 160ug/mL
> > pg/m

10 mL H,0 dest
500 pg/mL SM: 1,92 mL
5000 pg/mL H,0 dest: 4,08 mL
Dil % Dil % Dil % Dil % Dil % Dil % Dil % Dil %
—> —> —>
160 80 40 20 10 5 2,5 1,25 0,6
ug/mL pg/mL  pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL
S -
V
1 mL de la dilucién de ATB en cada placa que con 9 mL de

AMH

1 —J -— —J3 —31 —3 ‘—J —3J

16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mL

Figura 9. Esquema seguido para la preparacion de las diluciones de OXA.

Cefoxitina

Se utiliz6 cefoxitina en polvo (Cefoxitin sodium salt, Sigma-Aldrich). El rango de

concentraciones ensayadas fue de 0,5-64 pg/mL.
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Vancomicina

Se utiliz6 vancomicina en polvo (Vancomicina clorohidrato, Fada Pharma,
Argentina). El rango de concentraciones ensayadas fue de 0,25-32 pg/mL.
Gentamicina

Se utilizé gentamicina en polvo (Gentamicina sulfato, Fada Pharma, Argentina).

El rango de concentraciones ensayadas fue de 0,125-32 pg/mL.

Ciprofloxacina

Se utiliz6 ciprofloxacina en polvo (Ciprofloxacina clorhidrato monohidrato, Fada
Pharma, Argentina). El rango de concentraciones ensayadas fue de 0,125-16 pg/mL.
Eritromicina

Se utiliz6 eritromicina en polvo (Erythromycin hydrate, Sigma Aldrich). El rango
de concentraciones ensayadas fue de 0,125-32 pg/mL.
Trimetoprima sulfametoxazol

Se utilizaron los antibidticos en polvo, trimetoprima y sulfametoxazol (Sigma-
Aldrich). Se prepar6 una solucién conteniendo ambos antibidticos. El rango de
concentraciones ensayadas fue de 0,25-16 pg/mL para trimetoprima y de 4,75-304

ng/mL para sulfametoxazol.

Rifampicina

Se utiliz6 rifampicina en polvo (Sigma-Aldrich). El rango de concentraciones

ensayadas fue de 0,04-8 pg/mL.

Preparacion del inoculo

Se parti6 de un cultivo puro de 24 h y se prepar6 un indculo en solucion
fisiologica estéril ajustando la turbidez a 0,5 McFarland. Posteriormente, se hizo una
dilucién 1/10 de este indculo y se sembraron las placas de agar MH conteniendo las
concentraciones seriadas de cada uno de los antibidticos ensayados.

Para la inoculacion de las placas se utilizé un multi-inoculador de 25 agujas, esto

permite inocular hasta 25 cepas en una misma placa. Se incluyeron dos placas de agar
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MH sin antibidtico, de las cuales una se utilizé como control del crecimiento bacteriano
y se inoculd al inicio de la serie de placas con antibidtico y la otra se usé como control
de posible contaminacién y se inocul6 al final del proceso.

Una vez inoculadas las placas, se incubaron en estufa de cultivo a 35°C durante
18-24 h. Luego de ese tiempo, se procedio a la lectura de los resultados.

Se utiliz6 como control la cepa S. aureus ATCC 29213 y para interpretar los
resultados se tuvieron en cuenta los puntos de corte propuestos por el CLSI (CLSI,

2013) (Tabla 5).

1.3.2.2- Determinacion de la concentracion inhibitoria minima por método

epsilométrico (E-test)

El método epsilométrico, conocido como E-test, se us6 para la determinacion de
la CIM de TIG. Se preparé un in6culo de la misma manera que se describid
anteriormente y se hisopé con el mismo una placa de Petri conteniendo agar MH.
Posteriormente, se deposité una tira de E-test de TIG (E-test®, BioMérieux) y se dejo
incubando a 35°C por 18-24 h, para luego leer los valores de CIM obtenidos. Se

tuvieron en cuenta los puntos de corte propuestos por la FDA (Tabla 5).
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Tabla S. Puntos de corte de las pruebas de sensibilidad antibiotica para S. aureus.

Puntos de corte para método Puntos de corte para método
Antibiéticos de difusiéon (mm) de dilucion (pg/mL)
S I R S I R
OXA* >13 11-12 <10 <2 - >4
FOX >22 - <21 <4 - >8
CEF >18 15-17 <14 <8 16 >32
VAN** > 15 - - <2 4-8 > 16
GEN > 15 13-14 <12 <4 8 >16
CIP >21 16-20 <15 <1 2 >4
CLI >21 15-20 <14 <0,5 1-2 >4
ERI >23 14-22 <13 <0,5 1-4 >8
MIN >19 15-18 <14 <4 8 >16
TMS >16 11-15 <10 <2/38 - >4/76
RIF >20 17-19 <16 <1 2 >4
TIG*** >19 - - <0,5 - -

S: sensible, I: sensibilidad intermedia, R: resistente

*En el afio 2013 el CLSI eliminé los puntos de corte para OXA para el método de difusién. Se
aconseja el uso sustituto del disco de FOX para detectar resistencia a meticilina. Los valores que
se muestran en la tabla corresponden a los puntos de corte usados hasta el afio 2012 (CLSI,
2012).

** En el afio 2009 el CLSI elimind los puntos de corte para VAN para el método de difusién. Se
aconseja hacer CIM para evaluar la sensibilidad a VAN en todos los aislamientos de S. aureus
(CLSI, 2009). Los puntos de corte mostrados en la tabla corresponden al CLSI 2007 (CLSI,
2007)

***¥Puntos de corte propuestos por la FDA.

1.4- Evaluacion de la cinética de muerte frente a tigeciclina

Se llevé a cabo mediante el método de recuento de células viables en funcién del
tiempo conocido como curva de tiempo de muerte o curva de letalidad, para determinar
y confirmar el poder bacteriostatico de TIG frente a los aislamientos de SARM y SASM
estudiados (Bantar y col., 2000).

Se parti6 de un cultivo puro de 24 h de incubacién a 35°C y se prepard un indculo
de los microorganismos en solucién fisiologica estéril, ajustando la turbidez a 0,5
McFarland. Posteriormente, se hizo una dilucién 1/10 de este in6culo y se colocd 1 mL

del mismo en un tubo conteniendo 9 mL de caldo MH (tubo control). Ademas, se

76



Capitulo 1 - Materiales y Métodos

colocd 1 mL del inéculo en cada uno de los tubos conteniendo 8,9 mL de caldo MH,
mds 0,1 mL de una solucién de TIG preparada a cuatro concentraciones diferentes, con
el proposito de alcanzar concentraciones finales de ¥2 x CIM, CIM, 2 x CIM y 4 x CIM
de cada microorganismo. Estos tubos se incubaron a 35°C y se realizaron recuentos de
células viables a diferentes tiempos post-incubacién (0, 2, 4, 6, 8 y 24 h). Para llevar a
cabo los recuentos, a cada tiempo se hicieron diluciones en solucién fisiolégica estéril
(107, 10? y 10™) y se esparci6 con espdtula de Drigalsky, un volumen de 5 pL de cada
dilucién en la superficie de una placa de agar Tripteina Soya (ATS, Britania). Se hizo
este procedimiento por duplicado. Las placas se incubaron a 35°C durante 24 h y

posteriormente se realizé el recuento de colonias.

Con estos resultados se construyé una curva de muerte de 24 h para cada
aislamiento. La actividad bactericida se definié como una disminucién mayor o igual a
3 unidades de logjo en las UFC/mL, luego de 24 h de incubacién. Por otro lado, la
actividad bacteriostética se defini6 como una disminucién menor de 3 unidades de log;

de UFC/mL.

1.5- Seleccion in vitro de mutantes resistentes a tigeciclina

1.5.1- Método de eficiencia de plaqueo

Los aislamientos fueron expuestos a concentraciones puntuales de TIG, por el
método de eficiencia de plaqueo (Sherris y Minshew, 1996). Este método consiste en
crear un gradiente de concentracion del antibiético en estudio en una sola placa. Para lo
cual se procedi6 a colocar 10 mL de agar MH fundido a una temperatura de 45-50°C y se
dejé secar la placa de manera inclinada en un &ngulo de aproximadamente 20°.
Posteriormente, se colocé la placa en posicion horizontal y se vertié una igual cantidad de
agar MH pero conteniendo el antibidtico a las concentraciones correspondientes
ensayadas (2 x CIM y 4 x CIM). De esta manera, se creé un gradiente de concentracion
del antibidtico sobre la placa. Una vez solidificadas las placas se dejaron secar en la
estufa. Luego se sembrd un inoculo 0,5 McFarland de las cepas a ensayar y se dejo

incubar en estufa de cultivo a 35°C por 24 - 48 h.
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1.5.2- Método de pasajes seriados

Se realiz6 la seleccidon de mutantes resistentes a TIG, mediante pasajes seriados en
caldo MH, con concentraciones crecientes de TIG. Para esto, se parti6 de una
concentracion sub-inhibitoria del antibidtico hasta superar ampliamente el valor de CIM.
El antibidtico y el indculo, se pusieron en contacto en un tubo conteniendo caldo MH.
Este tubo se dejo en estufa de cultivo durante 24-48 h a 35°C. Luego se pasé una alicuota
de 100 uL a una placa de agar MH, preparado con una concentracién de antibidtico igual
a la del caldo de cultivo, para confirmar el crecimiento bacteriano. Se esparcid sobre el
medio de cultivo con espatula de Drigalsky (Figura 10). De la misma manera, se

sembraron placas de ATS libre de antibidtico.

Se confirmé que los organismos seleccionados correspondian a S. aureus
sembrando en una placa de agar Manitol Salado (AMS, Britania). De este modo, las
colonias desarrolladas en la placa de agar MH con antibidtico en cada pasaje seriado,
fueron expuestas de manera progresiva a concentraciones crecientes del antibidtico,
realizando como méaximo 15 pasajes consecutivos (aproximadamente 200 veces la CIM).
Una vez finalizados los pasajes seriados se determin6 la CIM de TIG de las mutantes
seleccionadas por método de E-test. Aquellas en las que se confirmé que tenian un valor
mayor de CIM que su correspondiente aislamiento parental se almacenaron en caldo MH
conglicerol al 15% en freezer a -20°C y en termo de nitrégeno liquido hasta su uso

posterior.

Preparacion_del indculo inicial de trabajo: a partir de un cultivo overnight en

ATS de los aislamientos en estudio se prepard un indculo en solucién fisioldgica estéril,
ajustando la turbidez segtin el estdndar 0,5 McFarland. Se realizé una dilucién 1/10 del
mismo en solucién fisioldgica estéril, alcanzando entonces una concentraciéon de
1,5x10° UFC/mL. Este fue el denominado inéculo de trabajo, que posteriormente al
ponerlo en contacto con el antibidtico en un tubo con caldo MH (dil 1/10), llegé a tener

una concentracion final de 1,5x10° UFC/mL.
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Preparacion de la solucion de antibidtico: cada aislamiento fue expuesto a una

concentracion inicial de TIG correspondiente a %4 de su CIM, para realizar pasajes
seriados hasta alcanzar concentraciones que superen aproximadamente 200 veces la
CIM. Para esto, se parti6 de una solucion madre del antibidtico de una concentracion de
10 000 pg/mL, disolviendo el contenido de 50 mg de una ampolla de TIG (Tygacil,
Pfizer) en 5 mL de agua destilada estéril. Esta solucién madre se utilizé para preparar
una solucién de una concentracién 100 veces mayor a la concentracién a ensayar para
cada aislamiento en particular. Se comenz6 con una concentracion de ¥4 de la CIM y se
fue aumentando progresivamente la concentracion en cada uno de los pasajes seriados

realizados.

79



Capitulo 1 - Materiales y Métodos

Dil 1/10
_— Ea— . .
Inéculo de trabajo
2 mL SF 1,8 mL SF
Cultivo overnight en 0,5 McFarland (1,5x10° UFC/mL)
ATS (1,5x107 UFC/mL)
1 mL
8,9 mL Caldo MH
Inéculo: 1,5x10° UFC/ml]
50 mg de TIG
5 mL de H,O dest Y
10 000 pg/mL 100 pL Y
Solucién madre de tigeciclina K B
Incubacién 24-48 h
35°C
A partir de esta soluciéon madre se prepar6 una = = v
solucion 100 veces mayor que la 5 . %,
concentracién a ensayar en cada pasaje segin 100 HL:' . %
la CIM del aislamiento 5 . “‘
> |
AMH + TIG ATS AMS
Con estas colonias hacer nuevo
in6culo de trabajo y continuar con
los pasajes en concentraciones

crecientes del antibidtico

Figura 10. Procedimiento realizado para la seleccién in vitro de mutantes resistentes a
TIG, mediante pasajes seriados en concentraciones crecientes del antibidtico.
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1.6- Analisis de la estabilidad del fenotipo resistente a tigeciclina

Una vez seleccionados los aislamientos de S. aureus mutantes resistentes a TIG
(SARTm), se corrobor6 su estabilidad, mediante pasajes diarios consecutivos, de varias
colonias seleccionadas al azar de la cepa mutante, en medio ATS sin antibiético. Una
vez realizados 10 pasajes se procedié a determinar nuevamente la CIM de TIG por

método de E-test.

1.7- Isogenicidad entre aislamientos parentales y mutantes resistentes a
tigeciclina

Se corroboré la isogenicidad entre los SARTm y sus respectivas cepas parentales
mediante electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), segtn el protocolo descrito
por Chung y col. (Chung y col., 2000). Se utilizaron como controles los clones de S.
aureus circulantes en nuestro pais, clon comunitario (STS-SCCmec 1V; Gardella y col.,
2008), clon brasilero (ST239-SCCmec III; Da Silva Coimbra y col., 2000) y clon
cordobés (ST5, SCCmec 1, Sola y col., 2002). En la seccién de Anexos se describe la

composicion de los buffers y reactivos utilizados.Se sigui6 el siguiente protocolo:

Preparacion de “plugs”

Se inocularon 3 o 4 colonias aisladas dentro de 5 mL de caldo BHI (infusién
cerebro corazén, Difco). Se incub6 a 35°C por 16-18 h en agitacion. Se colocé 1 mL de
cultivo en un tubo eppendorf de 1,5 mL y se centrifugé en microcentrifuga por 2 min a

maxima velocidad.

Se eliminé el sobrenadante con pipeta automdtica y se resuspendié el pellet
bacteriano en 1 mL de buffer PIV. Se centrifugd nuevamente, se descarté el

sobrenadante y se eliminé todo el liquido posible del pellet.

El pellet bacteriano se resuspendiden 200 uL. de PIV (se consider6 que este

volumen inicial era de 210 pL).

Se colocaron 10 uL de la suspension bacteriana en una cubeta conteniendo 1 mL

de PIV. Se cubri6 la cubeta con parafilm y se homogeneizé por inversion. Se midi6 la
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DOgz0 nm, usando PIV como blanco, y se calcul6 el volumen de PIV necesario a agregar
a la suspension bacteriana, para alcanzar una DOgy de 5 unidades, segtn la siguiente

férmula:

Vol. PIV a agregar (UL) = (DO j1eqiga X 20 x 210) - 210

Se transfirieron 150 uL de la suspension bacteriana (DOgo = 5 unidades) a un
tubo eppendorf de 1,5 mL y se incubaron por 10 min a 42°C. Se agregé a la suspension
bacteriana 150 uL de agarosa “low melting” 1,5% (Bio-Rad), precalentada a 42°C y se
mezclé rapidamente con vortex. Se armaron los bloques de agarosa o “plugs” en los
moldes correspondientes (Bio-Rad). Se dejo6 solidificar a temperatura ambiente y luego

a -20°C durante 5 min.

Lisis celular de “plugs” de agarosa

Una vez solidificados se removieron cuidadosamente los “plugs” de los moldes y
se colocaron en tubos de 15 mL conteniendo 1 mL de buffer EC-Lisis. Se incub6 a 37°C
al menos 5 h, y se eliminé el buffer EC-Lisis. Luego, se agregé 1mL de buffer ES-P y se

incubd a 50°C al menos 17 h (overnight).

Lavados de “plugs” de agarosa

Se descart6 el buffer ES-P y se transfirieron los “plugs” a un tubo falcon de 15 mL
con aproximadamente 10 mL de buffer TE. Se lavaron con agitacion horizontal por 30
min. Se repitié este paso al menos 5 veces mds, para eliminar la proteinasa K. Se

conservo a 4°C hasta su uso.
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Digestion de “plugs” con Smal

A 15 mL del buffer Pre-Smal 1 X se le agregd en el momento de uso 6,3 uL de -
mercaptoetanol. Posteriormente, se transfirieron 500 uL del buffer Pre-Smal 1 X a tubos
eppendorf de 1,5 mL y se agregé 1 “plug” a cada uno. Se incubd en bafio de agua a
25°C durante 1 h, y se eliminé luego el buffer de Pre-Smal 1 X con pipeta automatica,

cuidando de no romper el “plug”.

Se prepar6 la mezcla de restriccion: Buffer Pre-Smal 1 X + Smal, segin se detalla,

logrando una concentracién final de Smal de 15 U/plugs.

Reactivo uL/plug | uL/ 10 plugs
Buffer Pre-Smal 45 450
Smal (10 U/uL) 1,5 15

Volumen final 46,5 465

Secolocaron 45 puL de la mezcla de restriccion en cada tubo, y se incubd la mezcla
de restriccién en baio de agua a 25°C durante 18 h. Se retiré la mezcla de restriccion
del bafio de agua y se agregaron 5 uL de buffer TBE 0,5 X para detener la restriccion y
se equilibr6 por 10 min a temperatura ambiente. Luego, se cargaron los “plugs” dentro

del gel.

Preparacion del gel de agarosa y corrida electroforética

Se prepararon 2 L de buffer TBE 0,5 X. Se separ6 el volumen de buffer TBE 0,5
X necesario para la preparacion del gel y el resto se coloco en la cuba electroforética, a

la temperatura de la corrida (11,3°C).

Se prepar6 agarosa calidad PFGE (Bio-Rad) al 1% en buffer TBE 0,5 X. Se armé
el molde para el gel, colocando el peine apropiado con los “plugs” apoyados en €l, y se
agregé la agarosa fundida a una temperatura de 50-55°C dentro del molde. Se dejé
enfriar la agarosa en el molde al menos 30 min. Se retir6 el peine del gel solidificado y
los agujeros se sellaron con la agarosa sobrante. Se ubicé el gel dentro de la cuba de
electroforesis con el buffer TBE 0,5 X y se llevo a cabo la corrida electroforética, con
pulsos de 5 seg a 35 seg, a un voltaje de 6 V/cm a 11,3°C durante 21 h en un equipo
CHEF DRIII (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
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Coloracion del gel de PFGE

Una vez finalizada la corrida electroforética, se retir6 el gel de la cuba de
electroforesis y se colocé en un recipiente conteniendo 300 mL de una solucién de
bromuro de etidio de 1 ug/mL. Se dejo colorear durante 30 min en agitacion suave. El

gel se visualiz6 en transiluminador UV y se digitaliz6 la imagen para su analisis.

Interpretacion de los perfiles de restriccion obtenidos por PFGE

La interpretacion de los perfiles genéticos, obtenidos luego de la digestion con la
enzima de restriccion Smal, se realizd teniendo en cuenta los criterios definidos por
Tenover y col. (Tenover y col., 1995). A cada patrén de bandas diferente obtenido se le
asigné una letra que representa un pulsotipo. Dentro de un mismo pulsotipo se
incluyeron aquellos perfiles que mostraron el mismo nimero y tamafio de las bandas,
mientras que se definieron subtipos cuando se encontraban diferencias de 3 o menos

bandas en los perfiles de restriccion.

1.8- Evaluacion de la cinética de muerte frente a tigeciclina en los

SARTm

En los SARTm seleccionados in vitro se evalud la cinética de muerte frente a TIG,
comparando su comportamiento con respecto a los aislamientos parentales. Se llevé a
cabo la metodologia como se describi6 en el punto 1.4. Las pendientes de las curvas de
muerte de los aislamientos parentales y de los SARTm se compararon estadisticamente
utilizando anélisis de pendientes por regresion lineal con el programa GraphPad Prism

version 6.0.

1.9- Ensayos adicionales sobre aislamientos de SARTm que

modificaron su sensibilidad a otros antibioticos

Un SARTm (94159m) increment6 su CIM a VAN con respecto al aislamiento
parental, adquiriendo fenotipo VISA (CIM entre 4-8 pg/mL). Ademds de determinar la

CIM por método de dilucion se determiné mediante E-test y se evalué el
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comportamiento de la cepa 94159m frente a los métodos de screening disponibles para

deteccion de cepas VISA y h-VISA (macro E-test y predifusion).

1.9.1- Evaluacion de la sensibilidad a vancomicina mediante E-test

Se siguid el procedimiento descripto en el punto 1.3.2.2, tanto para la preparacion
de las placas de agar MH como para la preparacién del inéculo bacteriano. Se tuvieron

en cuenta los puntos de corte definidos por el CLSI (Tabla 5).

1.9.2- Método de Macro E-test

El método conocido como Macro E-Test constituye un método de screening para
la detecciéon de aislamientos h-VISA. Los aislamientos h-VISA, se caracterizan por
tener CIMs en el rango de susceptible (< 2 pug/mL), pero contienen sub-poblaciones de
células con valores de CIM que se encuentran en el rango de sensibilidad intermedia,

que caracteriza a las cepas VISA.

Se parti6 de un cultivo over night de los aislamientos en agar sangre de carnero y
se preparé un indculo en solucién fisiologica estéril, ajustando la turbidez segin el
estandar 2,0 McFarland (6 x 10° UFC/mL). Por otra parte, se prepararon placas
conteniendo agar BHI, sobre las cuales se vertieron e hisoparon 200 pL del in6culo
bacteriano. Posteriormente, se depositaron sobre las placas de BHI inoculadas, las tiras
de E-test de VAN. Las placas se incubaron a 35°C durante 48 h. Valores mayores o
iguales a 6 pg/mL fueron considerados positivos para VISA (Di Gregorio y col., 2015).

1.9.3- Método de predifusion

El método de predifusion constituye un método de difusién para determinar la
sensibilidad a los antibidticos, caracterizado por un paso previo, donde se deja que el
antibidtico difunda antes de la inoculacién de las placas con el in6culo bacteriano.
Constituye un método utilizado para detectar cepas VISA, usando tabletas de VAN y
teicoplanina (TEI).

Se prepararon placas conteniendo agar MH. Sobre estas placas se depositaron

tabletas Neo-Sensitab (Rosco Diagnética, Dinamarca) de 30 ug de VAN y de 30 pug de
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TEIL y se dejaron difundir en el medio agar MH durante 2 h a temperatura ambiente.
Luego se removieron las tabletas y las placas permanecieron a temperatura ambiente por
18-22 h. Se prepard un inéculo de los microorganismos en solucién fisiolégica estéril,
ajustando la turbidez equivalente al estdndar 0,5 McFarland y se hisoparon las placas de
agar MH. Las placas fueron incubadas a 35°C durante 24 h. Luego de ese tiempo, se
leyeron los halos de inhibicion. Para la interpretacion de los resultados se tuvieron en

cuenta las recomendaciones del fabricante (Rosco Diagnostica, 2010).

Un halo de inhibicion de VAN < 22 mm y/o halo de inhibicién de TEI < 20 mm

se considerd resultado positivo para la deteccion de cepas VISA.
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RESULTADOS

1.1- Sensibilidad a los antibioticos

1.1.1- Método de difusion con discos

Todos los aislamientos estudiados, tanto de SARM como de SASM, fueron
sensibles a TIG por método de difusiéon con discos, presentando todos ellos halos de
inhibicién mayores a 19 mm. En las Tablas 6 y 7 se muestran los valores en mm de los
halos de inhibicién, ademds del porcentaje de resistencia de los aislamientos a los

distintos antibidticos ensayados.

Siete de los 10 aislamientos categorizados como SARM (resistentes a FOX)
mostraron resistencia a OXA por el método de difusion cuando se emplearon los puntos
de corte recomendados por CLSI 2013. En la actualidad, FOX constituye el antibidtico
tomado en cuenta por el CLSI para determinar si un aislamiento de S. aureus es sensible

o resistente a meticilina.

Estos aislamientos presentaron en su mayoria, resistencia a los demads antibidticos
ensayados. En 8/10 aislamientos de SARM se detect6 resistencia a GEN y en 7/10 a
CIP. En 5/10 se observo resistencia a CLI y ERI. Resistencia a TMS y RIF se detectd en
2/10 de los SARM vy s6lo 1/10 mostré resistencia a MIN.

Como era de esperar, los aislamientos de SASM, no presentaron resistencia a los
antibidticos ensayados por método de difusién. S6lo uno de los aislamientos presentd

resistencia a ERI y otro a RIF.
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Tabla 6. Sensibilidad antibitica por método de difusiéon con discos para los

aislamientos de SARM.

Halos de inhibicion (mm)

Aislamiento
OXA FOX CEF VAN GEN CIP CLI ERI MIN TMS RIF TIG
477 6 6 6 19 6 10 6 6 26 22 28 23
1870 6 6 6 20 6 10 6 6 27 22 29 22
497 6 18 21 19 22 26 26 26 30 30 34 22
2028 6 6 6 21 6 6 6 6 19 6 6 24

94159 12 16 27 20 6 27 27 27 28 28 17 22

34131 6 11 23 19 20 19 24 23 27 24 30 22

220 6 6 9 18 6 6 6 6 14 6 29 24

74016 17 18 21 20 6 11 29 26 28 27 18 23

101995 6 6 6 20 6 6 6 6 27 21 29 23

4261 11 15 24 18 8 9 24 22 24 24 14 22

% de 70 100 50 0 80 70 50 50 10 20 20 0
resistencia

OXA: oxacilina, FOX: cefoxitina, CEF: cefalotina, VAN: vancomicina, GEN: gentamicina, CIP:
ciprofloxacina, ERI: eritromicina, MIN: minociclina, TMS: trimetoprima-sulfametoxazol, RIF:
rifampicina, TIG: tigeciclina.

Tabla 7. Sensibilidad antibidtica por método de difusién con discos para los

aislamientos de SASM.

Halos de inhibicion (mm)

Aislamiento
OXA FOX CEF VAN GEN CIP CLI ERI MIN TMS RIF TIG

54081 26 34 40 19 20 30 26 28 30 28 32 22
74111 15 22 30 19 22 26 23 25 26 26 30 22
14298 16 25 21 18 21 25 24 25 24 25 28 22
74073 19 28 22 18 20 25 26 25 24 26 11 22
14069 16 28 27 19 24 28 23 25 24 25 30 21
14267 32 32 40 20 15 24 26 23 32 36 34 24
34076 27 28 40 20 22 22 24 25 29 26 30 23
34204 18 25 28 20 22 28 26 6 28 26 30 23
44213 19 26 28 20 20 26 26 25 28 26 30 22
34023 16 24 27 20 20 26 25 25 28 27 30 24

‘.% de . 0 0 0 0 0 0 10 0 0 10 0
resistencia

OXA: oxacilina, FOX: cefoxitina, CEF: cefalotina, VAN: vancomicina, GEN: gentamicina, CIP:
ciprofloxacina, ERI: eritromicina, MIN: minociclina, TMS: trimetoprima-sulfametoxazol, RIF:
rifampicina, TIG: tigeciclina.
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1.1.2- Método de diluciéon en agar: determinacion de la CIM

La determinacién de la CIM es considerado el método de referencia para evaluar
la sensibilidad a los antibidticos. Como era de esperar, todos los aislamientos
categorizados como SARM fueron resistentes a OXA y FOX. Por otra parte, todos los
aislamientos, tanto de SARM como de SASM, tuvieron valores de CIM sensibles a

VAN y TIG (Tablas 8 y 9).

En general, los aislamientos categorizados como resistentes a otros
antimicrobianos mediante la CIM, coincidieron con lo obtenidos por método de
difusion. Sin embargo, se encontraron diferencias para CIP y RIF, donde por el método
de CIM se detecté un porcentaje mayor de resistencia, lo cual es un error muy

importante del método de difusion, ya que brinda un resultado de falsa sensibilidad.

La mayoria de los aislamientos de SAMS fueron sensibles a los antibidticos
ensayados por este método. Se detect6 un solo aislamiento con resistencia para ERI y

RIF coincidiendo con lo hallado por método de difusion.

Tabla 8. CIM de los antibiéticos ensayados para los aislamientos de SARM.

Aislamiento CIM (ng/mL)

OXA FOX VAN GEN CIp ERI TMS RIF TIG
477 >16 >64 0,5 >32 >16 >32 0,5/9,5 <0,004 0,125
1870 >16 >64 1 >32 >16 >32 0,5/9,5 0,007 0,064
497 8 16 1 0,5 0,5 0,25 0,5/9,5 0,015 0,125
2028 >32 >128 1 >64 >16 >64 >16/304 >16 0,125
94159 8 16 1 >64 0,5 0,25 0,5/9,5 4 0,125
34131 16 32 1 0,5 4 0,25 0,25/4775 0,007 0,125
220 >16 >64 0,5 >32 >16 >32 >16/304 0,007 0,125
74016 4 32 0,5 >32 16 0,25 0,5/9,5 4 0,125
101995 >16 >64 1 >32 >16 >32 0,5/9,5 0,007 0,125
4261 8 16 1 32 >16 0,25 0,5/9,5 4 0,064

res‘iftgfcia 100 100 0 80 80 50 20 40 0

OXA: oxacilina, FOX: cefoxitina, VAN: vancomicina, GEN: gentamicina, CIP: ciprofloxacina, ERI:
eritromicina, TMS: trimetoprima-sulfametoxazol, RIF: rifampicina, TIG: tigeciclina.
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Tabla 9. CIM de los antibidticos ensayados para los aislamientos de SASM.

Aislamiento CIM (ng/mL)
OXA FOX VAN GEN CIP _ ERI T™S RIF  TIG
54081 0125 <05 1 T 025 025 05095 0007 0064
74111 025 4 1025 05 025 025475 0007 0,064
14298 025 4 1025 025 025 025475 <0004 0,064
74073 0.5 4 105 05 05 025475  >8 0064
14069 0.5 4 1025 1 025 01252375 0007 0,064
14267 <006 2 1 2 1 I 025475 0007 0,064
34076 0125 2 1025 1 025 025475 0015 0,125
34204 025 4 1025 05 =32 025475 0007 0,064
44213 025 4 105 05 025 025475 0007 0,125
34023 05 4 05 025 05 05 025475 0007 0064
resztifcia 0 0 0 0 0 10 0 10 0

OXA: oxacilina, FOX: cefoxitina, VAN: vancomicina, GEN: gentamicina, CIP: ciprofloxacina, ERI:
eritromicina, TMS: trimetoprima-sulfametoxazol, RIF: rifampicina, TIG: tigeciclina.

1.2- Evaluacion de la cinética de muerte frente a tigeciclina

Para determinar y confirmar el poder bacteriostdtico que presenta la TIG, se
realizaron estudios de cinética de muerte en todos los aislamientos (10 SARM y 10
SASM) con los cuales se inici6 este trabajo. Se construyeron las correspondientes
curvas de tiempo de muerte frente a TIG a las cuatro concentraciones ensayadas (4 x

CIM, 2 x CIM, CIM y %2 x CIM), las cuales se pueden observar en las Figuras 11 y 12.

Para cada concentraciéon de TIG ensayada, se estimé el grado de actividad
bactericida, teniendo en cuenta el numero de aislamientos que mostraron una
disminucién en el rango de 1 a 3 log;o UFC/mL en los recuentos de células viables a
diferentes tiempos de incubacion (Tablas 10 y 11). La disminucién de 1, 2, y 3 unidades
en el log;o UFC/ mL representa el 90%, 99% and 99,9% de bacterias muertas

respectivamente.

Como era de esperar, en casi la totalidad de los aislamientos no se observo
disminucion de 3 o mds unidades logaritmicas en el recuento de UFC/mL a las 24 h de
exposicion a TIG, permitiendo confirmar la actividad bacteriostética de este antibidtico.

Sélo en un aislamiento de SASM (34076) se evidencid actividad bactericida frente a
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TIG a la concentracion correspondiente a 4 x CIM, mostrando una disminucién mayor a

3 logio UFC/mL, a las 24 h de incubacion.

La magnitud de la actividad bactericida a las 24 h de incubacién, mostrd ciertas
diferencias al analizar las distintas concentraciones ensayadas, produciéndose una

mayor reduccion en los recuentos de células viables a las mayores concentraciones.

En dos aislamientos de SARM (220 y 4261) se observo un recrecimiento a la

concentracion correspondiente a ¥2 x CIM.
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Curva de muerte cepa 477 Curva de muerte cepa 1870
10
- —
8
—a—Control —+— Control
£ -
5 —|—4xCIM g 6 ” —.—4xCM
5 2% CIM 5 —=2xCM
-4 ® 4
- —CIM S ——CM
5 ——1/2 % CIM 2 ——12 x CIM
0 0
5 10 15 20 0 5 10 15 20
Tiempo (hs) Tiempo (hs)
Curva de muerte cepa 497 Curva de muerte cepa 2028
10
10 _ _
—— — s
8
=t Control —t— Control
£ 6 ——4xCIM g 6 —.—4xCIM
g —a—2xCIM g 2 X COIM
? a —_Cm o —_—Cm
——1/2 x (M —1/2 % CIM
2 2
o 0
5 0 135 20 0 B 10 15 20
Tiempo (hs) Tiempo (hs)
Curva de muerte cepa 94159 Curva de muerte cepa 34131
10 10
o—->t> —
¢ ——Control 8 ~+—Control
26 —-—axCM g 6 —8-4xCIM
E =2 x COM S =2 %X CIM
E 4 ——Mm ¥ 4 ——CIM
, ——1/2XxCIM 5 ——1/2XCM
0 0
o0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Tiempo (hs) Tiempo (hs)
Curva de muerte cepa 220 Curva de muerte cepa 74016
10
8 =+ Control ~——Control
§ 6 N —m—4xCIM ~m—4xCIM
g X —4—2xCIM ~#—=2xCIM
F- —_—am ——CiM
2 ——1/2x CIM 2 ——=1/2x CIM
o ]
s 0 15 20 ] 5 10 15 20
Tiempo (hs) Tiempo (hs)
Curva de muerte cepa 101995 Curva de muerte cepa 4261
Control —+—Control
g —|—4x0M g —m—4xCIM
5 &2 x CIM s 2 x CIM
¥ —CM ¥ ——CiM
2 ——1/2xCIM 2 ——1/2xCIM
0 o
° 5 10 15 20 ] s 10 15 20
Tiempao (hs) Tiempo (hs)

Figura 11. Curvas de tiempo de muerte para los aislamientos de SARM frente a TIG.
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Curva de muerte cepa 54081 Curva de muerte cepa 74111
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Figura 12. Curvas de tiempo de muerte para los aislamientos de SASM frente a TIG.
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Tabla 10. Grado de actividad bactericida ejercido por TIG a lo largo del tiempo frente a

los aislamientos de SAMR.

N° de aislamientos que muestran disminucion del log;o UFC/mL al
Concentracion ) . . »
correspondiente tiempo de incubacion

de TIG
2h 4h 6h 8h 24h

(ug/mL)

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 -3
4 x CIM 2 0 0 4 0 0 6 0 O 7 O 0 3 7 0
2 x CIM 0O 0 0 2 0 0 4 0 0 2 0 0 7 3 0
CIM 0O 0 0 2 0 0 3 0 0 2 0 0 5 2 0
15 x CIM 1 0 0 1. 0 0 O O O 1 O 0 4 0 O

Tabla 11. Grado de actividad bactericida ejercido por TIG a lo largo del tiempo frente a
los aislamientos de SAMS.

N° de aislamientos que muestran disminucién del log;o UFC/mL al
Concentracion ) . . By
correspondiente tiempo de incubacion

de TIG
2h 4h 6h 8h 24 h
(ng/mL)
1 2 3 1 -2 3 -1 2 3 -1 2 3 -1 2 -3
4 x CIM 0O 0 0 0 0 0 7 0 0 8 0 0 5 4 1
2 x CIM 0o 0 0 0O 0O 0O 4 0 0 7 0 0 8 1 0
CIM 0O 0 0 0 0O 0O 4 0 0 4 0 0 7 0 0
v x CIM 0o 0 0 0 001 0 0 1 0 01 0 0
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1.3- Seleccion in vitro de mutantes de S. aureus resistentes a tigeciclina

Por el método de eficiencia de plaqueo no se lograron obtener mutantes de S.

aureus con sensibilidad disminuida a TIG, en ninguno de los aislamientos en estudio.

Mediante el método de seleccion de mutantes resistentes por pasajes seriados, se
lograron obtener un total de 12 cepas de S. aureus mutantes resistentes a TIG (SARTm),
que aumentaron el valor de su CIM de TIG con respecto a los aislamientos parentales de
los que provenian. De los 12 SARTm obtenidos, 5 correspondieron a aislamientos de

SARM vy 7 a aislamientos de SASM.

En las Tablas 12 y 13 se muestran los resultados obtenidos de la seleccién de
mutantes resistentes, tanto en los aislamientos de SARM (Tabla 12), como en los de
SASM (Tabla 13). Se encuentran detalladas alli las concentraciones de TIG utilizadas
en cada pasaje y a la que fueron expuestas las cepas en estudio, comenzando por una
concentracion sub-inhibitoria correspondiente a Y4 de su CIM. Se realizaron como
maximo 15 pasajes en concentraciones crecientes del antibidtico. Luego, varias colonias
obtenidas a la mayor concentracion ensayada de TIG fueron sometidas a una serie de 10
pasajes consecutivos en medio ATS libre de antibidtico, para corroborar la estabilidad
del nuevo fenotipo con resistencia a TIG. Para esto, luego de los pasajes en medio libre
de antibidtico se determiné la CIM de TIG mediante E-test. Se seleccionaron un total de
12 mutantes in vitro resistentes a TIG. En la Figura 13 se puede observar la imagen del
resultado del método de E-test para un aislamiento parental y su correspondiente
mutante resistente a TIG, donde se puede ver claramente la reduccién del tamafio del

halo en la cepa mutante.

El rango obtenido de CIM de TIG para los SARTm fue de 1-16 pg/mL, con un
aumento entre 16 y 128 veces en la CIM de TIG con respecto a sus correspondientes
parentales. En la Figura 14 se pueden ver representados en un eje de coordenadas los

valores de CIM de TIG obtenidos para las SARTm y sus aislamientos parentales.
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Tabla 12. Resultados de la seleccion de mutantes de S. aureus resistentes a TIG por pasajes seriados. Aislamientos de SARM.

CIM TIG
CIM inicial (ng/mL) luego de
Aislamiento TIG Concentraciones de TIG en cada pasaje (ug/mL) 10 pasajes en
(ng/mL) medio libre de
ATB
0,03 0,06 | 0,125 | 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 1 2 4 8 12 16 24
477 0,125 0,5
+ + + + + + + + + + + - - - -
0,016 | 0,03 0,06 | 0,125 | 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 | 2 4 8 12 16
1870 0,064 0,5
+ + + + + + + + + + + + - - -
0,03 0,06 | 0,125 | 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 1 2 4 8 12 16 24
497 0,125 4
+ + + + + + + + + + + + + - -
0,03 0,06 | 0,125 | 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 1 2 4 8 12 16 24
2028 0,125 16
+ + + + + + + + + + + + + + -
0,03 0,06 | 0,125 | 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 1 2 4 8 12 16 24
94159 0,125 16
+ + + + + + + + + + + + + + +
0,03 0,06 | 0,125 | 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 1 2 4 8 12 16 24
34131 0,125 0,25
+ + + + + + + + + + + + + - -
0,03 0,06 | 0,125 | 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 | 2 4 8 12 16 24
220 0,125 0,25
+ + + + + + + + + - - - - - -
0,03 0,06 | 0,125 | 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 | 2 4 8 12 16 24
74016 0,125 4
+ + + + + + + + + + + + + - -
0,03 0,06 | 0,125 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 1 2 4 8 12 16 24
101995 0,125 0,5
+ + + + + + + + + + + + + - -
0,016 | 0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 1 2 4 8 12 16
4261 0,064 8
+ + + + + + + + + + + + + + +

ATB: antibiético. Con signos + se indica la presencia de desarrollo de colonias en la placa de agar MH con antibidtico, a la concentracién correspondiente, segin el nimero de pasaje. Mientras que con signo — se indica
la ausencia de crecimiento en dichas placas preparadas a la concentracién mencionada. En color rojo se muestran los aislamientos que seleccionaron mutantes resistentes a TIG.
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Tabla 13. Resultados de la seleccion de mutantes de S. aureus resistentes a TIG por pasajes seriados. Aislamientos de SASM.

CIM TIG
CIM inicial (ng/mL) luego de
Aislamiento TIG Concentraciones de TIG en cada pasaje (ng/mL) 10 pasajes en
(ng/mL) medio libre de
ATB
0,016 | 0,03 0,06 | 0,125 | 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 1 2 4 8 12 16
54081 0,064 8
+ + + + + + + + + + + + + + +
0,016 | 0,03 0,06 | 0,125 | 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 1 2 4 8 12 16
74111 0,064 0,5
+ + + + + + + + + + + + + + -
0,016 | 0,03 0,06 | 0,125 | 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 1 2 4 8 12 16
14298 0,064 0,5
+ + + + + + + + + + + + - - -
0,016 | 0,03 0,06 | 0,125 | 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 1 2 4 8 12 16
74073 0,064 8
+ + + + + + + + + + + + + + +
0,016 | 0,03 0,06 | 0,125 | 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 1 2 4 8 12 16
14069 0,064 1
+ + + + + + + + + + + + + + -
0,016 | 0,03 0,06 | 0,125 | 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 1 2 4 8 12 16
14267 0,064 0,25
+ + + + + + + + + + - - - - -
0,03 0,06 | 0,125 | 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 1 2 4 8 12 16 24
34076 0,125 16
+ + + + + + + + + + + + + + +
0,016 | 0,03 0,06 | 0,125 | 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 1 2 4 12 16
34204 0,064 8
+ + + + + + + + + + + + + + +
0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 1 2 4 8 12 16 24
44213 0,125 4
+ + + + + + + + + + + + + + +
0,016 | 0,03 0,06 | 0,125 | 0,25 0,5 0,6 0,7 0,8 1 2 4 8 12 16
34023 0,064 1
+ + + + + + + + + + + + + + -

ATB: antibiético. Con signos + se indica la presencia de desarrollo de colonias en la placa de agar MH con antibidtico, a la concentracién correspondiente, segtin el nimero de pasaje. Mientras que con signo — se indica

la ausencia de crecimiento en dichas placas preparadas a la concentracion mencionada.En color rojo se muestran los aislamientos que seleccionaron mutantes resistentes a TIG.




Capitulo 1 - Resultados

2028 m

Figura 13. CIM de TIG mediante método de E-test. Se muestra una imagen de la placa
de agar MH correspondiente al aislamiento 2028p y su correspondiente SARTm,

2028m.

CIM de tigeciclina (n=12)
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Figura 14. Representacién de los valores de CIM de TIG para los SARTm y sus
respectivos aislamientos parentales. En circulos verdes se muestran los valores de CIM
de TIG para los aislamientos parentales, mientras que en color violeta se muestran los
correspondientes valores de CIM para las cepas de SARTm obtenidas in vitro.

98



Capitulo 1 - Resultados

1.4- Isogenicidad entre cepas mutantes resistentes a tigeciclina y

aislamientos parentales

Como resultado de la digestion del ADN genémico con la enzima Smal se obtuvo
un perfil electroforético de bandas que se muestra en la Figura 15. También, se
muestran los perfiles de bandas de PFGE correspondientes a los clones de S. aureus
circulantes en nuestro pais (clon cordobés, clon brasilero y clon de la comunidad).
Todos los patrones de restriccion obtenidos mostraron al menos diez bandas, producto

de la digestion enzimatica.

A cada patron de bandas diferente obtenido se le asigné una letra que representa
un pulsotipo y se definieron los subtipos segun los criterios mencionados en materiales
y métodos. De los 12 pares de cepas analizados se obtuvieron 8 pulsotipos diferentes

(A,B,C,D,E,F, Gy H), muchos de ellos con subtipos.

En la Figura 15 se presentan agrupados de a pares, los perfiles de restriccion

obtenidos, para cada cepa mutante con su correspondiente parental.

En 9/12 cepas SARTm y sus parentales, no se observaron diferencias en el
nimero y tamafio de las bandas obtenidas, por lo tanto son considerados clones
indistinguibles. Para algunas cepas hubo diferencias en 2 o 3 bandas, por lo que son
consideradas cepas estrechamente relacionadas, segun los criterios tenidos en cuenta

(Tenover y col., 1995).

En 2/12, se detectaron diferencias de una banda en el perfil electroforético;
mientras que 1/12, tiene una diferencia de 3 bandas entre la cepa SARTm y su
aislamiento parental. Al tener una diferencia de no mas de 3 bandas, todas las cepas

SARTm se consideraron isogénicas a sus correspondientes aislamientos parentales.

Estas diferencias sugieren la ocurrencia de al menos un tnico evento genético,
como puede ser una mutacion puntual, una insercién o una deleciéon de ADN, que afecté

un sitio de restriccion de la enzima Smal.

Los distintos tipos de patrones de PFGE también se tuvieron en cuenta para la

caracterizacion genotipica de los aislamientos que se describe en el Capitulo 2.

99



Capitulo 1 - Resultados

A, B A, C D E, F G E G H G;
2028 94159 74016 4261 54081 74073 14069 34076 34204 44213 34023
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W
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0

Figura 15. Perfil de restriccién obtenido por PFGE para los aislamientos parentales y
las respectivas mutantes resistentes a TIG. Se muestran de a pares, cada aislamiento
parental con su correspondiente SARTm. 1: clon cordobés, 2: clon brasilero, 3: clon de
la comunidad. Por encima de los nimeros de las cepas se muestran los pulsotipos.
Debajo de los perfiles de bandas correspondientes a cada par parental/SARTm, se
detalla el nimero de bandas en las que difieren.

1.5- Evaluacion de la sensibilidad a los antibioticos de las cepas

mutantes resistentes a tigeciclina seleccionadas in vitro

1.5.1- Estudio de la sensibilidad a los antibioticos

La sensibilidad a distintos antibiticos utilizados para el tratamiento de las
infecciones causadas por S. aureus, se evalud en las cepas seleccionadas de SARTm, y
se compararon los resultados con los obtenidos cuando se determiné la sensibilidad
antibidtica en los aislamientos parentales. Al igual que se hizo para los aislamientos
parentales, se determiné la sensibilidad antibiética por método de difusién con discos y
luego por método de dilucién en agar, mediante la determinacién de la CIM. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 14 (método de difusion) y Tabla 15

(método de dilucidn).
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Teniendo en cuenta los puntos de corte para TIG propuestos por la FDA (Tabla
5), todos los SARTm resultaron ser resistentes a TIG por los dos métodos evaluados.
Por método de difusién, todos los SARTm mostraron una marcada reduccion del
tamafio del halo de inhibicién de TIG con respecto a los aislamientos parentales, con
tamafios comprendidos entre 10 y 18 mm. La CIM de TIG para los SARTm estuvo
comprendida entre 1 y 16 pg/mL (Tabla 15).

Con respecto a los otros antibidticos ensayados, en general los SARTm
mostraron, por método de difusién, antibiotipos coincidentes con sus respectivos
aislamientos parentales. Se observaron en algunos casos, pequefias diferencias en los
tamafios de los halos pero que no implican cambios en el patrén de resistencia de los
aislamientos parentales. Una excepcion a esto se observé en la cepa 497m, donde se
detectd un aumento considerable en el tamafio del halo de OXA. Esta cepa mutante
mostr6 un halo de 21 mm, mientras que su aislamiento parental tenia un halo de 6 mm
(Tabla 14). El cambio en la sensibilidad a OXA en esta cepa mutante, se observo
también por método de dilucion, donde la CIM para este antibidtico paso de 8§ pg/mL a
1 pg/mL. Es decir, la sensibilidad a OXA en este SARTm aumento 8§ veces respecto al
aislamiento parental, pasando de la categoria de resistente a sensible. Es importante
mencionar que la CIM de FOX en esta cepa mutante se mantuvo dentro del rango

determinado de resistencia.

Otro cambio detectado en el método de difusion se observo en la cepa 74016m; en
este caso el halo de OXA se redujo con respecto a su aislamiento parental (pas6 de 17
mm a 6 mm). La CIM de OXA en la cepa mutante 74016m mostré un aumento en una
sola dilucién con respecto al aislamiento parental, manteniendo en ambas cepas la

categoria de resistentes a este antibiotico.

Es importante aclarar, que por el método de dilucidn si bien en algunos casos se
detectaron diferencias entre aislamientos parentales y mutantes, si éstas eran de una sola
dilucién se consideraron diferencias aceptables propias de la metodologia empleada y

no se tuvieron en cuenta para definir un cambio en la sensibilidad.

En otro SARTm (94159m), se detectaron cambios en la CIM de tres antibidticos,
ademas de TIG. En esta cepa, la CIM de OXA aument6 8 veces y la CIM de FOX

aumenté 4 veces con respecto al aislamiento parental. Lo mads llamativo fue el
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incremento observado en la CIM de VAN, la cual paso6 de tener un valor de 1 pg/mL en
el aislamiento parental a 4 pg/mL en la cepa mutante. El nuevo valor de CIM de la cepa
94159m se encuentra en la categoria de sensibilidad intermedia segiin el CLSI y

pertenece al fenotipo conocido como VISA (vancomycin intermediate S. aureus).

Tabla 14. Determinacién cualitativa de la sensibilidad a antibidticos para los SARTm y

sus respectivos aislamientos parentales.

Halos de inhibicion (mm)

Cepas
OXA FOX CEF VAN GEN C(CIP CLI ERI MIN TMS RIF TIG

497p 6 18 21 19 22 26 26 26 30 30 34 22

497m 21 19 31 20 22 26 27 24 30 30 34 12
2028p 6 6 6 21 6 19 6 6 24
2028m 6 6 6 22 6 6 6 6 17 6 6 10
94159p 12 16 27 20 6 27 27 27 28 28 17 22

94159m 14 12 28 20 6 27 27 27 22 28 17 12
74016p 17 18 21 20 6 11 29 26 28 27 18 23
74016m 6 15 22 20 6 11 26 24 26 28 16 15

4261p 11 15 24 18 8 9 24 22 24 24 14 22
4261m 15 14 21 20 9 6 24 24 31 30 18 14
54081p 26 34 40 19 20 30 26 28 30 28 32 22

54081m 26 35 40 20 23 30 26 27 30 29 34 11
74073p 19 28 22 18 20 25 26 25 24 26 11 22
74073m 29 28 32 22 24 34 31 30 25 28 6 15
14069p 16 28 27 19 24 28 23 25 24 25 30 21
14069m 19 27 27 19 20 28 23 24 25 25 28 18
34076p 27 28 40 20 22 22 24 25 29 26 30 23
34076m 26 26 40 19 21 20 26 24 25 27 30 13
34204p 18 25 28 20 22 28 26 6 28 26 30 23
34204m 19 25 30 20 24 29 26 6 25 28 30 13
44213p 19 26 28 20 20 26 26 25 28 26 30 22
44213m 16 25 31 20 25 25 28 26 24 28 32 13
34023p 16 24 27 20 20 26 25 25 28 27 30 24

34023m 17 24 25 20 20 23 26 26 26 26 30 18

p: parental, m: mutante. En color rojo se muestran los valores que se vieron alterados en las cepas
mutantes con respecto al aislamiento parental.
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Tabla 15. CIM de los distintos antibidticos ensayados para los SARTm y sus

respectivas cepas parentales.

CIM (pg/mL)
Cepas
OXA FOX VAN GEN CIP ERI TMS RIF TIG

497p 8 16 1 0,5 0,5 025 0,5/9,5 0,015 0,125

497m 1 32 1 0,5 1 0,25 0,5/9,5 0,015 4
2028p >32  >128 1 >64 >16 >64 >16/304 >16 0,125
2028m >32  >128 1 >64 >16 >64 >16/304 >16 16
94159p 8 16 1 >64 0,5 025 0,5/9,5 4 0,125
94159m 64 64 4 >64 0,5 025 0,5/9,5 4 16
74016p 4 32 0,5 >32 16 0,25 0,5/9,5 4 0,125
74016m 32 1 32 16 0,5 0,5/9,5 4 4
4261p 8 16 1 32 >16 0,25 0,5/9,5 4 0,064
4261m 16 32 1 32 >16 0,5 0,25/4,75 8 8
54081p 0,125 <0,5 1 1 0,25 0,25 0,5/9,5 0,007 0,064
54081m 0,125 <0,5 1 0,5 0,5 025 0,5/9,5 0,015 8
74073p 0,5 4 1 0,5 0,5 0,5 0,25/4,75 >8 0,064
74073m 0,5 4 1 0,5 1 0,25  0,25/4,75 >8 8
14069p 0,5 4 1 0,25 1 0,25 0,125/2,375 0,007 0,064
14069m 0,25 4 1 0,5 0,5 0,5 0,25/4,75 0,015 1
34076p 0,125 2 1 0,25 1 0,25 0,25/4,75 0,015 0,125
34076m 0,125 4 1 0,5 2 0,5 0,125/2,375 0,015 16
34204p 0,25 4 1 0,25 05 >32 0,25/4,75 0,007 0,064
34204m 0,5 4 1 0,25 0,5 >32  0,125/2,375 0,015 8
44213p 0,25 4 1 0,5 0,5 025 025/475 0,007 0,125
44213m 0,5 4 1 0,25 05 0,5 0,25/4,75 0,007 4
34023p 0,5 4 05 025 05 0,5 0,25/4,75 0,007 0,004
34023m 0,5 4 1 0,5 1 0,5 0,25/4,75 0,015 1

p: parental, m: mutante. En color rojo se muestran los valores que se vieron alterados en las cepas

mutantes con respecto al aislamiento parental.
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1.5.2- Evaluacion de la cinética de muerte de los SARTm frente a tigeciclina

Se llevo a cabo el estudio de la cinética de muerte frente a TIG en los 12 SARTm
seleccionados in vitro, con la finalidad de analizar su comportamiento y compararlo con
los correspondientes aislamientos parentales. En la Figura 16 se muestran las curvas de
tiempo de muerte construidas para cada SARTm, a las cuatro concentraciones de TIG

ensayadas, junto con las curvas correspondientes a los aislamientos parentales.

Las pendientes de las curvas obtenidas para los SARTm y sus parentales se
compararon a través del andlisis de pendientes por regresion lineal. Un valor de p < 0,05
se consider6 como indicativo de la existencia de diferencias estadisticamente

significativas entre las parejas (Tabla 16).
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Tabla 16. Andlisis comparativo de las Pendientes obtenidas por regresion lineal (promedio y desviacion estdndar) de las curvas de tiempo de

muerte, a las diferentes concentraciones de TIG.

Cepas 4 x CIM 2x CIM CIM 15 x CIM

X+SD p X+SD p X+SD p X+SD p
om  oosssoos "7 | Gonereoooss "% | osssioonss U | gopssoone 0P
By Omes 00 | MBI, | TG | Doty
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e R R I I
o OMOSMNS e | BOEIUNn | SRS | SSOBS
ORS00y | OSSO0y | 0068000y | OISO
sorem  o0uo 2001l "M | Wornzooie 9% | oossizooior 8 | hpozopis O3
soim  ooi2z0007 7| Coesopost 010 | oosontoois 95 | piaszopo 0000
soism  oossseooo O | 0oise oo UM | s oooes U001 | ongioropier 0001
sosm 0002200055 % | Wonieroois  01% | ovsiooion M0 | oneslopu 004

En color rojo se destacan los valores de p que dieron diferencias significativas entre cepas parentales y mutantes resistentes a TIG.



Capitulo 1 — Resultados

La concentracién de TIG ensayada, correspondiente al valor de la CIM, fue a la
concentracion en la que mayor nimero de cepas mostraron diferencias significativas
entre parentales y mutantes resistentes (9/12). En 6/12 cepas, se obtuvieron diferencias
significativas a la concentracién de Y2 x CIM. Por otra parte, s6lo en 4/12 cepas se
observaron diferencias significativas a las concentraciones correspondientes a 4 x CIM
y 2 x CIM. En todos los casos en los que se observd diferencia, las cepas mutantes
mostraron una velocidad de muerte mds lenta que las cepas parentales, detectandose en

muchos casos, un recrecimiento luego de las 24 h de incubacion.

A excepcion de la dupla conformada por las cepas 2028p y 2028m, todas las
parejas mostraron diferencias significativas en la cinética de muerte en al menos una

concentracion de TIG ensayada.

Como se menciond anteriormente, el aislamiento parental 34076p, habia sido el
tnico caso donde la TIG habia ejercido efecto bactericida, disminuyendo mas de 3 logio
UFC/mL a las 24 h de incubacion, al usar una concentracion 4 x CIM. La cepa mutante
resistente correspondiente (34076m) disminuyé solo 1,4 logjo UFC/mL a las 24 h de

incubacion para las mismas condiciones de ensayo.
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Figura 16. Curvas de tiempo de muerte de cepas parentales y mutantes resistentes a

TIG.
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Figura 16. Curvas de tiempo de muerte de cepas parentales y mutantes resistentes a

TIG (continuacién).
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Figura 16. Curvas de tiempo de muerte de cepas parentales y mutantes resistentes a

TIG (continuacién).
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1.6- Ensayos adicionales sobre aislamientos de SARTm que

modificaron su sensibilidad a otros antibioticos

Un SARTm (94159m), mostré un cambio en la CIM de OXA (aumenté 8 veces),
en la CIM de FOX (aument6 4 veces), y también mostré un cambio en la CIM de VAN.
En este caso, aument6 4 veces la CIM de VAN con respecto al aislamiento parental,

adquiriendo de esta manera un fenotipo VISA, ya que tuvo una CIM de 4 pg/mL.

1.6.1- Evaluacion de la sensibilidad a vancomicina

Segun los puntos de corte propuestos por el CLSI, un aislamiento es considerado
VISA si su CIM se encuentra entre 4-8 pg/mL. Por método de dilucidn, la cepa 94159m
obtuvo un valor de 4 pg/mL. Se realizé esta determinacién por método de E-test y se
confirmé este valor. Al realizar el método de macro E-test, se obtuvo un valor de 12
ug/mL. Se considerd a un aislamiento como probable VISA si tiene un valor mayor o
igual a 6 pg/mL por éste método. Por dltimo, al realizar el método de predifusion, se
obtuvo para la cepa 94159m un tamafio de halo para VAN de 15 mm y para TEI de 25
mm. Por lo tanto, se pudo confirmar por todos los métodos ensayados, el fenotipo

VISA adquirido en la cepa 94159m (Tabla 17).

Tabla 17. Sensibilidad a VAN por método de dilucién, E-test, macro E-test y

predifusion.
CIM VAN Macro E-test Predifusion
Cepas C(IM/;%)N (E-test) VAN VAN/TEI Interpretacion
He (ng/mL)  (pg/mL) (mm)
94159 1 ND ND 23/24 VSSA
94159m 4 4 12 1524 VISA

ND: no determinado. VSSA: Staphylococcus aureus sensible a VAN. VISA: Staphylococcus aureus con
sensibilidad intermedia a VAN.
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DISCUSION

Para la realizacion de este trabajo de tesis se partié de 20 aislamientos clinicos de
S. aureus (10 SARM y 10 SASM) y se sometieron a pasajes seriados en
concentraciones crecientes de TIG con la finalidad de obtener mutantes in vitro con

disminucidn en la sensibilidad o resistencia a este antibidtico.

La TIG, es un antibiético relativamente nuevo, que fue aprobado por la FDA en el
aflo 2005 para el tratamiento de las infecciones complicadas de piel y partes blandas, e
infecciones intraabominales complicadas. Ademads, también se utiliza en el tratamiento
de neumonia adquirida en la comunidad. Si bien existen resultados controvertidos a
cerca de su efectividad y seguridad, es considerado un antibidtico que puede ser util en
casos de infecciones graves, causadas por microorganismos multirresistentes, donde se
encuentran limitadas las opciones de tratamiento (Shen y col., 2015). En un estudio
randomizado sobre la eficacia y seguridad de TIG, comparada con VAN Yy linezolid para
el tratamiento de las infecciones causadas por S. aureus, se concluyé que TIG
constituye una buena alternativa para pacientes hospitalizados, con alto riesgo de
adquirir microorganismos multirresistentes, debido a la buena actividad demostrada
frente a S. aureus y a su amplio espectro de actividad frente a otros patdgenos (Florescu

y col., 2008).

Las opciones de tratamiento de las infecciones causadas por S. aureus son cada
vez mds reducidas, debido al rdpido y continuo desarrollo de resistencia que presenta
esta bacteria frente a los distintos antibidticos introducidos en la préctica clinica y que

ha sido demostrado a lo largo de la historia de su evolucion (Chambers y DeLeo, 2009).

Se ha descripto y evidenciado en multiples oportunidades el impacto de la presion
selectiva ejercida por los antibidticos en la emergencia de bacterias resistentes, ya sea
por su uso indiscriminado o inadecuado. Esto ocurre no sélo en instituciones de salud,
donde no siempre se cuenta con una vigilancia estricta del uso de antibidticos, sino
también aplicandolos en forma masiva en el medio ambiente o la industria. Un ejemplo

muy difundido es el uso de estas drogas en la actividad agropecuaria, donde son usadas
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para optimizar el crecimiento de muchos animales de consumo (Andersson y Hughes,

2014).

Cuando una poblacién bacteriana es expuesta por periodos prolongados, no sélo a
altas concentraciones de antibidticos, sino también a concentraciones que se encuentran
por debajo de la CIM (concentraciones sub-CIM), se expone a una situacién de estrés
que dispara diferentes mecanismos celulares que conducen a alteraciones genotipicas y
fenotipicas. Este hecho, muchas veces lleva a la adquisicion de mecanismos de
resistencia y en presencia de presion antibidtica se seleccionan aquellos miembros de la
poblacién que son capaces de resistir y asi permiten a la bacteria adaptarse y persistir
frente a las condiciones adversas del medio (Andersson y Hughes, 2014). De esta
manera, han emergido bacterias con mayores niveles de resistencia a los antibiéticos y
se han diseminado en los ambientes hospitalarios y en la comunidad, haciendo que sea
cada vez mds dificil combatir las infecciones, y causando gran preocupacion a nivel

mundial.

Al evaluar la sensibilidad a los antibidticos mads utilizados para el tratamiento de
las infecciones por S. aureus, se encontro que todos los aislamientos parentales, tanto de
SARM como de SASM fueron sensibles a VAN y TIG. Esto concuerda con los estudios
de vigilancia nacionales sobre sensibilidad en S. aureus, los cuales han reportado hasta
el momento la ausencia de resistencia a VAN y a TIG en aislamientos de SARM-AH
(OPS, 2015). La VAN, constituye desde hace algunos afios la opcion de eleccion para el
tratamiento de las infecciones por SARM. Muchas veces, representa la tinica opcion

disponible, debido al incremento en la resistencia al resto de los antibidticos.

Se sabe que los SARM son portadores del gen mecA, que le confiere resistencia a
los antibidticos pertenecientes al grupo de los [B-lactdmicos, y que en ocasiones,
presentan resistencia acompanante a otras familias de antibidticos, mostrando un
fenotipo de multirresistencia. Los aislamientos de SARM estudiados mostraron
resultados variables de resistencia a los antibidticos ensayados. Ademds de la resistencia
a OXA y FOX, se encontr6 un elevado nivel de resistencia a CIP y GEN (8/10
aislamientos en ambos). En menor medida se observé resistencia a ERI (en 5/10) y a
RIF (en 4/10), mientras que en 2/10 aislamientos se detectd resistencia a TMS. En
cuanto a la sensibilidad antibidtica observada en los SASM, sdélo se detectd resistencia

hacia ERI y RIF en un aislamiento en cada caso. Aun teniendo en cuenta que los
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criterios de seleccion y la finalidad de los estudios fueron completamente diferentes,
Perazzi y col., obtuvo resultados similares en un trabajo llevado a cabo en Argentina en
el afio 2010 (Perazzi y col., 2010), donde describe la sensibilidad antibidtica de
aislamientos de SARM y SASM, destacando que los SARM-AH presentaron resistencia
simultdnea a ERI, CLI, GEN y CIP, mientras que el 100% fue sensible a VAN, TEI,
TIG y linezolid. En dicho trabajo, en los SARM-AC y SASM se observoé sensibilidad a
la mayoria de los antibidticos no B-lactimicos, siendo la resistencia a ERI, CLI, GEN y

CIP de alrededor del 10% en los SASM.

Mediante pasajes seriados en concentraciones crecientes de TIG se obtuvieron in
vitro, 12 cepas de S. aureus (12/20) que aumentaron entre 16 y 128 veces la CIM a este
antibidtico con respecto a los aislamientos parentales. Cinco de las 12 cepas,
correspondian a SARM y 7 a SASM. Esto demuestra que la capacidad de seleccionar
nuevos mecanismos de resistencia, debido a la presion selectiva ejercida por este
antibidtico, puede ocurrir en ambos grupos bacterianos. Este hecho se ha visto también
con la aparicién in vivo de cepas h-VISA, las cuales si bien han surgido en mayor
ndamero en SARM, también se han documentado casos en SASM, incluso uno de ellos
fue reportado en Argentina (Bobin-Dubreux y col., 2001; Perazzi y col., 2011). Esto
demostraria que, independientemente de la sensibilidad o la resistencia a la meticilina,
la plasticidad gendémica que presenta S. aureus le brinda un potencial para adquirir

nuevos mecanismos de resistencia.

En la actualidad, poco se conoce sobre la emergencia o seleccion de aislamientos
de S. aureus in vivo que toleren el tratamiento con TIG. Particularmente, los estudios de
vigilancia de TIG realizados sobre S. aureus, demuestran la buena actividad que sigue
manteniendo este antibidtico frente a esta especie bacteriana, con un 99.9% de
sensibilidad observado en varios paises alrededor del mundo (Hoban y col., 2015).
También, se ha reportado alta proporciéon de sensibilidad en América Latina en un
estudio realizado en 2004-2015 (Vega y Dowzicky, 2017). A pesar de que un pequefio
numero de aislamientos de S. aureus no susceptibles a TIG, fueron recolectados de
centros de América Latina como parte del programa TEST en el periodo 2004-2010
(Garza-Gonzales y Dowzicky, 2013), desde el afio 2010 en adelante todos los
aislamientos de S. aureus (incluyendo SARM) fueron sensibles a TIG (Sader y col.,

2016). Sin embargo, se ha observado que esta especie bacteriana presenta la capacidad
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de desarrollar in vitro una disminucién de la sensibilidad a diversos antibidticos en
presencia de presion selectiva (McAleese y col., 2005; Banerjee y col., 2008; Vidaillac

y col., 2013).

Se analiz6 la clonalidad mediante PFGE de las cepas mutantes resistentes a TIG, y
sus correspondientes aislamientos parentales, con la finalidad de corroborar la
isogenicidad entre ellas. De esta manera, se pudo observar que todas las cepas mutantes
fueron isogénicas a sus respectivos aislamientos parentales. La mayoria de las cepas
mutantes (9/12), tuvieron un perfil de restriccién idéntico al aislamiento parental, es
decir que tenian el mismo nimero y tamafio de las bandas. Las diferencias observadas
en el nimero de bandas en algunas de las cepas mutantes, puede deberse a la ocurrencia
de algin evento genético, como consecuencia de la presion selectiva del antibidtico
durante el proceso de seleccion de resistencia, que dio lugar a la pérdida o ganancia de

un sitio de restriccion de la enzima Smal (Tenover y col., 1995).

Todos los aislamientos parentales fueron sensibles a TIG, con un rango de CIM de
0,064-0,125 pg/mL. Luego de la exposicion a concentraciones crecientes de TIG,
durante un méiximo de 15 pasajes diarios, todas los aislamientos parentales (20/20)
seleccionaron mutantes, con valores de CIM en el rango de resistencia, segun los puntos
de corte propuestos por la FDA. Luego de realizar pasajes consecutivos en medio libre
de antibidtico, los valores de CIM resistente se mantuvieron en 12/20 cepas mutantes,

que fueron las que se reservaron para continuar con los estudios.

Las 12 cepas mutantes con resistencia estable a TIG, tuvieron un rango de CIM de
1-16 pg/mL. Estos valores de CIM son similares a los que se obtuvieron en un trabajo
en el que también se lograron obtener mediante pasajes seriados in vitro, dos cepas de S.
aureus mutantes resistentes a TIG, con valores de CIM de TIG de 4 y 16 ug/mL
(McAleese y col., 2005).

Para determinar si la presion selectiva ejercida por TIG producia ademas, algtin
cambio en la sensibilidad a otros agentes antimicrobianos, se evalu6 la sensibilidad
antibidtica a otras drogas en las cepas mutantes. Se observaron cambios en el patron de
sensibilidad en dos cepas mutantes resistentes. En una de ellas (cepa 497m), la CIM de
OXA disminuyé 8 veces con respecto al aislamiento parental, pasando de 8 pg/mL a 1

ng/mL. Evaluando la CIM de OXA, esta cepa mutante se categoriza como sensible a la

114



Capitulo 1 - Discusion

meticilina, ain en presencia del gen mecA, como se pudo corroborar mediante la
amplificacion de este gen por PCR (ver Capitulo 2). Sin embargo, la CIM de FOX no
presenté cambios, y se mantuvo en el rango de resistencia. Por lo tanto, este cambio de

sensibilidad a OXA tendria su origen con alguna alteracién a nivel de otros genes.

Se ha documentado en varias ocasiones, la existencia in vivo de cepas de S.
aureus, que por métodos de determinacion de la susceptibilidad resultan ser sensibles a
OXA, pero que al realizar estudios genotipicos son portadoras del gen mecA (Sharff y
col., 2012; Hososaka y col., 2007). Este fenotipo, si no se detecta correctamente, podria
llevar a una situacion de fracaso terapéutico, razén por la cual se debe recurrir a técnicas

moleculares como la amplificacion y deteccion del gen mecA.

Otra cepa mutante resistente a TIG seleccionada in vitro (94159m), se caracteriz6
por un cambio en el perfil de sensibilidad a OXA, FOX y VAN. Se observo en esta cepa
un aumento de 8 veces la CIM de OXA, mientras que la CIM de FOX aument6 4 veces
con respecto al aislamiento parental. Este incremento en ambos valores de CIM
“refuerza” su categorizacion como SARM. Lo mas llamativo en esta mutante fue el
aumento evidenciado en la CIM de VAN, que pas6é de 1 pg/mL en el aislamiento
parental, a 4 pg/mL en la cepa mutante. Es importante destacar que ese valor de CIM
corresponde a la definicién del fenotipo VISA segiin los puntos de corte actuales del
CLSI (CLSI, 2016). Este fenotipo VISA fue confirmado mediante la determinacién de
la sensibilidad a VAN por método de E-test. Ademas, los resultados fueron positivos al
evaluar el comportamiento de esta cepa por los métodos de screening recomendados

para detectar el fenotipo VISA (macro E-test y predifusion) (Howden y col., 2010).

Un incremento en la CIM de VAN ha sido asociado en algunas oportunidades,
con una disminucién en la CIM de OXA, tanto en mutantes resistentes a VAN
seleccionadas in vitro como en aislamientos de VISA obtenidos in vivo (Naimi y col.,
2003a; Sieradzki y col., 2003a). Sin embargo, en nuestro trabajo la emergencia del
fenotipo VISA fue acompafiado de un aumento en los valores de CIM de OXA y FOX.
A diferencia de nuestros resultados, en el trabajo realizado por McAleese y col. en
2005, las mutantes resistentes a TIG, no mostraron cambios en la sensibilidad a OXA 'y
VAN, pero si tuvieron cambios en la sensibilidad a otros antibiéticos como CIP, MIN y

tetraciclina (McAleese y col., 2005).
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Los cambios de sensibilidad detectados, muestran que durante el proceso de
seleccidn in vitro de mutantes resistentes a TIG podrian producirse modificaciones que
afectan los valores de sensibilidad a otras familias de antibidticos. Estos cambios
también podrian ocurrir en situaciones in vivo, por ejemplo, durante los tratamientos

antibidticos prolongados, afectando y limitando las opciones de tratamiento.

Se evalu6é ademas la cinética de muerte de TIG frente a los aislamientos parentales
y las cepas mutantes resistentes, para evidenciar cambios en el comportamiento de las
cepas, como consecuencia de las modificaciones genotipicas y fenotipicas seleccionadas
bajo la presion selectiva. Cuando se realizaron las curvas de tiempo de muerte en los
aislamientos parentales, se confirmé el poder bacteriostético de la TIG, que mostré muy
buena actividad in vitro a la concentracion correspondiente al doble de la CIM a las 24 h
de exposicion, donde ejercié una disminucion del 99% (-1 y -2 log) en el recuento de
células viables en 19/20 aislamientos de S. aureus estudiados. En uno de los
aislamientos (SASM), TIG mostré6 un poder bactericida cuando se empled en
concentracion 4 x CIM. Por dltimo, se observé que TIG evit6 el recrecimiento en la
mayoria de los aislamientos estudiados a la menor concentracion ensayada. Su efecto
bacteriostatico frente a S. aureus ha sido demostrado en otros trabajos de cinética de
muerte, donde se obtuvieron resultados similares, mostrando algin recrecimiento
bacteriano luego de las 10 h de incubacién (Noviello y col., 2008). También se ha
demostrado su efecto bacteriostatico frente a otros agentes patdogenos pertenecientes a
otros géneros bacterianos, como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii y Enterococcus faecalis (Pankey y Ashcraft, 2009). Se puede
sugerir que la TIG podria ser una opcién Atil en las infecciones causadas por SARM,
donde no se requiera actividad bactericida, teniendo en cuenta siempre el sitio de
infeccion, para poder lograr una buena penetracion en los tejidos y alcanzar las

concentraciones necesarias.

La cinética de muerte de TIG en las cepas mutantes, mostré diferencias
significativas en su comportamiento con respecto a los aislamientos parentales, en
proporciones variables. A las mayores concentraciones ensayadas (4 x CIM y 2 x CIM)
se obtuvo el menor nimero de cepas con diferencias significativas entre los pares
parental y mutante (sélo 4/12). En cambio, a las menores concentraciones de TIG

evaluadas, se detectaron mayores diferencias en la velocidad de muerte de las cepas
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mutantes con respecto a los aislamientos parentales. A la concentracion correspondiente
a la CIM, 9/12 cepas mutantes mostraron diferencias significativas, mientras que 6/12,
tuvieron diferencias a la concentracién de ¥2 x CIM. En todos los casos, excepto en uno
(cepa 74016), las diferencias estuvieron dadas por una menor magnitud de la velocidad
de muerte de la cepa mutante a las 24 h de incubacién. En 10/12 cepas mutantes se
observé un recrecimiento a la concentraciéon de %2 x CIM; en 7 de las 10 cepas
parentales, ese recrecimiento no habia sido observado. Incluso, en algunas mutantes
(6/12) se observaron recrecimientos a la concentracién correspondiente a la CIM y una
sola (1/12), mostr6 también un recrecimiento bacteriano cuando la concentracién

ensayada fue el doble de la CIM.

Como es de esperar, las cepas que han adquirido algin mecanismo de resistencia
frente a TIG se vieron afectadas en su cinética de muerte a bajas concentraciones del
antibidtico, mostrando en estos casos ser mas refractarios a la accion antibacteriana

ejercida.
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Capitulo 2 - Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

2.1- Extraccion del ADN genémico

Se realiz6 la extraccién del ADN bacteriano de todos los aislamientos parentales y
mutantes resistentes a TIG seleccionados in vitro. Se sigui6 el protocolo modificado de

Harris-Warrick y col. (la preparacion de los buffers se detalla en la seccion de Anexos).

Se parti6 de un cultivo overnight de los aislamientos, se tomaron 2 mL y se
centrifugd dos veces a 6 000 rpm, durante 3 min. Se resuspendio6 el pellet en 1mL de
buffer TE (Tris-EDTA) y se centrifug6 a 13 000 rpm durante 10 min. Luego, el pellet se
resuspendié en 100 uL de buffer TES (Tris-EDTA-Sacarosa) mas 20 pl. de lisozima
(Sigma-Aldrich) (10 mg/mL) y 3 pL de lisostafina (Sigma-Aldrich) (10 mg/mL). Se
incubé en bafio de agua a 37°C durante 1 h. Se agregé6 40 pL de buffer TE +
dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10 % y 20 uL. de EDTA 0,5 M pH = 8,00 mezclando
suavemente por inversion. Se agregd 2 uL de RNAsa (Fermentas) (1 mg/mL) y se
incub6 a 37°C durante 50 min. Posteriormente, se agregé 2 pL de proteinasa K
(Fermentas) (20 mg/mL) y se incubd a 37°C hasta ver clarificacion, aproximadamente
40 min. Se agregd una mezcla de 120 pL de fenol y 120 uL de cloroformo y se mezcl6
por inversion para luego centrifugar a 6 000 rpm durante 5 min. Se separd la fase
superior en otro tubo conteniendo 320 pL de la mezcla fenol-cloroformo y se volvié a
centrifugar durante 5 min. Se pas6 luego la fase superior a otro tubo con 240 uL de
cloroformo y se centrifugé 5 min a 6 000 rpm. La fase superior se trasvasé a otro tubo
pre-enfriado conteniendo 1 mL de etanol al 100%. Se dejo en freezer overnight. Luego,
se centrifugé durante 10 min a 13 000 rpm y se eliminé el alcohol. E1 ADN extraido se
dej6 secar y posteriormente se resuspendiéo en 200 puL de agua milliQ estéril y se

almacen¢ en freezer a -20°C hasta su posterior uso.
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2.2- Deteccion del gen mecA

El gen mecA, que codifica la resistencia a meticilina en S. aureus, se detectd
mediante la amplificacién de un fragmento interno del gen por PCR (reaccién en cadena
de la polimerasa) (Murakami y col., 1991). Se utilizaron las cepas de S. aureus ATCC

43300 y 29213 como controles positivo y negativo respectivamente.

Se prepard la siguiente mezcla de reaccion para un volumen final de 50 pL.

Reactivos Concentracién inicial ~ Volumen (uL) Concentracion final
H,O milliQ - 20,3 csp S0 uLL
Buffer 10X 5 1X

MgCl, 25 mM 5 2,5 mM
dNTP 10 mM 2,5 500 uM
3’mecA 5uM 8 0,8 uM
5’mecA 5uM 8 0,8 uM
ADN 50 ng/uLL 1 I ng/uLL

Tagq pol 5 U/uL 0,2 11U

csp: cantidad suficiente para preparar.

Para obtener un volumen final de 50 pL, en cada tubo de PCR se coloc6 48,8 uL.
de la mezcla de reaccion y se agregd 1 uL. de ADN. El agregado de la Tag polimerasa se
realiz6 en “hot start”, a los 5 min de iniciado el ciclado (1 U por reaccién). El tamafio
de amplicon esperado fue de 550 pb. En la Tabla 18 se muestran las secuencias de los

oligonucledtidos utilizados.

Tabla 18. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados para la deteccion del gen mecA.

. " . P Tamarno de
Oligonucleotidos Secuencias (5" - 3") amplicén (pb)
3’mecA AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC 550

5’mecA AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC
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Protocolo de ciclado

95°C ..... 5 min

52°C . 15 min — | @los 5 min agregar la Tag polimerasa

72°C .....1 min

95°C .....1 min

52°C .....1 min 30 ciclos
72°C .....1 min

72°C .....10 min

Deteccion de los productos de PCR

Para realizar la deteccién de los productos obtenidos en todas las reacciones de

PCR llevadas a cabo en este trabajo de tesis se procedié de las misma manera.

Los fragmentos de ADN amplificados fueron resueltos por electroforesis en geles
de agarosa. Dependiendo del tamafio de los fragmentos se us6 una concentraciéon de
agarosa del 0,8 al 1,5%, en buffer TAE 1 X (Tris-Acetato-EDTA). Se fundié la agarosa
y se afiadié una solucién de bromuro de etidio (0,5 pg/mL). Una vez armado el gel, se
sembro6 en cada calle, 9 pL de los productos de PCR més 1 pL de buffer de carga 10 X.

Las bandas se visualizaron en un transiluminador UV (Bio-Rad).

2.3- Determinacion del tipo de casete SCCmec

El tipo de SCCmec se determino en todos los aislamientos de SARM (parentales y
mutantes resistentes a TIG) por caracterizaciéon del complejo ccr y del complejo mec,
mediante una serie de reacciones de multiplex PCR (Kondo y col., 2007; Milherico y
col., 2007). A través de la combinacion de ambos tipos de complejos se asigno el tipo

de SCCmec presente en cada aislamiento en estudio.
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2.3.1- Determinacion del complejo ccr
2.3.1.1- Complejo ccrAB1, ccrAB2, ccrAB3

Para amplificar los genes que componen el complejo ccr, se realizé una multiplex

PCR. Se preparo¢ la siguiente mezcla de reaccion para un volumen final de 50 pL.

Reactivos Concentracién inicial ~ Volumen (uL) Concentracion final
H,O milliQ - 4,3 csp S0 uLL
Buffer 10 X 5 1X
MgCl, 25 mM 5 2,5 mM
dNTP 10 mM 2,5 500 uM
cer-p2 5uM 8 0,8 uM
ccr-02 SuM 8 0,8 uM
cer-03 SuM 8 0,8 uM
ccr-a4 S5uM 8 0,8 uM
ADN 50 ng/uLL 1 1 ng/uLL
Tagq pol 5 U/uL 0,2 1 U/uL

csp: cantidad suficiente para preparar.

En cada tubo de PCR se adicion6 49 pL de la mezcla de reaccion y se agregd 1 pl
de ADN. Se utilizaron distintos aislamientos clinicos que representan un determinado
tipo de complejo ccr como cepas controles. Se emplearon los oligonucledtidos

descriptos por Ito y col., 2001 (Tabla 19).
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Tabla 19. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de genes

del complejo ccrABI1, ccrAB2, ccrAB3 mediante multiplex PCR.

Tipo de . Tamarno
complejo Secuencias amplicén Cepa
5°-3) control
ccr (pb)
ccr-2: ATTGCCTTGATAATAGCCITCT AI1C (clon
ccrABI 700 .
ccr-02: AACCTATATCATCAATCAGTACGT cordobés)
Cepa 6
(clon de la
comunidad-
ccr-B2: ATTGCCTTGATAATAGCCITCT ST5-
ccrAB2 1 000
ccr-a3: TAAAGGCATCAATGCACAAACACT SCCmec
IV,
pulsotipo
A)
ccr-B2: ATTGCCTTGATAATAGCCITCT A3 (clon
ccrAB3 1 600 )
ccr-a4: AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT brasilero)

Protocolo de ciclado

95°C.....5 min

95°C.....1 min

60°C.....1 min 30 ciclos
72°C.....1 min 30 seg

72°C.....5 min
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2.3.1.2- Complejo ccrC

Se prepard la siguiente mezcla de reaccién de un volumen final de 50 pL.

Reactivos Concentracién inicial ~ Volumen (uL) Concentracién final
H,0 milliQ - 28,3 -

Buffer 10 X 5 1 X

MgCl, 25 mM 5 2,5 mM
dNTP 10 mM 2,5 500 uM

ccrC F2 10 uM 4 0,8 uM
ccrCR2 10 uM 4 0,8 uM
ADN 50 ng/uLL 1 1 ng/uLL

Tagq pol 5 U/uL 0,2 1 U/uL

csp: cantidad suficiente para preparar.

En cada tubo de PCR se adicion6 49 pL de la mezcla de reaccion y se agregd 1 plL
de ADN. Se utiliz6 como cepa control un aislamiento clinico de S. aureus
correspondiente al clon brasilero, que contiene en la estructura de su SCCmec un
fragmento con ccrC. Se emplearon oligonucledtidos descriptos por Milherico y col.

(Milherico y col., 2007) (Tabla 20).

Tabla 20. Secuencias de oligonucleétidos utilizados para la amplificacion del complejo

ccrC.
Tipo de Secuencias Tamfm,o Cepa
. . amplicon
complejo ccr 5-3) (pb) control
c ccrC F2: GTACTCGTTACAATGTTTGG 450 A3 (clon
cer ccrCR2: ATAATGGCTTCATGCTTACC brasilero)
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Protocolo de ciclado

94°C.....5 min

94°C.....2 min

50°C.....1 min 30 ciclos
72°C.....1 min

72°C.....2 min

10°C.....20 min

2.3.2- Determinacion del complejo mec
2.3.2.1- Complejo mec clase A

Se prepar¢ la siguiente mezcla de reaccion para un volumen final de 50 pL.

Reactivos Concentracién inicial  Volumen (uL)  Concentracién final
H,0 milliQ - 32,3 csp 50 pL.
Buffer 10 X 5 1X

MgCl, 25 mM 5 2,5 mM
dNTP 10 mM 2,5 500 uM
Primer R 10 uM 2 0,4 uM
Primer F 10 uM 2 0,4 uM

ADN 50 ng/uL 1 1 ng/uLL

Tagq pol 5 U/uL 0,2 1 U/uL

csp: cantidad suficiente para preparar.

En cada tubo de PCR se adicion6 49 pL de la mezcla de reaccion y se agrego6 1 plL
de ADN. Se us6 como cepa control un aislamiento clinico correspondiente al clon
brasilero (SCCmec III). Se usaron los oligonucleétidos descriptos por Katayama y col.
(Katayama y col., 2001) (Tabla 21).Para la determinacién del complejo mec clase A, se
llevaron a cabo dos reacciones de PCR. Una con los oligonucleétidos mI-1/ml-2 y otra

con mcR-2/mcR-3.
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Tabla 21. Secuencias de oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del complejo

mec clase A.

Tipo de . Tamarno
comoleio Secuencias amplicén Cepa
mgc J (5°-3) (gb) control
ml-1: AATGGCGAAAAAGCACAACA 430
ml-2: GACTTGATTGTTTCCTCTGTT A3 (Cl
mec clase A (Clon

mcR-2: CGCTCAGAAATTTGTTGTGC 1597 brasilero)
mcR-3: ATCTCCACGTTAATTCCATT

Protocolo de ciclado

95°C.....5 min

95°C.....1 min

52°C.....1 min 30 ciclos
72°C.....1 min 30 seg

72°C.....10 min

2.3.2.2- Complejo mec clase B

Se prepard la siguiente mezcla de reaccidon para un volumen final de 50 pL.

Reactivos Concentracién inicial ~ Volumen (uL)  Concentracién final
H,0 milliQ - 20,3 csp 50 uL
Buffer 10 X 5 1 X

MgCl, 25 mM 5 2,5 mM
dNTP 10 mM 2,5 500 uM
IS1272 5uM 8 0,8 uM
mecR1 SuM 8 0,8 uM
ADN 50 ng/uL 1 I ng/uLL

Taq pol 5 U/uL 0,2 1 U/uLL

csp: cantidad suficiente para preparar.
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En cada tubo de PCR se adiciono6 48,8 pL de la mezcla de reaccion y se agregd 1
uL de ADN. El agregado de la Tag polimerasa se realizé en “hot start”, a los 5 min de
iniciado el ciclado (1 U por reaccién). Se usé como cepa control un aislamiento clinico
correspondiente al clon cordobés (SCCmec 1). Se utilizaron oligonucleétidos descriptos
por Di Gregorio y col. (Di Gregorio y col., 2015) cuyas secuencias y tamafio de

amplicon se describen en la Tabla 22.

Tabla 22. Secuencias de oligonucledtidos utilizados para la amplificacién del complejo

mec clase B.
crgg:ol(ei?o Secuencias a;rn?n}?cl(l’)(r)l Cepa
pie) 5°-3) p control
mec (pb)
I151272: ATTTTGGGTTTCACTCGGAT ALC (cl
mec clase B 565 (clon
mecR1: CAAATATTAAAGAACGTGTT cordobés)

Protocolo de ciclado

95°C.....5 min

55°C.....15 min —4 | alos 5 min agregar la Taq polimerasa

72°C.....1 min

95°C.....1 min

55°C.....1 min 30 ciclos
72°C.....1 min

72°C.....10 min
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2.3.2.3- Complejo mec clase C

Se prepard la siguiente mezcla de reaccion para un volumen final de 50 pL.

Reactivos Concentracién inicial  Volumen (uL)  Concentracién final

H,0 milliQ - 28.8 csp S0 uL
Buffer 10 X 5 1X

MgCl, 25 mM 5 2,5 mM
dNTP 10 mM 2 400 uyM
Primer R 10 uM 4 0,8 uM
Primer F 10 uM 4 0,8 uM

ADN 50 ng/uL 1 1 ng/uLL

Tagq pol 5 U/uL 0,2 1 U/uL

csp: cantidad suficiente para preparar.

El complejo mec clase C, comprende el complejo mec clase C; y mec clase C,.
Para poder detectar estos dos complejos se usaron dos pares de oligonucledtidos
(Katayama y col., 2001) cuyas secuencias se describen en la Tabla 23. Se utilizaron
como controles las cepas de S. aureus 57748 y 56432 (D1 Gregorio y col., 2015), los

cuales son aislamientos clinicos de S. aureus con este tipo de complejo mec.

Tabla 23. Secuencias de oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del complejo

mec clase C.
Tipo de complejo Secuencias Tamaiio
mec (5°-3) amplicon (pb)
mA6: TATACCAAACCCGACAAC
mec clase C, 1 566

Isl: ACATTAGATATTTGGTTGCGT

mA6: TATACCAAACCCGACAAC
mec clase C, 803
Is2: TGAGGTTATTCAGATATTTCGATGT
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Protocolo de ciclado

94°C.....5 min

94°C.....1 min

50°C.....1 min 30 ciclos
72°C.....1 min

72°C.....10 min

2.4- Tipificacion mediante secuenciacion de miltiples loci (Multilocus

Sequence Typing): MLST

La técnica de tipificacion molecular MLST es altamente discriminatoria para
caracterizar aislamientos bacterianos. Se basa en la secuenciaciéon de un fragmento
interno de 7 genes conservados, denominados housekeeping, que proveen un perfil
alélilo para cada aislamiento bacteriano. Este perfil alélico define un determinado
secuenciotipo (ST). Un grupo de aislamientos que tienen secuencias idénticas de los 7
genes housekeeping son asignados con un mismo ST. Un grupo de aislamientos que
tienen secuencias idénticas de al menos 5 genes housekeeping pertenecen a un mismo

complejo clonal (CC).

Se aplico MLST a 8 aislamientos representativos de los distintos tipos clonales
detectados por PFGE. Solo se llevé a cabo en las cepas parentales de los tipos clonales
elegidos, debido a que las mutantes seleccionadas resultaron ser isogénicas a sus

respectivas cepas parentales, por lo tanto se asume que tendran el mismo ST.

Se amplificaron, purificaron y secuenciaron fragmentos de los 7 genes
metabolicos descriptos en la base de datos de MLST para S. aureus: arcC (Carbamato
quinasa), aroE (Shikimato deshidrogenasa), glpF (Glicerol quinasa), gmk (Guanilato
quinasa), pta (Fosfato acetiltransferasa), fpi (Triosafosfatoisomerasa), yqiL (Acetil
coenzima A acetiltransferasa). Para la amplificacion de los genes por PCR, se utilizaron
los oligonucledtidos descriptos para este fin por Enright y col. (Enright y col., 2000)
(Tabla 24).
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Se prepar6 la siguiente mezcla de reaccion para un volumen final de 25 pL.

Reactivos Concentracién inicial ~ Volumen (uL)  Concentracion final
H,0 milliQ - 12,55 csp 25 uLb
Buffer 10X 2.5 1X

MgCl, 25 mM 2,5 2,5mM
dNTP 10 mM 1,25 500 uM
Primer R 10 uM 2,5 1 uM
Primer F 10 uM 2,5 1 uM

ADN 50 ng/uL 1 2 ng/uLL

Tagq pol 5 U/uL 0,2 1 U/uL

csp: cantidad suficiente para preparar.

Se colocaron 24 uL de la mezcla de reaccion en cada tubo de PCR y se agregé 1
uL de ADN. Se sigui6 el siguiente protocolo de ciclado teniendo en cuenta que para los
genes arcC'y tpi, la temperatura de annealing usada fue de 50°C, y para los genes pta,

glpF, aroE, yqiL, gmk se us6 una temperatura de annealing de 55°C.

Protocolo de ciclado

95°C.....5 min

95°C.....1 min

50°C.....30 seg 30 ciclos
72°C.....30 seg

72°C.....10 min
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Tabla 24. Secuencias de oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de los genes

de MLST.

Secuencias Tamano de
Gen Oligonucleotidos PR amplicon
G-3) (ph)
arcC-up TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC
arcC 456
arcC-dn AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
E aroE-up ATCGGAAATCCTATTTCACATTC 456
aro
aroE-dn GGTGTTGTATTAATAACGATATC
F glpF-up CTAGGAACTGCAATCTTAATCC 165
&r glpF-dn TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
gmk-up ATCGTTTTATCGGGACCATC
gmk 429
gmk-dn TCATTAACTACAACGTAATCGTA
pta-up GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG 474
ta
P pta-dn GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
_ tpi-up TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA 102
ip1
b tpi-dn TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
. yqiL-up CAGCATACAGGACACCTATTGGC s16
l
v ygiL-dn CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC

Purificacion y secuenciacion

Los productos de amplificacion se purificaron utilizando el Kit comercial
AccuPrep (Bioneer, Argentina), siguiendo las indicaciones del fabricante.
Posteriormente, los productos purificados fueron enviados para su secuenciacién al

servicio Macrogen, en Korea.

Analisis de secuencias y determinacion del secuenciotipo

El andlisis y ensamblaje de las secuencias obtenidas se llevd a cabo mediante el
software Vector NTI 11.0. Las secuencias resultantes se alinearon con las secuencias
correspondientes a cada gen, las cuales se encuentran publicadas en la base de datos de
MLST para determinar la longitud exacta del fragmento que se debe utilizar para la

tipificacion por MLST.
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Los diferentes alelos de cada gen y el secuenciotipo correspondiente a cada
aislamiento fueron identificados utilizando la base de datos de MLST de S. aureus

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

2.5- Tipificacion mediante determinacion del polimorfismo del gen spa

Se realiz6 la amplificacion, purificacién y secuenciacion de la region polimérfica
X del gen spa, que codifica para la proteina A de S. aureus. Esta regién contiene un
nimero variable de secuencias repetitivas de aproximadamente 24 pares de bases y es
utilizado como un método eficiente para la tipificaciéon de aislamientos, tanto como
marcador en epidemiologia local como global (Hallin y col., 2007; Harmsen y col.,
2003). Se realizé esta determinacion en los 12 aislamientos parentales estudiados,
asumiendo que sus respectivas SARTm, al ser isogénicas, poseen el mismo tipo de

polimorfismo del gen spa.

Se preparo la siguiente mezcla de reaccion para un volumen final de 50 pL.

Reactivos Concentracion inicial Volumen (uL)  Concentracién final
H,O milliQ - 26,8 csp S0 uLL
Buffer 10X 5 1X

MgCl, 25 mM 5 2,5 mM
dNTP 10 mM 2 400 uM
spa-1113f 10 uM 5 1 uM
spa-1514r 10 uM 5 1 uM

ADN 50 ng/uL 1 1 ng/uL

Tagq pol 5 U/uL 0,2 1 U/uL

csp: cantidad suficiente para preparar.

Se colocaron 49 pL de la mezcla de reaccion en cada tubo de PCR y se agreg6 1 pL. de
ADN. Se sigui6 el siguiente protocolo de ciclado y se utilizaron los oligonucleétidos

descriptos en la Tabla 25.
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Protocolo de ciclado

95°C.....5 min

95°C.....45 seg

58°C.....45 seg 30 ciclos
72°C.....1 min 30 seg

72°C.....10 min

Tabla 25. Secuencias de oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de la regién

polimérfica del gen spa.

Oligonuclestidos Secuencias Tamaino de
g (5°-3) amplicén (pb)
spa-1113f TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC
spa-1514r CAGCAGTAGTGCCGT TTGCTT 450

Secuenciacion v analisis de secuencias

Posteriormente, los productos amplificados fueron purificados y secuenciados.
Los datos obtenidos de las secuencias resultantes se analizaron a través de la base de

datos http://www.ridom.de/spaserver, para obtener el tipo de spa.

2.6- Tipificacion genotipica del locus agr

El locus agr posee una region polimorfica (agrC y agrD) que ha permitido
diferenciar 4 tipos alélicos de agr (agr tipo I a IV), que sirven como una herramienta
mds para llevar a cabo la genotipificacion de aislamientos de S. aureus. El tipo de grupo
de agr se determiné en todos los aislamientos, mediante la PCR multiple descripta por

Gilot y col. (Gilot y col., 2002).
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Se preparo la siguiente mezcla de reaccion para un volumen final de 25 pL.

Reactivos Concentracion inicial Volumen (uL)  Concentracién final
H>0 milliQ - 12 csp S0 uLL
Buffer 10X 2.5 1X
MgCl, 25 mM 5 5mM
dNTP 10 mM 0,5 200 uM
pan 10 uM 0,75 0,3 uM
agrl 10 uM 0,75 0,3 uM
agr 10 uM 0,75 0,3 uM
agr3 10 uM 0,75 0,3 uM
agr4 10 uM 0,75 0,3 uM
ADN 50 ng/uLL 1 1 ng/uLL
Tagq pol 5 U/uL 0,25 1,25 U/uL

csp: cantidad suficiente para preparar.

Se colocaron 24 pL de la mezcla de reaccion en cada tubo de PCR y se agregé 1
uL de ADN. Se siguid el siguiente protocolo de ciclado y se utilizaron los
oligonucleotidos descriptos en la Tabla 26. Se usaron como control, las cepas
provenientes de NARSA (Network on antimicrobial resistance in Staphylococcus

aureus).

Protocolo de ciclado

94°C.....5 min

94°C.....30 seg

55°C.....30 seg 26 ciclos
72°C.....1 min

72°C.....10 min
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Tabla 26. Secuencias de oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de las

regiones del locus agr que definen los distintos grupos.

Grupo Oligo- Secuencias Tam:dn’o Cepa
2 PR amplicon
agr nucleétidos 5-3) (pb) control
pan ATGCACATGGTGCACATGC NRS
I 441
agrl GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT 384
pan ATGCACATGGTGCACATGC NRS
IT 575
agr2 TATTACTAATTGAAAAGTGGCCATAGC 156
pan ATGCACATGGTGCACATGC NRS
111 323
agr3 GTAATGTAATAGCTTGTATAATAATACCCAG 123
pan ATGCACATGGTGCACATGC R
v 659 NRS
agrd CGATAATGCCGTAATACCCG 153

2.7- Caracterizacion fenotipica de la funcionalidad del locus agr

El locus agr (gen regulador accesorio) es un regulador transcripcional que
controla la expresion de genes codificantes de proteinas asociadas a virulencia en S.
aureus. Estd constituido por los promotores P, y Ps;. El promotor P; dirige la
transcripciéon de RNAIII, y junto con ésta, la de la 8-hemolisina. De esta manera, de la
observacion de la produccion de ésta d6-hemolisina se puede analizar la funcionalidad

del locus agr.

La funcionalidad del locus agr se evalu6 mediante la observacion de la expresion
de d-hemolisina en agar sangre de carnero (Traber y col., 2008). A partir de cultivos de
24 h de incubacion, se realiz6 una suspension de cada aislamiento correspondiente a 0,5
Mc Farland en solucion fisiolégica estéril. Se realizé una estria central de la cepa S.
aureus RN 4220 en agar sangre de carnero, y de manera perpendicular a ésta se
depositaron en forma de estrias los aislamientos a ensayar. Se incub6 a 37°C durante 24
h y se observd la actividad hemolitica producida. La cepa RN 4220 produce so6lo -
hemolisina actuando sinérgicamente frente a la o-hemolisina de la cepa evaluada
produciendo asi una zona de mayor hemdlisis. A su vez, inhibe la produccion de a-
hemolisina. Como control negativo se uso la cepa S. aureus N315, la cual no produce

hemolisis.
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RESULTADOS

2.1- Amplificacion del gen mecA

La amplificacion del gen mecA, que codifica la resistencia a meticilina, se llevé a
cabo en los aislamientos parentales y mutantes resistentes a TIG, tanto de SARM como

SASM para confirmar este fenotipo de resistencia o sensibilidad a meticilina.

Para los 5 aislamientos de SARM vy sus correspondientes SARTm se obtuvo el
amplicon esperado de 550 pb (Figura 17 A, calles 1 a 10). Por el contrario, para los 7
aislamientos de SASM vy sus respectivos SARTm, como era de esperar, no se obtuvo
amplificacién del gen mecA (Figura 17 A, calle 11 y 12; Figura 17 B, calles 1 a 12),
confirmando que estos aislamientos sensibles a meticilina no son portadores del gen

mecA.

Figura 17. PCR gen mecA. A) Calles: 1: 497p, 2: 497m, 3: 2028p, 4: 2028m, 5:
94159p, 6: 94159m: 7: 74016p, 8: 74016m, 9: 4261p, 10: 4261m, 11: 54081p, 12:
54081m, 13: control negativo, 14: control positivo, 15: marcador de peso molecular
100-1000 pb. B) Calles: 1: 74073p, 2: 74073m, 3: 14069p, 4: 14069m, 5: 34076p, 6:
34076m, 7: 34204p, 8: 34204m, 9: 44213p, 10: 44213m, 11: 34023p, 12: 34023m, 13:
control negativo (S. aureus ATCC 29213), 14: control positivo (S. aureus ATCC
43300), 15: marcador de peso molecular 100-1000 pb.
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2.2- Determinacion del tipo de casete SCCmec

La determinacién del tipo de casete SCCmec se llevé a cabo en todos los
aislamientos de SARM y sus SARTm, por combinacién de la determinacién del tipo de

complejo ccr y de complejo mec que poseen los aislamientos (Tabla 27).

Del total de 5 aislamientos de SARM y sus SARTm, 3 poseen SCCmec tipo IV y
1 contiene SCCmec III. Un aislamiento no se pudo tipificar con las reacciones de PCR

realizadas.

Tabla 27. Tipificacion del SCCmec presente en los aislamientos de SARM parentales y

mutantes resistentes a TIG.

Aislamientos Complejo ccr Complejo mec SCCmec
497 p/m AB2 B v
2028 p/m AB3 A I
94159 p/m AB2 B v
74016 p/m NT NT NT
4261 p/m AB2 B v

p: parental, m: mutante, N'T: no tipable.

2.3- Tipificacion genotipica mediante PFGE, MLST, polimorfismos del
gen spa y grupo agr

En la Tabla 28 se encuentran descriptos los resultados de la caracterizacion
genotipica de los aislamientos. Los aislamientos parentales y mutantes resistentes a TIG
seleccionados in vitro compartieron las mismas caracteristicas genotipicas evaluadas.
Por esta raz6n los nimeros de los aislamientos mostrados en la tabla no se diferenciaron

como parentales y mutantes.

Una de las caracteristicas genotipicas tenidas en cuenta fueron los pulsotipos
obtenidos por PFGE. Como puede verse en la Tabla 28, se observaron 8 pulsotipos, 3 de
ellos con subtipos, es decir que mostraban diferencias de 3 bandas o menos en el patrén

de restriccion electroforético.
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La tipificaciéon mediante MLST se llevé a cabo en 8 aislamientos representativos
de los distintos tipos clonales detectados por PEGE. Esto permiti6 asignar un ST a cada
cepa en estudio, tanto parentales como mutantes resistentes a TIG seleccionadas in
vitro. En la Tabla 28, se muestran los perfiles alélicos y ST de cada uno de los
aislamientos, asi como también se describe el CC al que pertenece cada ST. Se
obtuvieron 7 ST diferentes, pertenecientes a 6 CC distintos. El ST que se encontré con

mayor frecuencia en los aislamientos estudiados fue el ST 188 (3/12).

La regién polimdrfica X del gen spa contiene un nimero variable de repeticiones,
que permiten asignar un determinado tipo de spa a cada aislamiento, segin el orden
especifico de estas repeticiones. En la Tabla 28, se encuentran descritas las repeticiones

encontradas y el tipo de spa para cada aislamiento en estudio.

Los tipos de spa mas frecuentemente encontrados en los aislamientos estudiados

fueron el 1002 y 1189.

Por otro lado, también se llevé a cabo la caracterizacion del grupo agr presente en
los aislamientos. El grupo I de agr se encontr6 con mayor frecuencia (7/12
aislamientos), seguido por el grupo II (4/12), mientras que sé6lo un aislamiento

pertenecid al grupo III. Ningtin aislamiento presento agr tipo 1V.

Los aislamientos pertenecientes al pulsotipo A; y A, presentan el mismo ST y
grupo agr, pero se diferenciaron en el tipo de spa. Los aislamientos correspondientes al
pulsotipo E; y E,, también tienen el mismo ST y grupo agr pero diferente tipo de spa.
Los aislamientos que presentaron pulsotipo Gj;, G» y Gz comparten las mismas
caracteristicas genotipicas, ya que tienen el mismo ST, grupo agr y tipo de spa. Por otra
parte, los aislamientos que pertenecen a los pulsotipos C y D, si bien presentaron
diferente patron de PGFE, comparten el resto de las caracteristicas genotipicas
evaluadas. Si se observa la imagen del gel de agarosa con los perfiles electroforéticos
obtenidos por PFGE para estas cepas (Figura 15, Capitulo 1), podria decirse que tienen
un patrén de restriccion muy similar, pero al hacer el andlisis minucioso de las bandas
de cada cepa, resulta que poseen diferencias de mas de 3 bandas, por lo que se les

asigno diferentes pulsotipos.

139



Capitulo 2 — Resultados

Tabla 28. Caracterizacion genotipica de los aislamientos mediante PFGE, MLST, spa y grupo agr.

MLST Tipificacion spa
Cepas PT Perfil alélico agr
arcC  aroE glpF gmk pta tpi yqiL ST CC Repeticiones spa
497 A 1 4 1 4 12 1 10 5 5 126-123-r17-r34-r20-r17-r12-r17-r16 311 1
2028 B 2 3 1 1 4 4 3 239 8 r15-r12-r16-r02-r25-r16-r17-r24 654 1
94159 A, 1 4 1 4 12 1 10 5 5 126-r23-r17-r34-r17-r20-r17-r12-r17-r16 1002 1I
74016 C 1 65 1 4 12 1 10 100 5  126-r23-r17-r34-r17-120-r17-r12-r17-r16 1002  1I
4261 D 1 65 1 4 12 1 10 100 5  126-r23-r17-r34-r17-120-r17-r12-r17-r16 1002  1I
54081 E, 10 14 8 6 10 3 2 45 45 109-102-r16-r34-r34-r17-r34-r16-r34 330 1
74073 F 12 4 1 4 12 1 3 6 6  rl1-r10-121-r17-r34-r24-r34-r22-r25-125  ¢701 I
14069 G 3 1 1 8 1 1 1 188 1 107-123-r12-r21-r17-r34 1189 1
34076 E, 10 14 8 6 10 3 2 45 45 108-r16-r02-r16-r34 230 1
34204 G, 3 1 1 8 1 1 1 188 1 107-123-r12-r21-r17-r34 1189 1
44213 H 2 2 2 2 6 3 2 30 30 r15-r12-r16-r02-r16-r02-r25-r17-124 021 I
34023  Gs 3 1 1 8 1 1 1 188 1 107-123-r12-r21-r17-r34 1189 1

PT: pulsotipo, ST: secuenciotipo, CC: complejo clonal.
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2.4- Caracterizacion fenotipica de la funcionalidad del locus agr

Se realiz6 el ensayo de funcionalidad del locus agr, comparando los
comportamientos de los aislamientos parentales y las cepas mutantes resistentes a TIG.
En s6lo una de las cepas mutantes se observo diferente expresion de la d-hemolisina con
respecto al correspondiente aislamiento parental. En esta cepa mutante (94159m), la
cual posee agr tipo 11, se produjo la pérdida de la expresion de la 8-hemolisina, lo que se
puede observar en la Figura 18 como la pérdida de la punta de flecha que muestra la
hemodlisis correspondiente a la cepa parental. Se recuerda que en ésta cepa ademds de la
disminucién en la sensibilidad a TIG se evidencié un cambio en la CIM de VAN, la

cual aument6 4 veces, adquiriendo el fenotipo de una cepa VISA.

El resto de las cepas evaluadas mediante este ensayo mostraron el mismo tipo de
hemolisis con sus correspondientes cepas mutantes resistentes a TIG. En dos cepas
(4261 y 34076) no se observd expresion fenotipica de la -hemolisina (ausente tanto en
las cepas parentales, como en las mutantes seleccionadas). A modo de ejemplo, en la
Figura 18 se muestra la imagen obtenida para la cepa 34076 (sin hemolisis) y la imagen
de la hemdlisis producida por una de las cepas en las cuales no se observaron cambios

entre parentales y mutantes resistentes seleccionadas.

Figura 18. Ensayo de funcionalidad del locus agr. Los nimeros sobre la figura
corresponden a las cepas ensayadas.
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DISCUSION

La caracterizacidon genotipica de los aislamientos parentales de S. aureus y sus
correspondientes mutantes resistentes a TIG seleccionados in vitro, se llevd a cabo
mediante determinacion del tipo de casete SCCmec, PEGE, MLST, tipificacion del tipo
spa 'y del grupo agr.

Todos los aislamientos de SARM estudiados fueron positivos para el gen mecA vy,
por otra parte y, como era de esperar, ninguno de los aislamientos de SASM dio positiva
la reaccion de PCR para este gen. Si bien esta distincién entre SARM y SASM en
funcion de la presencia del gen mecA estd muy bien aceptada, existen casos
documentados donde no siempre es asi. Se han reportado casos de aislamientos de S.
aureus que son sensibles a la meticilina pero portadores del gen mecA (Sharff y
col.,2012) y, por otro lado se ha demostrado también la existencia de aislamientos de
SARM que poseen un gen mecA divergente que da negativa la reaccion de
amplificacion por PCR convencional y ha sido denominado gen mecC (Shore y col.,

2011; Ito y col., 2012).

De los 5 SARM que seleccionaron mutantes resistentes a TIG, 3 poseen un casete
SCCmec tipo IV (497, 94159 y 4261), el cual estd asociado a los aislamientos de SARM
provenientes de la comunidad (SARM-AC). Un aislamiento (2028) fue caracterizado
con un SCCmec tipo 111, que se asocia a los aislamientos de origen hospitalario (SARM-
AH). Por ultimo, el SCCmec del aislamiento 74016 no fue tipificable mediante las
reacciones de PCR utilizadas. Con respecto a esto, se han documentado casos de
aislamientos del mismo ST y tipo de spa (ST100, 1002) que el aislamiento de este
trabajo, en donde no puede tipificarse su SCCmec mediante reacciones de PCR
convencionales, debido a la existencia de reordenamientos genéticos dentro del
complejo mec. Este tipo de SCCmec denominado NV (new variant), esta relacionado
genéticamente con el SCCmec IV, aunque carece de elementos tipicos presentes en

otros SCCmec descriptos (Sola y col., 20006).
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Teniendo en cuenta el patrén de sensibilidad antibidtica, y el tipo de SCCmec
determinado en los SARM, se pudo observar una concordancia con el hecho de que el
SCCmec tipo 111, al igual que el tipo I, se encuentra asociado con un mayor espectro de
resistencia a los antibidticos e involucra microorganismos multirresistentes. El
aislamiento 2028, como se muestra en los resultados del Capitulo 1, present6 resistencia
a todos los antibidticos ensayados con excepcion de VAN y TIG, siendo éstos los

Unicos antibidticos para los que este aislamiento fue sensible.

Por otra parte, los aislamientos que tienen casete SCCmec IV, como se ha
descripto para los SARM-AC, presentan un perfil mas amplio de sensibilidad

antibidtica, mostrando en algunos casos resistencia a CIP, GEN y RIF.

Mediante el andlisis por PFGE de las 12 cepas de SARTm y sus parentales se
obtuvieron 8 pulsotipos diferentes, algunos de ellos con subtipos. Las tres cepas con
SCCmec IV (497, 94159 y 4261), presentaron perfiles de bandas de PFGE similares al
correspondiente clon de la comunidad utilizado como control, aunque no idénticos. La
cepa 497 y 94159 pertenecen al mismo pulsotipo A, pero a diferentes subtipos (A} y A,
respectivamente), mientras que la cepa 4261 fue asignada con otro pulsotipo diferente

(D) por tener més de 3 bandas de diferencia.

Se llevo a cabo también la tipificacién mediante MLST para determinar los linajes
de las distintas cepas y relacionarlo con los clones prevalentes. En este caso se

obtuvieron 7 ST diferentes, pertenecientes a 6 CC.

Del anélisis mediante técnicas de tipificacion molecular, surge que las infecciones
por SARM estin causadas por unos pocos clones epidémicos, que se agrupan dentro de
cinco principales CC (CC5, CC8, CC22, CC30 y CC45), los cuales muestran la
propiedad de propagarse rapidamente por todo el mundo, causando infecciones tanto
nosocomiales, como de inicio en la comunidad. Por otra parte, los aislamientos de
SASM se agrupan dentro de un nimero mds variable de CC, si bien también se los
puede encontrar formando parte de los CC antes mencionados (Enright y col.,2002).
Esto concuerda con lo obtenido en este trabajo de tesis, donde 4/5 aislamientos de
SARM pertenecen al CC5 (ST5 y ST100) y uno pertenece al CC8 (ST239). Los
aislamientos de SASM pertenecen a otros CC, como el CC1 (ST188, que incluy6 3
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aislamientos), el CC45 (ST45, con 2 aislamientos), el CC6 (ST6) y CC30 (ST30) con un

aislamiento incluido en cada complejo.

En este trabajo, la mayoria de los aislamientos que fueron asignados a un mismo
ST, pertenecen a un mismo pulsotipo de PFGE aunque se le hayan asignado distintos

subtipos.

Dos aislamientos (74016 y 4261) fueron asignados a distintos pulsotipos (C y D)
por PFGE, pero al realizar MLST, se pudo ver que comparten el mismo ST y son
considerados pertenecientes al mismo clon por ésta técnica. Se ha sugerido que la rdpida
acumulacion de variaciones genéticas que surgen en los aislamientos durante su
evolucidén, puede modificar los patrones de bandas resultantes de la digestiéon con Smal,
por lo que lleva a diferenciar cepas de un mismo ST como pertenecientes a clones
diferentes (Enright y col., 2002). Confirmando que pertenecen al mismo ST, estos dos

aislamientos también compartieron el mismo tipo de spa (#002) y grupo agr (II).

El andlisis mediante secuenciacion de la region polimérfica X del gen spa, que
codifica para la proteina A en S. aureus constituye una técnica muy utilizada de

tipificacion molecular.

La tipificacion mediante el tipo de gen spa dio resultados mds variables que por
MLST. Aislamientos como el 497 y 94159 que pertenecen al mismo ST y grupo agr, y
que ademads fueron incluidas en el mismo pulsotipo de PEGE pero en distintos subtipos,
presentaron distinto tipo de spa (1311 y 1002, respectivamente); donde la diferencia
estuvo dada por s6lo una repeticion. Algo similar ocurrid con dos aislamientos de
SASM pertenecientes al ST45 (54081 y 34076), pero que pertenecian a distintos
subtipos del pulsotipo E (E; y E»), y presentaron distinto tipo de spa (1330 y 1230).

Mientras que otras aislamientos, como el 14069, 34204 y 34023, pertenecientes al
ST 188, presentaron ademds, el mismo tipo de spa (¢189) e igual grupo agr (I) y fueron

asignados a distintos subtipos del mismo pulsotipo G (G, G2 y G3).

Esta variabilidad observada en cepas del mismo ST y diferente spa tipo y/o patrén
de PFGE, se asocia con las caracteristicas propias de las diferentes herramientas de
tipificacion molecular, y fueron también destacadas en trabajos como el realizado por

Hallin y col. (Hallin y col., 2007), donde se compararon estas técnicas entre si. Alli, se
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sugiere que el caso de aislamientos con el mismo ST pero distinto tipo de spa podria
tener que ver con recombinaciones intragendmicas dentro del locus spa, que darian

lugar a la asignacion de distintos tipos.

Los aislamientos de S. aureus se han incluido dentro de cuatro grupos segtn los
polimorfismos presentes en el locus agr, y esto se utiliza como una herramienta mds de
tipificacion genotipica (Gilot y col.,, 2002). En este trabajo, la mayoria de los
aislamientos poseen un agr tipo I (7/12), seguido por el agr tipo II (4/12), mientras que
s6lo una cepa presenta agr tipo III y no se observéd ninguna con agr tipo IV. Resultados
similares en cuanto a la distribucion de los distintos grupos de agr se han visto en otros
trabajos, donde también se ha encontrado una mayor proporcién de aislamientos
pertenecientes al agr tipo 1, seguido del tipo II (Gilot y van Leeuwen, 2004; Traber y
col., 2008).

Los aislamientos 497 y 94159 tuvieron cambios en la sensibilidad a otros
antibidticos como consecuencia de la presion selectiva ejercida por TIG. Sus
caracteristicas genotipicas (STS, CCS5, SCCmec 1V, agr tipo II) estan relacionadas con
aquellas del principal clon de SARM-AC que circulaba en la Argentina en el periodo de
tiempo comprendido entre 2004 y 2006; en el que los aislamientos en estudio fueron

recolectados (Sola y col., 2006; Gardella y col.,2008).

El CC5 posee una elevada habilidad para adquirir nuevos determinantes de
resistencia y una gran capacidad para sobrevivir en diferentes ambientes, que ha sido
asociada a su gran plasticidad gendmica. La mayoria de los aislamientos de h-VISA,
VISA y VRSA corresponden a este linaje genético (Howe y col., 2004; Kos y col.,
2012). Asi mismo, la emergencia de aislamientos de h-VISA pertenecientes al CC5 ha

sido recientemente reportada en la Argentina (Di Gregorio y col., 2015).

El aislamiento 2028 (ST239, SCCmec 111, spa t654), pertenece al clon brasilero, el
cual es un clon multirresistente de SARM-AH y fue uno de los clones mds prevalentes
en las infecciones nosocomiales durante varios afios en Argentina (Sola y col., 2006; Da

Silva Coimbra y col., 2000).

Una forma muy utilizada de evaluar la funcionalidad del locus agr es mediante el
andlisis de la expresion de la d-hemolisina. La pérdida de la expresion de la o-

hemolisina, se asocia con la falta de funcionalidad de este locus y, se ha visto que esta
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involucrada en la persistencia de las infecciones como las bacteriemias. Este fendmeno,
cuando estd presente en los aislamientos clinicos de S. aureus, se encuentra relacionado
con una mayor habilidad para adherirse al poliestireno, permitiendo de esta manera, una

mejor formacion de biofilm (Fowler y col., 2004; Sakoulas y col., 2002).

En este trabajo, se llevé a cabo el ensayo de funcionalidad del locus agr y la tinica
cepa de SARTm que presento la pérdida de la expresion de la &-hemolisina, con
respecto a su aislamiento parental, fue la cepa 94159m. Esta cepa tiene agr tipo Il y
presentd la caracteristica de disminuir la sensibilidad a VAN, adquiriendo un fenotipo
VISA. Los datos publicados sugieren la existencia de una relacion entre la perdida de la
funcionalidad del locus agr y un incremento en la CIM de VAN, lo que ha sido
detectado en una variedad de aislamientos VISA. El mecanismo de esta relacién
continua sin esclarecerse ya que si bien se ha sugerido que podria deberse a la existencia
de mutaciones que afectan el locus agr, existen también cepas VISA con pérdida de la
funcionalidad del locus, que no presentan estas mutaciones (Howden y col., 2010).
Otros autores han documentado un aumento en la transposiciéon de la secuencia de
insercién IS256 en una cepa VISA seleccionada luego de la exposicién a VAN, en la
cual la insercion de la IS256 se localiz6 en el locus agr, llevando a la pérdida de la

expresion de la 8-hemolisina (Di Gregorio y col., 2016).

Este fendmeno ademds, parece ser comun en diversas regiones geograficas y
también se ha relacionado su aparicion mas frecuentemente en aislamientos de S. aureus

que poseen agr tipo 11, como es el caso de la cepa 94159m (Sakoulas y col., 2002).

Es interesante resaltar que 2 de los 12 aislamientos parentales analizados no
presentaron ningtn tipo de hemdlisis al realizar el ensayo de funcionalidad del locus
agr. Coincidiendo con esto, se ha observado la existencia de aislamientos de S. aureus
que carecen de actividad hemolitica. Esto ha sido detectado tanto en aislamientos
clinicos hospitalarios como en cepas de laboratorio. Un grupo de investigadores llevé a
cabo un estudio mdas profundo de la funcionalidad del locus agr en este tipo de
aislamientos sin actividad hemolitica y pudieron observar que el locus era
aparentemente normal y funcional, a pesar de no presentar actividad hemolitica. En
estos casos se detectaron mutaciones en el agrA (denominada mutaciéon 8A), que no

llegan a inactivar el locus, sino que hacen que la traduccién del RNAIII se haga de
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forma tardia, razén por la cual no hay produccién de a ni 6-hemolisinas, resultando en

un fenotipo no hemolitico (Traber y Novick, 2006).

Teniendo en cuenta las técnicas de tipificacion genotipica descriptas en este
capitulo, se pudo detectar que la seleccion de mutantes de S. aureus resistentes a TIG se
produjo en 7 linajes genotipicos diferentes, lo cual indica que este evento no estd
limitado a un solo tipo de fondo genético. De este modo, se pone en evidencia
nuevamente la gran plasticidad genémica y la capacidad de adaptacidén que presenta esta

especie bacteriana.
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MATERIALES Y METODOS

3.1- Evaluacion de la velocidad de crecimiento

Este ensayo se realiz6 por triplicado en todos los aislamientos de S. aureus, tanto
parentales como sus correspondientes SARTm. Se parti6 de un cultivo de 16 h en caldo
MH, se diluy6 1/1000 y se incubd a 37°C con agitacién. Una vez alcanzada una DO a
620 nm de aproximadamente 0,1, se midié la DO cada media hora, durante un periodo

de 4 h.

En cada punto de medicion de DO, se realiz6 el recuento de células viables en
placas de ATS por duplicado. Para esto, se realizaron diluciones decimales del caldo en
tubos conteniendo solucién fisioldgica estéril, de manera de incluir la dilucién que en la
placa de recuento se puedan obtener entre 30-300 colonias. Se depositaron 100 pL. de
cada una de las diluciones en placas de ATS (por duplicado) y se esparcid por toda la
placa con espatula de Drigalsky. Estas placas se incubaron a 37°C durante 24 h,

posteriormente se procedio al recuento de las colonias desarrolladas.

Se construyé una curva de crecimiento para cada aislamiento, graficando el
logaritmo de UFC/mL en funcion del tiempo. Las pendientes de éstas curvas se
compararon estadisticamente, utilizando andlisis de pendientes por regresion lineal, con
el programa GraphPad Prism version 6.0. Se considerd la existencia de diferencias

significativas en la velocidad de crecimiento entre parentales y mutantes si p < 0,05.

3.2- Evaluacion de la frecuencia mutacional

Se parti6é de un cultivo de 16 h en caldo MH, se diluy6é 1/1000 y se incubé a 37°C
con agitacion constante hasta alcanzar fase de crecimiento exponencial (DO ¢ nm = 0,5-
0,7). Se realizaron las diluciones correspondientes para poder hacer posteriormente los
recuentos y se depositaron 100 puL en placas de ATS para el recuento de células viables

totales. Ademads, se depositaron 100 pL. de éste caldo y las diluciones en placas de agar

150



Capitulo 3 - Materiales y Métodos

MH conteniendo CIP a una concentracién correspondiente a 4 x CIM del aislamiento en
estudio. También, se sembraron placas conteniendo RIF a una concentracién de 100
ug/mL. Las placas de ATS se incubaron a 37°C por 24 h y las placas que contenian CIP
y RIF se dejaron incubar hasta 48 h. Luego se realizaron los recuentos de las colonias
desarrolladas. La frecuencia mutacional se calculdé como el niimero de colonias
desarrolladas en las placas con antibidticos con respecto al nimero total de células
viables. Este ensayo se realiz6 por triplicado (O'Neill y col., 2001). Para el andlisis
estadistico comparativo se aplico el test de Student, considerando como significativo un

valor asociado a p < 0,05.

3.3- Ensayos de autolisis

A partir de cultivos overnight en caldo MH, se realiz6 una dilucién 1/1000 y se
incub6 a 37°C en agitacion hasta llegar a fase exponencial (DOgo nm = 0,5-0,7). Las
células se enfriaron sobre hielo durante 10 min y se centrifugaron a 5 000 rpm durante
10 min. Se eliminé el sobrenadante y el pellet se lavé dos veces con agua destilada fria
para eliminar el medio de cultivo. Posteriormente, se resuspendio el pellet en buffer
glicina 50 mM pH = 8,0 - Triton X-100 0,01% (ver en Anexos la composicién del
buffer), usando un volumen de modo que se alcance una DOgynm = 1 y se incubd en
agitacion a 37°C. La autolisis se evalué como el descenso de la DO a 620 nm en funcion
del tiempo. Se realizaron mediciones cada 30 min, durante 4 h. El ensayo se realiz6 por

triplicado (Sieradzki y Tomasz, 2003b).
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RESULTADOS

3.1- Evaluacion de la velocidad de crecimiento

Se construyeron las curvas de crecimiento, teniendo en cuenta los recuentos de
UFC/mL en funcién del tiempo (Figura 19). Este ensayo se realiz6 por triplicado y se
obtuvieron los valores promedios de las pendientes de las curvas de crecimiento para
cada aislamiento. En la Tabla 29 se muestran los valores promedios de las pendientes
junto con el valor de p resultante del andlisis de comparacion de las pendientes entre

aislamientos parentales y sus respectivos SARTm.

Como se puede observar, solo dos cepas mutantes resistentes a TIG mostraron
diferencias estadisticamente significativas en la velocidad de crecimiento con respecto a
sus aislamientos parentales (497, p = 0,0257 y 4261, p = 0,0011), y en ambos casos las

mutantes mostraron un crecimiento mds lento que su respectiva cepa parental.

Durante la realizacion del ensayo, se pudo detectar en la mayoria de las cepas
mutantes una mayor lentitud para alcanzar la DO de 0,1; la cual se tomé como punto de
inicio para realizar las mediciones. Para evaluar la existencia de diferencias
significativas entre todas las cepas parentales y todas las mutantes en este pardmetro, se
calcul6 el promedio y desviacion estandar del tiempo necesario para alcanzar la DO de
inicio y se aplico el test de Student considerando un valor de p < 0,05 para indicar la
existencia de diferencias estadisticamente significativas. Se obtuvo diferencia
estadisticamente significativa entre las cepas parentales y mutantes resistentes a TIG,
mostrando las cepas mutantes una mayor lentitud en alcanzar la DO de inicio (Tabla 30

y Figura 20).
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Tabla 29. Promedios y desviacién estindar de las pendientes de las curvas de

crecimiento de cepas parentales y mutantes resistentes a TIG.

Pendientes de las curvas de crecimiento

Cepas X:SD) .
497 p 0,9751 +0,1089
497 m 0,6080 + 0,1103 0:0257
2028 p 0,4632 + 0,0479 05357
2028 m 0,5082 + 0,0533
94159 p 0,6374 + 0,0560 0.4690
94159 m 0,5417 +0,1206
74016 p 0,5154 +0,0596 0,369
74016 m 1,027 + 0,5744
4261 p 0,7520 % 0,0550
4261 m 0,3644 +0,0816 00011
54081 p 0,5876 + 0,0773 02603
54081 m 0,4446 + 0,0960
74073 p 0,4913 +0,0733 0.4806
74073 m 0,5475 + 0,0304
14069 p 0,6141 +0,0703 0.9287
14069 m 0,6227 +0,0638
34076 p 0,7377 + 0,0667 0.9768
34076 m 0,7414 + 0,1084
34204 p 0,6084 + 0,0956 0.6008
34204 m 0,5282 +0,1165
44213 p 0,7249 +0,1499 02974
44213 m 0,5297 +0,1097
34023 p 0,6100 + 0,0717 03757
34023 m 0,7043 +0,0763

X: promedio, SD: desviacion estdndar, p: parental, m: mutante. En color rojo se destacan los

valores de p asociados a diferencias significativas entre cepas parentales y mutantes resistentes a
TIG.
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Figura 19. Curvas de crecimiento de cepas parentales y mutantes resistentes a TIG.
Comparacién de pendientes mediante andlisis por regresion lineal.
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Figura 19. Curvas de crecimiento de cepas parentales y mutantes resistentes a TIG
(continuacién). Comparacion de pendientes mediante andlisis por regresion lineal.
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Tabla 30. Promedios y desviacién estdndar del tiempo en alcanzar la DO de 0,1; en
cepas parentales y mutantes resistentes a TIG.

Tiempo en alcanzar DO de 0,1 (h)

Cepas
(X +£SD) p
Parentales 4,19 £0,57
0,0105
Mutantes 4,82 +0,95

X: promedio, SD: desviacion estdndar.

Tiempo en alcanzar DO de inicio

1+
E

5

4 B Parentales
=
@ B Mutantes
% 3

2

Cepas

Figura 20. Tiempo en alcanzar la DO de inicio (0,1) para las cepas parentales y
mutantes resistentes a TIG. ** p =0,0105.
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3.2- Evaluacion de la frecuencia mutacional

Los ensayos para determinar la frecuencia de mutacién fueron realizados por
triplicado. En las placas que contenian CIP a una concentracién correspondiente a 4 x

CIM no se detectd crecimiento de colonias para ninguno de los aislamientos en estudio.

En las placas que contenian 100 ug/mL de RIF se obtuvo desarrollo de colonias y
los resultados se expresaron como la media del nimero de colonias desarrolladas en las
placas con RIF con respecto al nimero total de células viables. Para determinar la
existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los aislamientos

parentales y sus SARTm se aplico el test de Student, considerando un valor de p < 0,05.

Para los aislamientos parentales estudiados, el rango de frecuencia mutacional
obtenido estuvo comprendido entre 1,13 x 107 y 5,65 x 107, mientras que para las cepas

mutantes resistentes a TIG fue entre 1,27 x 108 y 6,32 x 107,

En ninguno de los SARTm estudiados se observé aumento de la frecuencia
mutacional con respecto a sus aislamientos parentales. En la Tabla 31 se muestra el
promedio y desviacion estdndar de la frecuencia mutacional y el valor correspondiente

de p obtenido con el test de Student.
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Tabla 31. Frecuencia mutacional de cepas parentales y mutantes resistentes a TIG.

Frecuencia mutacional (10'8)

Cepas X2SD) p
497 p 1,70 £2,26
497 m 1,27 +0,25 071
2028 p 11,40 + 3,04 0.1200
2028 m 4,47 2,06
94159 p 1,13 +£0,76 0.4466
94159 m 3,47 £3,59
74016 p 16,90 + 8,36 0.1388
74016 m 5,00 3,75
4261 p 36,00 + 4,71 0.5865
4261 m 63,00 + 72,60
54081 p 13,00 + 10,50 03617
54081 m 6,73 + 3,46
74073 p 56,50 + 37,00 0.6024
74073 m 35,50 + 48,60
14069 p 5,57 +4,58 0.0615
14069 m 3,97 +3,86
34076 p 16,80 + 9,44 0.1143
34076 m 7,27 +3,33
34204 p 3,40 0,36 04304
34204 m 520+3,12
44213 p 3,10 £2,63 02697
44213 m 3,77 +3,30
34023 p 2,87 +0,38 03701
34023 m 2,20 + 1,08

X: promedio, SD: desviacion estandar, p: parental, m: mutante.
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3.3- Ensayos de autolisis

Se evalué la actividad autolitica en presencia de un inductor de autélisis (Tritén
X-100). Los SARTm mostraron un perfil de autdlisis similar al de sus correspondientes

aislamientos parentales. En la Figura 21 se muestran las gréficas obtenidas.

Se puede observar en la Figura 21 que 6/12 cepas SARTm (497, 94159, 4261,
54081, 34204 y 34023) no muestran ninglin cambio con respecto a al aislamiento
parental, sus curvas de autdlisis se ven solapadas. En 3/12 pares de cepas
parental/mutante (2028, 14069 y 34076) se observa una ligera tendencia a una menor
auto6lisis en las cepas mutantes con respecto a los aislamientos parentales. En estos tres
casos se aplico el test de Student para determinar si las diferencias observadas a los 240
min son estadisticamente significativas. Para las tres cepas se obtuvo un valor de p >
0,05 (0,2194, 0,0673 y 0,1517 respectivamente), por lo tanto las diferencias no fueron

significativas.
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Figura 21. Curvas de autdlisis de cepas parentales y mutantes resistentes a TIG.
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Figura 21. Curvas de autélisis para cepas parentales y mutantes resistentes a TIG

(continuacién).
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DISCUSION

En este trabajo de tesis, se obtuvieron in vitro 12 mutantes de S. aureus resistentes
a TIG mediante pasajes seriados en concentraciones crecientes del antibidtico. Luego de
evaluar la sensibilidad a diversos antibidticos y de llevar a cabo la caracterizacion
fenotipica y genotipica de las cepas mutantes y sus correspondientes aislamientos
parentales, se realizaron una serie de ensayos para analizar la eficiencia metabdlica
(fitness) de las mutantes y compararla con los correspondientes aislamientos parentales.
El fitness bacteriano se define como la capacidad de las bacterias para sobrevivir o

replicarse en diversos ambientes.

Es asumido que la adquisicion de resistencia a los antibidticos, ya sea mediante la
ganancia de determinantes genéticos, o a través de mutaciones, generalmente se produce
a expensas de una reduccién del fitness de la bacteria (Andersson y Levin, 1999). Este
efecto comunmente se pone en evidencia por una reduccién en la velocidad de
crecimiento, ademds de una alteracion en los factores de virulencia, ya sea
incrementando o disminuyendo su expresion y una disminucién en la diseminacién de
los organismos. Las diferencias en el fitness entre los distintos aislamientos bacterianos
contribuyen a la supervivencia y propagacion de determinados patégenos permitiendo el
desarrollo de los mds aptos o exitosos para producir una infeccion (Andersson y

Hughes, 2010).

Para evaluar estos cambios metabdlicos, entre las cepas parentales y las cepas
mutantes resistentes a TIG, se llevaron a cabo ensayos de velocidad de crecimiento,

frecuencia mutacional y ensayos de autdlisis.

Sélo dos cepas de S. aureus mutantes resistentes a TIG (cepas 497m y 4261m),
mostraron diferencias estadisticamente significativas en la velocidad de crecimiento,
con respecto a sus correspondientes aislamientos parentales. En ambos casos se observo
que las mutantes presentaban una menor velocidad de crecimiento que los aislamientos
parentales. En principio, en estos dos aislamientos existe costo extra para el crecimiento

de la cepa mutante resistente a TIG.
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En el resto de las cepas evaluadas, si bien no se obtuvieron diferencias
significativas entre mutantes y parentales, se pudo apreciar una tendencia de las cepas
mutantes a presentar una mayor lentitud para alcanzar la DO que marcaba el inicio para
realizar las mediciones en el tiempo. De hecho, al comparar este comportamiento en el
conjunto total de cepas mutantes con respecto a las cepas parentales se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre ellas, donde las cepa mutantes tardaron
mads que las cepas parentales en alcanzar la DO de inicio. No obstante, debido a que en
la mayoria de los casos el andlisis estadistico comparativo de la velocidad de
crecimiento dio como resultado la ausencia de diferencias entre parentales y mutantes,
se podria decir, que la presion selectiva ejercida por TIG no alter6 significativamente la
capacidad de desarrollo de las mutantes. Si se trasladan estos resultados a una situacién
in vivo, podria sugerirse que las cepas tanto sensibles como resistentes a TIG tendrian
una capacidad similar para crecer dentro de un huésped y permitir de esta manera que

colonice o desarrolle una infeccion.

Estudios similares con TIG se han realizado en otros géneros bacterianos como en
Escherichia coli, en donde se obtuvieron mutantes in vitro con reducida sensibilidad a
TIG, donde las mutantes mostraron una menor velocidad de crecimiento con respecto al
aislamiento parental (Linkevicius y col., 2013). En otro estudio donde se obtuvieron
mutantes in vitro de S. aureus resistentes a ceftobiprole mediante pasajes seriados en
concentraciones crecientes del antibidtico, se observé que las mutantes tenian una
velocidad de crecimiento reducida en comparacién con los aislamientos parentales
(Banerjee y col., 2008). Los aislamientos VISA constituyen otro ejemplo de cémo se ve
afectada la velocidad de crecimiento ante la adquisicién de resistencia antibidtica, ya
que se ha documentado que poseen una menor velocidad de crecimiento que los
aislamientos sensibles a VAN (Howden y col., 2010). En nuestro trabajo, como se
describié en el Capitulo 1, se obtuvo una cepa SARTm que ademds disminuyd su
sensibilidad a VAN vy adquiri6 el fenotipo VISA (94159m). A pesar de que el andlisis
estadistico no arroj6 diferencias significativas entre la cepa parental y la mutante, la
tendencia observada fue correspondiente a una menor velocidad de crecimiento en la

cepa mutante.

La frecuencia mutacional de una poblacién bacteriana se determina comtinmente

usando RIF como marcador de mutantes ya que la resistencia a este antibidtico esta
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asociada a mutaciones espontdneas en el gen rpoB que codifica para la ARN polimerasa
(Aubry-Damon y col, 1998). De esta manera, es posible detectar cepas
mutadoras/hipermutadoras, las cuales tienen aumentada su frecuencia de mutacién
(Prunier y Leclercq, 2005). Este estado hipermutable podria estar presente en los
aislamientos de S. aureus estudiados, ya que se seleccionaron mutantes resistentes a
TIG. Otro marcador empleado para determinar la frecuencia mutacional fue CIP, cuya
resistencia estd directamente asociada a mutaciones en los genes gyrA o parC (Hooper,

2002).

En este trabajo de tesis se observo una frecuencia mutacional en el rango de 107 y
10® para las diferentes cepas estudiadas. Este rango de valores es acorde a lo que
presentan los diversos aislamientos de S. aureus en estudios de frecuencia mutacional
(Trong y col., 2005; O Neill y Chopra, 2002). Ademads, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la frecuencia de mutaciéon entre los aislamientos
parentales y las correspondientes mutantes resistentes a TIG. Un fenotipo mutador es
definido por un incremento de su frecuencia mutacional de mas de 10 000 veces con

respecto a la correspondiente cepa wild-type (Miller, 1996).

En diversos géneros bacterianos se ha detectado la existencia de un fenotipo
mutador que se acompaiia de una elevada frecuencia de mutacién y ha sido asociado a
una alteracion en el sistema encargado de reparar los errores durante la replicaciéon del
ADN, denominado sistema MMR (methyl directed mismatch repair). El defecto en el
sistema MMR se debe generalmente a mutaciones en los genes mutS y mutL. (Miller,
1996; Prunier y Leclercq, 2005). Se considera generalmente que el fenotipo mutador en
los organismos patdgenos representa un riesgo para el desarrollo de resistencia en

diversas especies bacterianas (Chopra y col., 2003).

Sin embargo, en la literatura cientifica se encuentran resultados contradictorios
con respecto al rol de la hipermutabilidad en la adquisicién de resistencia en S. aureus.
Por un lado, hay autores que sugieren que la prevalencia de aislamientos clinicos de S.
aureus con fenotipo mutador es baja, considerando ademds que la hipermutabilidad no
seria un factor importante en la evolucion de la resistencia en S. aureus (O Neill y
Chopra, 2002) a diferencia de lo que sucede en otras especies bacterianas como E. coli 'y

Pseudomonas aeruginosa, en las cuales se ha demostrado la existencia de alta

164



Capitulo 3 - Discusion

prevalencia de hipermutabilidad (Denamur y col., 2002; Oliver y col., 2000). En el caso
de S. aureus, existen trabajos que han documentado la existencia de una alta proporcién
de aislamientos con fenotipo hipermutable provenientes de pacientes con fibrosis
quistica (Prunier y col., 2003). Por otra parte, lo postulado en su momento por Schaaff y
col., de que una elevada frecuencia de mutacién en S. aureus favorecia el desarrollo de
resistencia a VAN (Schaaff y col., 2002) fue luego contrarrestado por O’Neill y Chopra,
quienes evidenciaron lo opuesto (O’Neill y Chopra, 2003). En nuestro trabajo, mediante
la evaluacion de la frecuencia mutacional de los aislamientos de S. aureus estudiados,
no se pudo detectar la presencia de un fenotipo hipermutador. Esto no quiere decir que
no se hayan producido mutaciones que alteren otros genes y que sean responsables de la
adquisicion de resistencia a TIG. En un trabajo realizado en Argentina por Di Gregorio
y col., se evalud la frecuencia de mutacion en aislamientos VISA obtenidos in vivo e in
vitro y tampoco se encontraron diferencias entre las cepas parentales y las mutantes con
sensibilidad intermedia a VAN, sin embargo se debe tener en cuenta que en dicho
estudio la frecuencia de mutacion fue determinada con CIP ya que los aislamientos

presentaban resistencia a RIF (Di Gregorio y col., 2016).

Por ultimo, se evalu6 la actividad autolitica tanto en los aislamientos parentales
como mutantes resistentes a TIG. En general, no se observaron diferencias en los
perfiles de autdlisis mostrados por cepas mutantes con respecto a los aislamientos

parentales.

Varios autores han demostrado que los aislamientos VISA, tanto seleccionados in
vivo como in vitro poseen una actividad autolitica disminuida (Howden y col., 2010;
Sieradzki y Tomasz, 2003b). En nuestro trabajo esto no pudo demostrarse ya que la
cepa 94159m, (SARTm que adquirié ademas un fenotipo VISA) no mostro diferencias
en su actividad autolitica con respecto al aislamiento parental, las curvas de autolisis

estuvieron completamente solapadas.

Teniendo en cuenta los resultados de los estudios de velocidad de crecimiento,
frecuencia mutacional y actividad autolitica, no se detect6 un costo significativo en el
fitness asociado a la seleccion de las mutantes resistentes a TIG, ya que no se detectaron

diferencias significativas entre las parejas de aislamientos.
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Estudios llevados a cabo sobre mutantes de E. coli con sensibilidad disminuida a
TIG, han mostrado la existencia de un elevado costo en el fitness de las cepas mutantes,
por lo que sugieren que seria muy dificil que este tipo de mutantes con elevados niveles
de resistencia in vitro pudieran tener la capacidad de producir una infeccién in vivo
(Linkevicius y col., 2013). A diferencia de esto, teniendo en cuenta nuestros resultados
sobre los aislamientos de S. aureus estudiados, se podria postular que las cepas con
niveles elevados de resistencia a TIG, en caso de que surjan in vivo, podrian ser capaces
de desencadenar una infeccion exitosa. No obstante, en estudios futuros se deberia
profundizar en la realizacién de ensayos adicionales, como por ejemplo ensayos de
virulencia in vivo con ratones, para poder confirmar que no existe realmente costo en el

fitness bacteriano.

Generalmente, cuando se produce una reduccion del fitness se debe a mutaciones
en diversos genes que afectan la capacidad metabdlica del organismo. Se ha demostrado
que en ese caso se pueden producir otras mutaciones adicionales, en otros genes que
resultan compensatorias y permiten restablecer el fitness (zur Wiesch y col., 2010).
Entonces, se puede también postular que no se vieron afectados los genes que regulan la
capacidad metabdlica de las cepas de SARTm seleccionadas en este trabajo, o bien

podria plantearse la seleccion de cepas con un mecanismo compensatorio.
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MATERIALES Y METODOS

4.1- Evaluacion del sitio diana de tigeciclina

Para analizar la posible presencia de mutaciones en el sitio de unién de TIG, que
explique el incremento en la resistencia a este antibidtico mostrado por los SARTm, se
amplificé por PCR la regién codificante del ARNr 16S. Posteriormente, el producto
obtenido fue purificado y secuenciado, procediendo de la misma manera que se detallé
en el Capitulo 2. Se usaron los oligonucleétidos descriptos por Lane (Lane, 1991). Las
secuencias de los mismos se muestran en la Tabla 32. El protocolo de PCR usado se

describe a continuacion.

Se prepar6 la siguiente mezcla de reaccion para un volumen final de 25 pL.

Reactivos Concentracion inicial ~ Volumen (uL)  Concentracion final
H,0 milliQ - 13,9 csp 25uL
Buffer 10X 2,5 1X

MgCl, 25 mM 24 2,5 mM
dNTP 10 mM 1 500 uM
16S-27F 10 uM 2,5 1 uM
16S-1492R 10 uM 2,5 1 uM

ADN 50 ng/uL 1 2 ng/puL

Tagq pol 5 U/uL 0,2 1 U/uL

csp: cantidad suficiente para preparar.

Se colocaron 24 pL de la mezcla de reaccion en cada tubo de PCR y se agregd 1
uL de ADN. La rag polimerasa se agregd en “hot start” a los 6 min de inicio de la

temperatura de annealing (1 U por reaccion).
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Protocolo de ciclado

94°C.....5 min

54°C.....15min —»| alos 6 min agregar la Tag polimerasa
72°C.....6 min

94°C.....45 seg

54°C.....45 Seg 30 ciclos

72°C.....1 min 30 seg

72°C.....20 min

Tabla 32. Secuencias de oligonucledtidos utilizados para la amplificacién del ARNr

16S.

Oligonucleotidos Secuencias (5" - 3") arrfl;?;,ﬁ:) ((::;))
16S-27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 1 500
16S-1492R GYTACCTTGTTACGACTT

4.2- Evaluacion de la actividad eflujo

El incremento en la actividad de bombas de eflujo podria ser uno de los
mecanismos de resistencia responsables de la disminucion de la sensibilidad a TIG en
los SARTm. Para corroborar esto, se realiz6 la evaluacion fenotipica de la actividad de
bombas de eflujo, tanto en los SARTm como en sus correspondientes aislamientos

parentales.

El bromuro de etidio (BE) es un compuesto que constituye un sustrato para una
variedad de bombas de eflujo. Por esta razon, es utilizado para evaluar el incremento en

la actividad de estas proteinas.

La actividad eflujo se evalué entonces, determinando por duplicado la CIM de
TIG y BE, en presencia y ausencia de inhibidores de bombas de eflujo, para lo cual se
usé reserpina (RE) y phenil-arginyl S-naftylamide (PaN) a una concentracién de 20
pg/mL. Una CIM de BE > 32 ng/mL, sumado a una reduccién en la CIM de BE y TIG
en presencia de RE o PapN de al menos 4 diluciones, fue considerado indicativo de

incremento en la actividad eflujo. Este criterio fue obtenido de la combinacién de los
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criterios usados por Patel y col. (CIM de BE > 25 pug/mL) y DeMarco y col. (reduccién
de 4 diluciones en la CIM en presencia de inhibidores de bombas de eflujo) (Patel y

col., 2010; DeMarco y col., 2007).

4.3- Amplificacion y secuenciacion de genes codificantes de bombas de
eflujo

Se focaliz6é el estudio en dos bombas de eflujo presentes en S. aureus,
denominadas NorB y MepA, las cuales se caracterizan por expulsar tetraciclinas y
glicilciclinas, respectivamente. También se estudié el regulador transcripcional de la

bomba MepA, denominado MepR.

Los genes codificantes de estas proteinas (mepA, mepR y norB), se amplificaron
por PCR y se detectaron mediante electroforesis en gel de agarosa. Luego de purificar
los productos obtenidos se enviaron a un servicio de secuenciacién. Toda esta
metodologia fue descripta en el Capitulo 2. El andlisis de las secuencias obtenidas se
realizO mediante el software Vector NT 11.0 y el sitio on line BLAST

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).

4.3.1- Amplificacion del gen mepA

El gen mepA que codifica para la bomba de eflujo MepA se amplificé por PCR,
utilizando oligonucledtidos disefiados en esta tesis. Las secuencias de los mismos se

describen en la Tabla 33.
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Se prepar6 la siguiente mezcla de reaccion para un volumen final de 50 pL.

Reactivos Concentracién inicial ~ Volumen (uL) Concentracién final
H,0 milliQ - 29,6 csp 50 uLL
Buffer 10X 5 1X

MgCl, 25 mM 5 2,5 mM
dNTP 10 mM 1 200 uM
mepA-F 10 uM 4 0,8 uM
mepA-R 10 uM 4 0,8 uM
ADN 50 ng/uL 1 1 ng/pL

Tagq pol 5 U/uL 0,4 11U

csp: cantidad suficiente para preparar.

En cada tubo de PCR se adicion6 49 pL de la mezcla de reaccion y se agregd 1 pL

de ADN. Se sigui6 el siguiente protocolo de ciclado.

Protocolo de ciclado

94°C.....5 min
94°C.....1 min
55°C.....1 min 30 ciclos

72°C.....1 min 30 seg

72°C.....10 min

Tabla 33. Secuencias de oligonucleétidos disefiados y utilizados para la amplificacién

del gen mepA.
Oligonucleotidos Secuencias (5" -3") Tamano de
g amplicon (pb)
mepA-F CACTCGTATCGCAGTTATCTG 1700
mepA-R CTTTAACTTCTGATTCTTCACTA
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4.3.2- Amplificacion del gen mepR

El gen mepR codifica para una proteina denominada MepR, que funciona como
un regulador transcripcional de la bomba de eflujo MepA. Este gen se amplificé por
PCR, usando los oligonucleétidos descriptos por McAleese y col. (McAleese y col.,

2005). Las secuencias de los mismos se presentan en la Tabla 34.

Se prepar6 la siguiente mezcla de reaccidn para un volumen final de 25 pL.

Reactivos Concentracion inicial ~ Volumen (uL) Concentracion final
H,0 milliQ - 14,25 csp 25 uLL
Buffer 10 X 2,5 1X

MgCl, 25 mM 5 5 mM

dNTP 10 mM 0,5 200 uM
mepR-F2 10 uM 0,75 0,3 uM
mepR-R2 10 uM 0,75 0,3 uM
ADN 50 ng/uL 1 2 ng/uLL

Tagq pol 5 U/uL 0,25 1,250

csp: cantidad suficiente para preparar.

En cada tubo de PCR se adicion6 24 pL de la mezcla de reaccion y se agrego6 1 pl

de ADN. Se sigui6 el siguiente protocolo de ciclado.

Protocolo de ciclado

94°C.....5 min

94°C.....30 seg

55°C.....1 min 30 ciclos
72°C.....1 min

72°C.....10 min
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Tabla 34. Secuencias de oligonucledtidos utilizados para la amplificaciéon del gen

mepR.
Oligonucleotidos Secuencias (5" - 3) Tamaio de
amplicon (pb)
mepR-F2 CAATAAATGGAATTCACTTATTCG 539
mepR-R2 CTTTCATTGTTCAATACTCCTTG

4.3.3- Amplificacion del gen norB

El gen norB, que codifica para la bomba de eflujo NorB fue amplificado por PCR,
usando oligonucledtidos disefiados en esta tesis, cuyas secuencias se presentan en la

Tabla 35.

Se prepar6 la siguiente mezcla de reaccidn para un volumen final de 50 pL.

Reactivos Concentracion inicial ~ Volumen (uL) Concentracion final
H,O milliQ - 29,6 csp S0 uLL
Buffer 10 X 5 1X

MgCl, 25 mM 5 2,5 mM
dNTP 10 mM 1 200 uM
norB-F 10 uM 4 0,8 uM
norB-R 10 uM 4 0,8 uM
ADN 50 ng/uL 1 1 ng/pL

Tagq pol 5 U/uL 0,4 1,250

csp: cantidad suficiente para preparar.

En cada tubo de PCR se adicion6 49 pL de la mezcla de reaccion y se agregd 1 pl

de ADN. Se sigui6 el siguiente protocolo de ciclado.
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Protocolo de ciclado

94°C.....5 min
94°C.....1 min
55°C.....1 min 30 ciclos

72°C.....1 min 30 seg

72°C.....10 min

Tabla 35. Secuencias de oligonucleétidos disefiados y utilizados para la amplificacién

del gen norB.
Oligonucleotidos Secuencias (57 -3") Tamafio de
& amplicon (pb)
norB-F GGAGGCTTATCTAATTCATGG 1 400
norB-R CCTAACATTAAACGTCAATACGC

4.4- Evaluacion del nivel de expresion de genes codificantes de bombas

de eflujo

El nivel de expresion de los genes mepA y norB se evalué mediante RT-qPCR
(retrotranscripcién seguida de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en

tiempo real), en dos SARTm y sus respectivos aislamientos parentales.

4.4.1- Extraccion de ARN

A partir de un cultivo de 16 h de los microorganismos, se tomaron 50 pL y se
colocaron en 50 mL de caldo BHI. Se incub6 a 37°C con agitacion, hasta alcanzar fase
exponencial de crecimiento (DOgz0nm = 0,5-0,7). Posteriormente, se trataron las células
durante 1 h con lisozima 15 mg/mL (SIGMA) y luego se extrajo el ARN, utilizando
TRIZOL® Reagent (Invitrogen) junto con el kit Pure Link® RNA Mini Kit (AMBION,
USA).

175




Capitulo 4 - Materiales y Métodos

Luego, se determind la concentracién del mismo, midiendo la absorbancia a 230,
260 y 280 nm (Azz, Azso, Azgo) usando NanoDrop™ 1000 EspectroPhotometer
(Thermo Scientific). Una relacion Azep/Azgo = 1,8-2,1 fue indicativa de buena pureza,
con baja contaminacién con proteinas. Una relacion Aje/Azzo > 1, fue indicativa de
buena pureza, con baja contaminacidn con isotiocianato de guanidina. El rendimiento de

la extraccion de ARN fue de 8 pg a 20 pg.

La integridad del ARN se verificé realizando una corrida electroforética en un gel

de agarosa al 1,5%, tefiido con BE.

La contaminacién con ADN se elimind por tratamiento con la enzima DNAsa I
(Promega). Las muestras de ARN fueron conservadas a -70°C hasta su posterior

utilizacion.

4.4.2- Retrotranscripcion seguida de reaccion en cadena de la polimerasa

cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

A partir del ARN extraido de los microorganismos, se obtuvo el ADNc mediante
el uso de la enzima transcriptasa reversa M-MLV™ Reverse Transcriptase (Invitrogen,
USA). Se utiliz6 la siguiente mezcla de reaccion: 1 pL de random primers 50 pM
(Invitrogen, USA), 1 uLL de ANTP Mix 10 mM (Invitrogen, USA), 4 uL de First-Strand
Buffer 5 X (Invitrogen, USA), 2 pL. de Dithiothreitol (DTT) 0,1 M (Invitrogen, USA), 1
uL. (40 U) de RNase OUT™ Recombinant RNase Inhibitor (Invitrogen, USA), 1 pL
(200 U) de M-MLV™ Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA), 10 pL de ARN (0,5

Hg).

Posteriormente, se realizé una dilucién 1/100 del ADNc y se amplificaron por
qPCR los genes mepA y norB, utilizando la mezcla de reaccidon comercial SYBR® Select
Master Mix (Applied Biosystems, USA) y un equipo 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, USA). Se utilizaron los oligonucleétidos descriptos por Couto y
col. (Couto y col., 2008),para amplificar los genes mepA y norB (Tabla 36).

La mezcla de reaccién para un volumen final de 20 pL consistié en: 10 L. de

SYBR® Select Master Mix 2 X (Applied Biosystems, USA); 0,3 pL de oligonucleétidos
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10 uM (150 nM final); 4,4 pL. de agua milliQ libre de nucleasas y 5 pl. de ADNc
(dilucion 1:100).

El protocolo de ciclado consistié en: 50°C durante 2 min, 95°C durante 2 min,

seguido de 40 ciclos de 15 seg a 95°C y 1 min a 60°C.

El ciclo umbral, ciclo de cuantificacién o Cq (quantification cycle), es el nimero
de ciclos necesarios para que se produzca un aumento de fluorescencia significativo con
respecto a la sefial de base, y es inversamente proporcional a la cantidad inicial de

moléculas molde.

Teniendo en cuenta la eficiencia de la reaccion de qPCR, obtenida mediante la
realizacion de una curva estadndar, se relacionaron los valores de Cq con el logaritmo de
la cantidad inicial de molde (No), y posteriormente, se calcularon las cantidades
relativas normalizadas (NRQ) de los genes de interés para cada muestra. La
normalizacion se realizé utilizando los genes de referencia gyrB y pta (Valihrach y

Demnerova, 2012), cuyas secuencias se muestran en la Tabla 36.

Se realizé ademds, una reaccién de control sin la enzima transcriptasa reversa con

la finalidad de descartar la contaminacion de las muestras con ADN.

Los ensayos fueron realizados por triplicado para cada muestra y condicion.

Tabla 36. Secuencia de oligonucle6tidos utilizados para las reacciones de qPCR.

Oligonucleodtidos Secuencias (5" - 3) 3:1?)11?3211) (([i)fl:))
MepA_RT (Fw) TGCTGCTGCTCTGTTCTTTA
MepA_RT (Rv) GCGAAGTTTCCATAATGTGC 198
NorB_RTFw AGCGCGTTGTCTATCTTTCC
NorB_RTRv GCAGGTGGTCTTGCTGATAA 213
gyrB F CCAGGTAAATTAGCCGATTGC 1
gyrBR AAATCGCCTGCGTTCTAGAG
pta F AAAGCGCCAGGTGCTAAATTAC 1
pta R CTGGACCAACTGCATCATATCC
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Para realizar el andlisis estadistico de los resultados obtenidos, comparando los
niveles de expresion de los genes correspondientes a los aislamientos parentales y
mutantes se utiliz6 el test de Student. Un valor de p < 0,05 fue considerado

estadisticamente significativo.

4.5- Estudio de posibles mecanismos de resistencia en los SARTm que

modificaron su sensibilidad a otros antibioticos

4.5.1- Amplificacion y secuenciacion del gen mecA y blaZ

Para los SARTm que modificaron su sensibilidad a OXA (497m y 94159m) se
amplifico y secuencio el gen mecA y el operén blaZ (genes blaRl, blal y blaZ), para
detectar posibles alteraciones en sus secuencias nucleotidicas que estén implicadas en el
cambio de sensibilidad detectado. Los productos amplificados se detectaron mediante
electroforesis en gel de agarosa, se purificaron y se secuenciaron como se menciond en
materiales y métodos del Capitulo 2. El andlisis de las secuencias obtenidas se realiz

mediante el software Vector NT 11.0 y el sitio on line BLAST.

El gen mecA, como se menciond anteriormente, es el gen que codifica para la

resistencia a meticilina. Se amplificé el fragmento completo (2 kb), mediante PCR.

Se preparo6 la siguiente mezcla de reaccion para un volumen final de 50 pL.

Reactivos Concentracion inicial ~ Volumen (uL) Concentracién final
H,0 milliQ - 25 csp 50 uL
Buffer 10 X 5 1X
MgCl, 25 mM 4 2 mM
dNTP 10 mM 4 800 uM
mecA FL FW S5uM 5 0,5 uM
mecA FL RV 5uM 5 0,5 uM
ADN 50 ng/uL 1 1 ng/pL
Tagq pol 5 U/uL 1 1U

csp: cantidad suficiente para preparar.

178



Capitulo 4 - Materiales y Métodos

Para obtener un volumen final de 50 pL, en cada tubo de PCR se coloc6 48 uL de
la mezcla de reaccion y se agregé 1 uL de ADN. El agregado de la Taq polimerasa se
realiz6 en “hot start”, a los 5 min de iniciado el ciclado (1 U por reaccion). Se disefiaron
en esta tesis los oligonucle6tidos necesarios para llevar a cabo la amplificacion del gen

mecA, cuyas secuencias se muestran en la Tabla 37.

Tabla 37. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del gen

mecA.
Oligonucleotidos Secuencias (5" - 3") Tamaiio de
g amplicon (pb)
mecA FL FW AGTTGTAGTTGTCGGGTTTGG 5 000
mecA FL RV CCATCGTTACGGATTGCTTC

Protocolo de ciclado

97°C....5min  —> | alos 5 min agregar la Tag polimerasa

95°C.....1 min

50°C.....1 min 30 ciclos

72°C.....2 min 30seg

72°C.....10 min

El gen blaZ, que codifica una B-lactamasa tipo penicilinasa, responsable de la
resistencia a penicilina en S. aureus, forma parte del denominado operén blaZ el cual
estd constituido por tres genes. Este se compone del gen blaZ, blaR] el cual actia como
regulador y blal, que participa como un represor de la transcripcién. Para lograr la
amplificaciéon de todo el operén blaZ, se llevaron a cabo tres reacciones de PCR,

correspondientes a cada fragmento.

Estos tres fragmentos se amplificaron por PCR, usando el mismo protocolo de

ciclado. Para los genes blaZ y blaRI se utilizaron las mismas cantidades de los
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componentes de la mezcla de reaccion. Para amplificar el gen blal, en lugar de utilizar

2,5 uL de dNTPs, se utilizé 1 pL.

Se prepar6 la siguiente mezcla de reaccion para un volumen final de 50 pL.

Reactivos Concentracion inicial ~ Volumen (uL) Concentracion final
H,0 milliQ - 28,3 csp 50 uL
Buffer 10X 5 1X
MgCl, 25 mM 5 2,5 mM
dNTP 10 mM 2,5 500 uM
Primer-3’ 5uM 4 0,4 uM
Primer-5~ SuM 4 0,4 uM
ADN 50 ng/uL 1 1 ng/ulL
Tagq pol 5 U/uL 0,2 1U

csp: cantidad suficiente para preparar.

Para obtener un volumen final de 50 uL, en cada tubo de PCR se coloc6 49 uL de
la mezcla de reaccion y se agregé 1 uL de ADN. Se utilizaron oligonucle6tidos
disefiados por profesionales del Laboratorio de Resistencia Bacteriana de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la UBA. Las secuencias de dichos oligonucledtidos se

describen en la Tabla 38. El protocolo de ciclado se detalla a continuacion.

Protocolo de ciclado

94°C.....5 min
94°C.....1 min
55°C.....1 min 30 ciclos

72°C.....1 min 30 seg

72°C.....5 min
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Tabla 38. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de los
genes blaZ, blaR1 y blal.

Tamaino
Gen Oligonucleotidos Secuencias (5" -3") d? .
amplicon
(pb)
BlaOPF TTGGTATCTAACTATGCTTGCTGG
blaR1 1 200
BlaR1R2 GCTTGAGTTGAGCCGCAGTATAG
bz BlaZF GTTGCTTTTTCGATTGATGAACACC 1 000
a
BlaZR GTTCACATGCCAAAGAGTTAAATG
blal BlaR1F GGATCTTTCGTTATGTACAGCATG 1200
a
BlalR GGTTATTTTCTGGACACTCTCATC
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RESULTADOS

4.1- Evaluacion del sitio diana de tigeciclina

El fragmento correspondiente al ARNr 16S se amplificé y secuencidé en los
aislamientos parentales de S. aureus y sus mutantes resistentes a TIG. En todos los
casos se obtuvo el amplicén esperado de 1 500 pb correspondiente al ARNr 16S. Las
secuencias obtenidas para los SARTm y sus aislamientos parentales fueron analizadas y
comparadas entre si. Se observo un 100% de identidad nuecleotidica entre las mismas,
no encontrandose alteraciones entre las secuencias de los aislamientos parentales y las

mutantes resistentes a TIG.

4.2- Evaluacion de la actividad eflujo

La actividad eflujo se evalud en todos los SARTm y sus respectivos aislamientos
parentales. Como se mencion6 en materiales y métodos, una CIM de BE > 32 ng/mlL,
sumado a una disminuciéon de al menos 4 diluciones en la CIM de TIG y BE en
presencia de inhibidores de bombas de eflujo, se considerd indicativo de incremento en
la actividad eflujo. De los aislamientos parentales s6lo dos (74016p y 74073p) tuvieron
CIM de BE > 32 pg/mL, mientras que todos los SARTm tuvieron una CIM de BE > 32

pg/mL, cumpliendo con el criterio establecido.

Cuando fueron expuestos a RE, 9/12 SARTm mostraron una reduccién de la CIM
de BE en al menos 4 diluciones, mientras que 10/12 SARTm tuvieron tal reduccion de
la CIM de TIG. Los SARTm que no llegaron a cumplir con el criterio establecido,

disminuyeron 3 diluciones la CIM de BE (3/12 SARTm) y de TIG (2/12).

Cuando se utilizo PABN, en general no se evidencié una reduccién de la CIM en
el nimero de diluciones esperadas, ya que sélo en 4 SARTm se obtuvo una reduccién
de 4 diluciones en la CIM de TIG, mientras que la CIM de BE no alcanzé esta

reduccion para ninguno de los aislamientos. En la Tabla 39 se exponen los valores de
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CIM de TIG y BE obtenidos en presencia y ausencia de RE y PABN. En la Figura 22, se

visualizan graficamente estos resultados.

Tabla 39. CIM de TIG y BE en presencia y ausencia de inhibidores de bombas de

eflujo (RE y PABN).
CIM TIG + inhibidor CIM BE + inhibidor
Cepas CIM TIG (ng/mL) CIM BE (ng/mL)
(ug/mL) (ng/mL)
RE PABN RE PABN
497p 0,125 0,016 [3] 0,064 [1] 16 0,5 [5] 412]
497m 4 0,064 [6] 11[2] 64 2 [5] 8[3]
2028p 0,125 0,064 [1] 0,064 [1] 16 2 [3] 412]
2028m 16 0,25 [6] 1 [4] 64 2 [5] 32[1]
94159p 0,125 0,064 [1] 0,064 [1] 16 1 [4] 412]
94159m 16 1 [4] 2 [3] 128 8 [4] 32 (2]
74016p 0,125 0,064 [1] 0,064 [1] 32 0,25 [7] 4 (3]
74016m 4 0,125 [5] 0,25 [4] 64 2 [5] 8 [3]
4261p 0,064 0,032 [1] 0,064 [0] 16 0,25 [6] 2 [3]
4261m 8 0,125 [6] 4 (1] 64 4 [4] 32[1]
54081p 0,064 0,032 [1] 0,032 [1] 16 1 [4] 4 2]
54081m 8 1[3] 4 1] 64 8 [3] 32 [1]
74073p 0,064 0,064 [0] 0,064 [0] 32 1[5] 4 (3]
74073m 8 0,25 [5] 2[2] 32 2 [4] 16 [1]
14069p 0,064 0,064 [0] 0,032 [1] 16 0,5 [5] 4 2]
14069m 1 0,064 [4] 0,064 [4] 64 8 [3] 16 [2]
34076p 0,125 0,064 [1] 0,064 [1] 16 1 [4] 4 2]
34076m 16 0,25 [6] 412] 64 2 [5] 32[1]
34204p 0,064 0,064 [0] 0,064 [0] 16 0,5 [5] 412]
34204m 8 0,5 [4] 4 1] 32 1 [5] 16 [1]
44213p 0,125 0,064 [1] 0,032 [2] 16 0,5 [5] 8[1]
44213m 4 0,125 [5] 0,5 3] 32 0,25 [7] 8 [2]
34023p 0,064 0,064 [0] 0,032 [1] 8 0,5 [4] 8 [0]
34023m 1 0,125 [3] 0,064 [4] 32 4 [3] 16 [1]

p: parental, m: mutante. Entre corchetes se muestra el nimero de diluciones que disminuy6 la
CIM en presencia de RE y PABN.
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Figura 22. A) CIM de BE en cepas parentales y mutantes resistentes a TIG. B) CIM de BE en ausencia y presencia de inhibidores de bombas de
eflujo. C) CIM de TIG en presencia y ausencia de RE.
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4.3- Analisis de las bombas de eflujo MepA y NorB: deteccion de

alteraciones nucleotidicas y aminoacidicas

Con la finalidad de detectar alteraciones en las bombas de eflujo que puedan estar
involucradas en el incremento en la CIM de TIG en los SARTm, se amplificé y
secuenci6 el gen mepA, que codifica para la bomba de eflujo MepA, el gen mepR, que
codifica para un regulador de la expresiéon de MepA y el gen norB, que codifica para la

bomba de eflujo NorB.

Se alinearon y compararon in silico las secuencias obtenidas de cada gen, para los
aislamientos parentales y las cepas mutantes resistentes a TIG. Posteriormente, se

analizaron los cambios en las secuencias de aminodcidos de las proteinas traducidas.

4.3.1- Analisis de las secuencias del gen mepA y la proteina MepA

Se tom6 como referencia el gen mepA de la cepa S. aureus N315 (N° de acceso en
Gene Bank, BA000018.3), que estd compuesto por 1 356 pb. La proteina traducida
MepA, estd compuesta por 451 aminodcidos. S6lo un aislamiento parental (497) tuvo
100% de identidad nucleotidica con el gen mepA de la cepa de referencia, el resto de los

aislamientos tuvo una identidad nucleotidica del 99% con el gen de esta cepa.

Al comparar las secuencias nucleotidicas correspondientes a los SARTm con sus
respectivos aislamientos parentales, se observaron algunos cambios en los nucleétidos

que las componen.

En todos los SARTm se observaron una o mds sustituciones nucleotidicas, que
generaron cambios de aminodcidos en la proteina MepA. Dentro de las sustituciones
nucleotidicas prevalecieron las transiciones, encontrdndose un menor numero de

transversiones.

La mutacion descripta con mayor frecuencia en la secuencia nucleotidica de los
SARTm (5/12), fue la transicion A x G (posiciéon 860) que conduce al cambio
Glu287Gly en la secuencia de aminodcidos de la proteina. En 4/12 SARTm, se observé
la transicion C x T (posicién 86), que se traduce en la sustituciéon Thr291le en la

secuencia de aminoacidos. Ademas, en 3/12 SARTm se encontrd la transicion C x T
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(posicién 862) que produce un cambio aminoacidico Leu288Phe. Finalmente, en menor
frecuencia se observaron otros cambios de nucleétidos, que dieron lugar a sustituciones
en MepA (Ser32lle (1), Gly44Arg (1), Alal61Thr (1), Glyl71Asp (1), Val234Gly (1),
Ala274Val (1), Glu287Asp (1), Leu403Glu (1), Val415Leu (1), Val443Gly (1)). En la
mayoria de los casos los cambios se produjeron entre aminodcidos quimicamente
diferentes, no obstante, en menor medida también se produjeron cambios entre
aminodcidos similares en cuanto a sus caracteristicas quimicas. En la Figura 23 se
observa a modo de ejemplo el alineamiento de la secuencia de nucledtidos y de
aminodcidos de MepA, para la cepa 497p y 497m. En la Tabla 40, se describen las
mutaciones encontradas en las secuencias de nucle6tidos de mepA y en las secuencias

de aminodcidos de MepA.
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A

)15 180 10 180 19 m w0 A M ® m 80 b kil
977 meph (155) TTTCTCCTATCTCICTAACACTGCCAGTATT TG TATCTTART GO0 TGO TART T TATTTCCCOT TGS IGCACGAC TTATATTTCACGT T TAT TAGSTGCGARAGACTATAGTARGACTARATTTGTARGTAGTTTCTCTATTTATGGTCE
97M meph (155) TTTCTCCTATCTCICTAACACTGCCAGTATT TGCTATC T TARTGOCG TG G AT T TAT TGO TTGGTCCAGSAACT TATATTTCACOT T TATTAGG TG CARAGACTATAGTARGAGTARRTTTGTARGTAGT TICTCTATTTATGGTGE

315 mepA (155) TTTCTGCTATCTCTCTAACACTGCCAGTATTTGCTATCTTARTGGRGT GGG TART TTATTT6GCGTTGGTGCAGGAACTTATATTTCACGTTTATTAGGTGCGARAGACTATAGTAAGAGT ARATTTGTAAGTAGT TTCTCTATTTATGRTGE

(309) 309 30 30 0 30 30 310 30 3% 0 410 ) 0 0 150 i)
97P mepA (300) TATTGCACTAGGACTTATCGTGATTTTAGTTACTTTACCATTCAGTGATCARATCGCAGCAATTTTAGGAGCAGAGGTGAAACGTTAGCTTTAACAAGTAATTAT TTGARAGTAATGTTTTTARGTGCACCTTTTGTARTTTTGTTCTTCATA
97M mepA (309) TATTGCACTAGGACTTATCGTGATTTTAGTTACTTTACCATICAGTGATCARRTCGCAGC AR T TTTAGGAGCGAGA GO TGARACGTTAGC TT TAACAAGTAR TTA T TTGAAAGTAR TGT T TTARGTGCACCTTTTGTART TTTGT TCTICATA
315 meph (309) TATTGCACTAGGACTTATCTGATTTTAGTTACTTTACCATTCAGTGATCAAATCGCAGC AR T T T TAGGAGCGAGAGGTGARACGTTAGC TT TAACAAGTAA TTAT TTGARAGTAATGT T TTARGTGCACCTTTTGTART TTTGT TCTICATA

(463) 43 0 40 90 500 510 520 530 540 550 560 510 50 590 60 616
H97P mepA (463) TTAGRACARTTTGCACGTGCAATTGGEGCACCAATGATTTCTATGATTGGTATGTTAGCTAGTGTAGGCT TAARTATTATTTTAGATCCAATTTTAATTTTTGET TTTGAT TTARACGT TGTTGRTGCAGC T TGGRTACTGCARTCAGTAATG
J97M mepA (463) TTAGRACAATTTGCACGTGCARTTGGGGCACCAATGATTTCTATGATTGETATGTTAGCTAGTGTAGGCTTARATAT TATT TTAGRTCCARTTT TAATTTTTGGTTTTGAT TTARACGT TGTTGGTCCAGCTTTGRGTACTCCARTCAGTAATG

315 mepA (463) TTAGAACAATTTGCACGTGCAATTGGGECACCAATGATTTCTATGATTGGTATGTTAGCTAGTGTAGGCTTARATAT TATT TTAGRTCCART TT TRATTTTTGGTTTTGAT T TARACGT TGTTGGTGCAGCTTTGEGTACTGCARTCAGTAATG

(617) 617 £30 £40 650 560 610 080 £ J00 J10 120 130 J40 150 760 0
J197P mepA (617) TTGCTGCTGCTCTGTTCTTTATCATTTATT T TATGARAARTAGTGACGTTGTGTCAGT TAATATTARACT TGCGRAACCTARTARAGARATGCTT TCTGRAATCTTTARRATAGGTATTCCTGCATTTTTAATGAGTATC TTAATGGGATTCAC
97M mepA (617) TTGCTGCTGCTCTGTTCTTTATCATTTATT T TATGARRAATAGTGACGTTGTGTCAGT TAATATTARACTTGCGAARCCTARTARAGAARTGC TTTCTGRAATCT T TARRATAGGTATTCCTGCAT TT TTAATGAGTATC TTARTGGGATTCAC
315 mepA (617) TTGCTGCTGCTCTETTCTTTATCATTTATT T TATGAAARATAGTGACGTTGTGTCAGT TAATATTAARCTTGCGAAACCTAATARAGRARTCCTTTCTGARATCTTTARRATAGGTATTCCTGCATT TTTARTGAGTATCTTARTGGGATICAC

gL e M 810 820 830 640 60 g0 810 880 89 900 510 94
7P meph (771) AGGATTAGTTTTARATTTATTTTTAGCACATTATGGARACTTCCOGATTGCAGT TAT G TATCTCAT I TAGAC TG TGCARTTCCAGARB I TATTATCATCOGATTAT G TGAAG TGTIGTACCACTAATTGCATATAACTTTATGGCARAT
97M meph (771) AGGATTAGTTTTARAT T TAT T TTTAGCACATTATGGAARCTTCCGATTGC ARG TATGGTATCTCATTTAGAC TG TGCAATTICCAGATT T TATTATCATGGGATTATGTGAAGGTG TG TACCACTAT TGCATATAACTTTATGCARAT

315 mepA (771) AGGATTAGTTTTAAATTTATTTTTAGCACATTATGGARACT TCGCGATTGCARGT TATGETATCTCATTTAGACTTGTGCAATTTCCAGAACTTATTATCATGGATTATGTGAAGGTGTTGTACCACTAATTGCATATAACT TTATGGCARRT

(924) %24 330 340 350 360 30 380 3% 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1077
H97P mepA (924) TAAAGGCCGTATGAAAGACGTTATCARAGCAGTTATCATGTCTATCGGCGTTATCTT TG T TGTATGTATGAT TGCTGTAT TTACAATTGGACATCATATGGTCGGACTATTTACTACTGATCARGCCATTGT TGAGATGGCGACATTTATTTTG
97M mepA (924) TAAAGGCCGTATGAAAGACGTTATCARAGCAGTTATCATGTCTATCAGCETTATCTTTGT TG TATGTATGATTGC TGTAT TTACRATTGGACATCATATGRTCAGACTATT TACTACTGATCAAGCCATTGTTGAGATGGCACATTTATITTG
315 mepA (924) TARAGGCCGTATGARAGACGTTATCARAGCAGTTATCATGTCTATCGRCGT TATCTTIGTTGTATGTATGATTCCTGTAT T TACAATTGACRTCATATGGTCGRACTATT TACTACTGATCAAGCCATTGTTGAGATGRCGACATTTATTTTG

1078) 1078 1090 L1000 101130 M0 L1016 I10 1180 110 1200 ol 100 131
1078) ARAGTAACAATGGCATCATTATTAT TAAATGGTATAGG T TTCTTGT TTACTGGTATGC T TCAAGCGACTGRCAAGSTCGTGGTGC TACARTTATGGCCATT T TACAAGGTGCGAT TATCATICCAGTATTAT T TAT TATGAATGCTTTGTTTG
1078) ARAGTAACAATGGCATCATTAT AT TAAATGGTATAGG T TTCTTGT TTACTGGTATGC T TCAAGCGACTGBC AAGSTCTGGTGCTACARTTATGGCCATT T TACAAGGTGCAT TATCATICCAGTATTAT T TAT TATGAATGCTTTGTTTG
1078) ARAGTAACAATGGCATCATTAT AT TAAATGGTATAGG T TTC TG T TTACTGGTATGC T TCAAGCGACTGRC AAGSTCGTGGTGCTACART TATGGCCATT T TACAAGGTGCAT TATCATICCAGTATTAT T TAT TATGAATGCTTTGTTTG

H97P mepA
97M mepA
315 mepA

(031203 120 10 130140 150 150 LW ;80 1% 100 130 130 130 10 1356
FOTP meph(1203) AGTATTAT T TATTATGAATGC T TG TGGAC TAACAGG T TCAT TG T AT AT AT TGCTGAGTCAC T TG T C T I TAGCAGCAATGT TARTCR T T AT T TAT TACTGATCGTTTGACAGTIGATACATC TGAATTATAGAAGGTTA
(1203)

)

97M mepA(1203) AGTATTATTTATTATGAATGCTTTGT TTGGACTAACAGGTCTCATTTGGTCATTAT TAATTGCTGAGTCACTTTGTGCTTTAGCAGCARTGTTARTCGT TTATT TATTACGTGATCGTT TGACAGT TGRTACATCTGART TAATAGAAGGTTAR
315 mepA(1203) AGTATTATTTATTATGAATGCTTTGTTTCEACTAACAGGTGTCATTTCGTCAT AT TART TGCTGAGTCACTT TG TGCT T TAGCAGCAATGT TAATCAT TTAT T TAT TACGTGATCGT TTGACAGT TGATACATCTGAATTARTAGAAGGT TAA

1 10 20 N i 50 60 n 8 9 0w om0 3w 155

M . . . ; ,

lepA 497P (1) MRDEQLYYFERSPVERAMMHESLPMMIGTLLSVIYGILNTYFIGFLEDSHMI SATSLTLPVFAT LMGLGNLF GVGAGTY ISRLLGARDYSKSKFVSSFSIYGGIALGLIVILVTLPFSDOTAAI LGARGETLALTSNYLKVMFLSAPFVILFFIL
)
)

lepA 497M (1) MKDEQLYYFEKS PVFKAMMHE SLRMMIGTLLSVIYGILNTYFTGFLEDSHNI SAI SLTLPVEATLUGLGNLEGYGAGTY ISRLLGAKDYSKSKEVSSFS IYGGIALGLIVILVTLPRSDQIAA I LGARGETLALTSNYLKVNFLSAPFVILFFIL
lepA N315 (1) MKDEQLYYFEKSPVEKAMMHESLEMMIGTLLSVIYGILNT YFIGFLEDSHMISATSLTLPVFAILMGLGNLEGVGAGT Y ISRLLGAKDY SKSKEVSSFSTYGGIALGLIVILVTLPFSDQI AR LGARGETLALTSNY LKVMFLSAPFVILFFIL

(156) 155 mo 1% 0 il m A 210 250 20 mow M WM 3w
leph 497R(156) EQFARATCAPHTSHIGHLASV/GLN T ILDPTLTGEDLNVYGAAL TATSNVARALFF T LY ERNSDVY VN TKLAKENKENLSE TFK G PAFLUS TENGFTGLYLL FLAKYGNFATASYGTSFRLVOF PR IMGLCEGTVELIAYNEUANKG
)
)

lepA 497M(156 EQFARAIGAPMISMIGMLASVGLNIILDPILIFGFDLNVVGAALGTAISNVAAALFFIIYFMKNSDVVSVNIKLAKPNKEMLSEIFKIGIPAFLMSILMGFTGLVLNLFLAHYGNFAIASYGISFRLVQFPIFIIMGLCEGVVPLIAYNFMANKG
leA N315(156) EOFARAIGAPMISMIGHLASVGLNT ILDPTLIFGEDLNVVGAALGTAT SNVAAALFF T 1Y FMKNSDVYSVNIKLAKPNKEMLSEIFK I GI PAFLMS TLMGFTGLVLNLE LAY GNFATASYGI SFRLVOF PRI IMGLCEGVVPLIAYNFMANKG

(297
lepA 497P(297
lepA 497M297
lepA N315(297

29 3 0 30 40 350 30 an k) 3 0 il 2 9% W
VUL TAYNFUANKGRUK DY KAV IHS TGV IFVVCHIAVE I GHEMGLE TTDQATVEMATFTLKVINAS LLLNGI GFLE TGNLQATGOGRGAT IMATLOGAT 1 TPVLF IMNALFGLTGH HSLLIAESLCALAANLIVYLIRDRLTVDTSELIEG
VLT AYNENANKGRHK DV IKAVINS GV TEVVCMIAVET IGHRMVGLE T DQA TVENATE LKV THASLLLNGIGFLFTGHLQATGOGRGAT VAT LOGAT LT VLF IMNALFGLTG NS LLIAES LCALARMLIVYLLRDRLTVDTSELTEG
VLAY NFUANK GRU DV KAV U TGV FVVCHIAVE I GHEMVGLE T TDQATVEMATFTLKVTNAS LLLNGIGFLE TGN QATGOGRGAT IMATLOGAT T TPVLF IMNALFGLTGY WS LLIAESLCALAANLIVYLIRDRLTVDTSELIEG

Figura 23. Alineamientos para las cepas 497p, 497m y N315 (cepa de referencia). A)
secuencias de mepA. B) secuencias de MepA.
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Tabla 40. Mutaciones observadas en las secuencias de nucle6tidos y de aminodacidos de

MepA
Cepas

Secuencia de

nucleétidos

Secuencia de

MepR

aminoacidos

Ax T (861)*
497

Secuencia de

Secuencia de
nucleétidos

Cx T (862)
G x C(1243)

2008 Cx T (86)

Glu287Asp
Leu288Phe
Val415Leu

aminoacidos

Cx T (185) Pro62Leu

A x G (860)

94159

Thr291le
Glu287Gly

G x A (236) Arg79His

CxT(86)

74016

Thr291le

Cambi6 Glu
por un codén
de stop (TAG),

GxT(73)

Cx T (821)
Cx T (862)

4961 Cx T (86)

Ala274Val
Leu288Phe

en posicion 25

CxT(11) Leu71Phe

A x G (860)

G x A (130)
54081

Thr291le
Glu287Gly

G x A (100)

Gly34Ser
Cx A (188)

Thr63Asn

Gx A (481)
Cx T (862)

74073

Gly44Arg
Alal61Thr
Leu288Phe

Gx C (96) Glu32Asp

A x G (860) Glu287Gly

14069

Delecion de 72
bases
90 a161)

Delecién de 24
AA desde la
posicion 31 a
54

T x G (1328) Val443Gly

34076

Cambi6 Glu
por un codon
de stop (TAG),
en posicién 32

GxT(%4)

Cx T (86)

Thr291le
A x G (860)

Glu287Gly

Cambi6 Glu
por un codén
de stop (TAA),
en posicion
102

G x T (304)
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Adicion de 12 Adicion de 4

34204 A x G (860) Glu287Gly bases en AA desde la
A x T(1209) Leu403Glu posicién 62 a posicién 24 a
73 27
Gly92Asp

. Cambi6 Leu

44213 Gx T (95) Ser32lle Delecion de G por un codén
Gx A (512) Glyl71Asp (275) de stop (TGA)
en posicion 93

Cambi6 Gln

Cx T (735) por un codén
34023 Tx G (1001) Val234Gly CxT(172) de stop (TAA)

en posicion 58

*Entre paréntesis se coloca la posicién de la secuencia donde se produjo la alteracion.

4.3.2- Analisis de las secuencias del gen mepR y la proteina MepR

Se tom6 como referencia el gen mepR de la cepa S. aureus N315 (N° de acceso en
Gene Bank, BA000018.3), cuyo tamafio es de 420 pb. La proteina traducida MepR, esta
compuesta por 139 aminodcidos. De los aislamientos parentales, 4 tuvieron 100% de
identidad nucleotidica con el gen mepR de la cepa de referencia, en el resto de los
aislamientos la identidad nucleotidica fue del 99%. Los cambios nucleotidicos presentes

en estos aislamientos no alteraron la proteina traducida.

Al realizar el analisis de las secuencias mediante alineamiento de las mismas,
entre los SARTm y sus correspondientes aislamientos parentales, se detectaron
alteraciones nucleotidicas en las secuencias de mepR, que no sélo correspondieron a
sustituciones, sino que también se observaron deleciones y adiciones de nucleétidos en

algunos casos.

En 9/12 SARTm se observaron sustituciones de nucledtidos. En 5 de ellos se
produjeron cambios de aminodcidos en distintas posiciones de la proteina MepR sin
mostrar un patrén comun en estos cambios, mientras que en 4 se generd un codén de
terminacion prematuro. Por otra parte, en 2/12 SARTm se detectaron deleciones en la
secuencia de mepR. En uno de ellos la delecion de un nucleétido dio lugar a una
sustitucion de aminodcidos y a la aparicién de un codén de stop, mientras que en el otro

la delecién observada fue de 72 pb y dio lugar a la pérdida de 24 aminodcidos. Por
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ultimo, en 1/12 SARTm se detect6 una adicion de un fragmento de 12 pb, que dio lugar
a una adicion de 4 aminodcidos en la secuencia de MepR. En la Figura 24 se muestra el
alineamiento de secuencias del gen mepR para el par de cepas 74073 y 34204, que
fueron las que presentaron los cambios mds notorios con respecto a los aislamientos
parentales. En la Tabla 40, se resumen las alteraciones encontradas en las secuencias de

nucledtidos de mepR y en las secuencias de aminodcidos de MepR.

[CNR
74073P mepR2 (1) ------- TCACTTA
74073M mepR2 (1) BEGEARETCACTTATTCGT?

80 90 100 110 120 130 140 152
ATTACAAATGAGCAAGGTCATACGTTAGGTTATCTTTATGCACATCAACAAGATGGACTGACACAAAA

(153) 153 160
74073P mepR2(146) TGATATTGC
74073M mepR2 (90) ---------

(269) 269
74073P mepR2(262)
74073M mepR2(197)

e
34204P mepR2 (1)
34204M menR? (1) -

(153) 153
34204P mepR2(13
34204M mepR2(146)

(281) 281
34204P mepR2(262) A
34204M mepR2(274) A

Figura 24. Alineamiento de las secuencias de mepR para el par de cepas 74073
(delecién de 72 pb) y 34204 (adicién de 12 pb).

En la Figura 25, se presenta una imagen del gel de agarosa que se obtuvo como
resultado de la amplificacion del gen mepR para los aislamientos parentales y sus
SARTm. Alli se puede observar que el fragmento correspondiente a la cepa 74073m se
encuentra ligeramente por debajo del resto de los fragmentos, es decir que tendria un
menor tamaino que el resto de los amplicones, lo cual concuerda con lo encontrado en el
andlisis de las secuencias, ya que en esta cepa se detectd una delecion de 72 pares de

bases.
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1 .2..3.4.5,6+7..8

Figura 25. Amplificacion por PCR del gen mepR. Gel de agarosa 1% correspondiente
a: calle 1: 4261p, calle 2: 4261m, calle 3: 54081p, calle 4: 54081m, calle 5: 74073p,
calle 6: 74073m, calle 7: 14069p, calle 8: 14069m, calle 9: marcador de peso molecular
100-1000pb. Con una flecha de color rojo se indica la posicion del amplicén
correspondiente al gen mepR de la cepa 74073m, ligeramente por debajo del
correspondiente a la cepa 74073m. Con una flecha de color negro se indica la ubicacién
y tamafio esperado del amplicon correspondiente al gen mepR.

4.3.3- Analisis de las secuencias del gen norB

Se amplific6 el gen norB por PCR y se analizaron las secuencias
correspondientes. No se encontraron alteraciones nucleotidicas en las secuencias de
norB de los SARTm con respecto a sus aislamientos parentales. Es decir, que al realizar
los alineamientos se obuvo 100% de identidad nucleotidica entre las secuencias de los

aislamientos parentales y las mutantes resistentes a TIG.
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4.4- Evaluacion del nivel de expresion de los genes mepA y norB

Con la finalidad de detectar cambios en la expresion de los genes codificantes de
bombas de eflujo (mepA y norB), se realiz6 RT-qPCR en dos cepas SARTm y sus
respectivos aislamientos parentales. Las cepas elegidas para llevar a cabo este ensayo
fueron la 94159, cuyo SARTm mostré una mutacién por cambio de sentido en mepA (C
x T en posicién 86) y una sin sentido en mepR (G x T en posicién 73); y la cepa 2028,
en cuyo SARTm se detectaron dos mutaciones por cambio de sentido en mepA (C x T
en posicién 86 y A x G en posicion 860) y otra en mepR (G x A en posicion 236).
Ademas, la cepa 94159 mostr6 modificacion en los valores de CIM de OXA, FOX y
VAN (ver Capitulo 1).

Para las dos cepas SARTm evaluadas, se obtuvo diferencia significativa en el
nivel de expresion del gen mepA, con respecto a su aislamiento parental, mostrando en
ambos casos un aumento en la expresion de este gen (p = 0,0009 y p < 0,0001). En la
Tabla 41 se muestran los promedios de NRQ y en la Figura 26 se pueden observar los

gréaficos obtenidos.

Tabla 41. Promedios de NRQ para el gen mepA.

NRQ mepA
Cepas
Promedio P
94159p 0,06
0,0009

94159m 17,85

2028p 0,12

<0,0001

2028m 24,71

p: parental, m: mutante.
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Figura 26. Nivel de expresion del gen mepA evaluado por RT-qPCR. NRQ: cantidad
relativa normalizada. Las barras representan la media de tres determinaciones. ***1 p =
0,0009; ***2 p < 0,0001, test de Student.

Cuando se evalu6 el nivel de expresion del gen norB para el mismo par de cepas
seleccionado, se observaron niveles de expresion menores en las cepas mutantes. Si bien
la cepa 2028m mostrd un nivel significativamente menor de expresion del gen norB que
su correspondiente aislamiento parental (p = 0,0007), no se observé diferencia
significativa en el nivel de expresion (p = 0,1093) para la dupla 94159p - 94159m. En la

Tabla 42 se muestran los promedios de NRQ y en la Figura 27 los gréficos obtenidos.

Tabla 42. Promedios de NRQ para el gen norB.

NRQ norB
Cepas
Promedio p
94159p 2,48
0,1093
94159m 1,25
2028p 2,09
0,0007
2028m 0,19

p: parental, m: mutante
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norB

LOG(NRQ)

Figura 27. Nivel de expresion del gen norB evaluado por RT-qPCR. NRQ: cantidad
relativa normalizada. Las barras representan la media de tres determinaciones. ***1 p =
0,1093; ***2 p = 0,0007, test de Student.

4.5- Estudio de posibles mecanismos de resistencia en los SARTm que

modificaron su sensibilidad a otros antibioticos

4.5.1- Amplificacion y secuenciacion del gen mecA y el operén blaZ

El gen mecA completo y el operén blaZ de las cepas parentales (94159 y 2028) y
sus respectivos mutantes fueron amplificados por PCR y posteriormente secuenciados.
Se realiz6 el andlisis in silico de las secuencias obtenidas. No se encontraron diferencias
en las secuencias de nucledtidos de ninguno de los genes entre los SARTm y sus

correspondientes aislamientos parentales.
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DISCUSION

La TIG es un antibidtico derivado de las tetraciclinas, que fue desarrollado para
superar los dos mecanismos de resistencia a las tetraciclinas cldsicas, las bombas de
eflujo especificas y proteccion ribosomal, pero no las bombas de eflujo codificadas
cromosOmicamente presentes en Pseudomonas y la tribu Proteae, que otorgan

resistencia intrinseca a TIG en estos géneros bacterianos (Stein y Craig, 2006).

La resistencia a TIG adquirida en aislamientos bacterianos de diversos géneros se
encuentra asociada generalmente con la sobreexpresion de bombas de eflujo. Esto ha
sido documentado en aislamientos inicialmente sensibles de E. coli, Enterobacter

cloacae, Klebsiella pneumoniae, Salmonella entérica y Serratia marcescens (Barberan

y col., 2015).

Con la finalidad de analizar y determinar el mecanismo de resistencia a TIG
desarrollado por las cepas de S. aureus mutantes resistentes seleccionadas in vitro, se
realiz6 como primera medida la evaluacion del ARNr que forma parte del sitio diana de
TIG. Este antibidtico actia inhibiendo la sintesis de proteinas, al unirse a la subunidad
30S del ribosoma bacteriano, especificamente en el sitio A del ARNr 16S (Olson y col.,
2006). La secuencia del ARNr 16S se analiz6 buscando posibles mutaciones que alteren
la estructura primaria del mismo y que pudieran estar implicadas en la disminucion de la
sensibilidad a TIG. En este andlisis no se encontrd ninguna alteracion en las secuencias
de las cepas mutantes con respecto a los aislamientos parentales. Esto demuestra que el
mecanismo de resistencia involucrado en estas cepas no estd relacionado con una
modificacion del ARNr 16S. Concordando con nuestros resultados, el analisis de la
secuencia del ARNr 16S se llevé a cabo también en el primer aislamiento reportado de
Enterococcus faecalis con resistencia a TIG, no encontrdndose mutaciones en este sitio
(Werner y col., 2008). Por el contrario, mutaciones en el ARNr 16S, entre otras, han
sido relacionadas con el desarrollo de resistencia a TIG en mutantes de Streptococcus

pneumonie seleccionados in vitro (Lupien y col., 2015).
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El paso siguiente para continuar con el estudio de los posibles mecanismos de
resistencia a TIG, fue evaluar fenotipicamente la actividad eflujo, de manera
comparativa entre los aislamientos parentales y las cepas mutantes resistentes. El
incremento en la actividad eflujo es uno de los mecanismos involucrados en la
resistencia de S. aureus a diversos antibidticos, haciendo que se reduzca la
concentracion intracelular de los mismos, debido a la expulsién a través de proteinas
transportadoras que se encuentran en la membrana bacteriana. Este mecanismo permite
de esta manera que los aislamientos se vuelvan refractarios a los tratamientos con los

antibidticos (Costa y col., 2013).

Es sabido que las bombas de eflujo presentes en S. aureus tienen la habilidad de
expulsar una variedad de antibidticos ademds de otros compuestos, como biocidas y
colorantes. El BE es un sustrato para una variedad de bombas de eflujo, es por ello que
la determinacion de su CIM se utiliza cominmente como un método de screening para
conocer fenotipicamente si los organismos presentan una mayor actividad eflujo (Huet y

col., 2008; Patel y col., 2010).

En un trabajo publicado por Patel y col. (Patel y col., 2010) se concluy6é que una
CIM de BE > 25 pg/mL se relaciona con una alta posibilidad de que la expresion de uno
o mas genes de bombas de eflujo esté aumentada, con la consiguiente presencia de un
fenotipo de eflujo. Para tener un criterio mas estricto en la deteccion de esta actividad
eflujo aumentada en la mutantes resistentes aTlIG, en nuestro trabajo se tom6 una CIM
de BE > 32 pg/mL como indicativo de un incremento en la actividad de bombas de
eflujo. Todas las mutantes estudiadas tuvieron una CIM de BE mayor a la observada en
sus respectivos aislamientos parentales y su valor cumplié con el criterio tenido en
cuenta para considerar la presencia de una mayor actividad eflujo en las cepas mutantes

resistentes a TIG.

Ademas de la determinacion de la CIM de BE, es comun la utilizacion de
inhibidores de bombas de eflujo para evaluar su actividad (RE y PABN, en nuestro
estudio). Estos inhibidores actiian bloqueando las bombas de eflujo, permitiendo de esta
manera que los valores de CIM para determinados sustratos en las cepas que presentan

una mayor actividad se reduzcan en presencia del inhibidor (Zechini y Versace, 2009).
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En presencia de RE, la mayoria de los SARTm mostraron una disminucién mayor
o igual a 4 diluciones en la CIM de BE y TIG, lo que pone en evidencia nuevamente,un
incremento en la actividad de bombas de eflujo en estas cepas. Por otra parte, el hecho
de que se observara también un efecto de RE en las CIMs de BE en los aislamientos
parentales, demuestra la existencia de una actividad eflujo basal intrinseca. Esto
concuerda con lo hallado por Couto y col., donde se observa un efecto inhibitorio de RE
no solo en la cepa expuesta a concentraciones crecientes de BE sino también en la cepa

original (Couto y col., 2008).

El efecto inhibidor de PABN no fue tan evidente, por lo que pareceria ser que las

bombas involucradas en la extrusidon de TIG serian mds sensibles a la presencia de RE.

Los aislamientos VISA como es el caso de la cepa 94159m, presentan sensibilidad
intermedia a VAN. La adquisicion de este mecanismo ha sido asociada a la presencia de
diversas mutaciones que afectan la biosintesis de la pared celular, llevando al

engrosamiento de la misma (Howden y col., 2010).

Con la finalidad de encontrar una explicaciéon a los cambios detectados en la
sensibilidad a OXA en las cepas 497m y 94159m se realizo ademds, la amplificacion y
secuenciacion del gen mecA completo y del operdn blaZ, para detectar alteraciones en
sus secuencias. No se encontraron alteraciones en las secuencias de nucledtidos de
ninguno de los dos genes. Por lo tanto, los cambios en la sensibilidad a OXA no

tendrian que ver con modificaciones en la secuencia de estos genes.

Continuando con la evaluacion del posible mecanismo de resistencia a TIG, una
vez determinado fenotipicamente que los SARTm presentaban un incremento en la
actividad eflujo con respecto a los aislamientos parentales, se procedio a estudiar a nivel
molecular algunas bombas de eflujo que podrian estar involucradas, focalizando el
estudio en dos proteinas relacionadas con la expulsion de tetraciclinas y glicilciclinas

(NorB y MepA, respectivamente).

En un estudio publicado en 2005 por Kaatz y col., se identificé por primera vez en
S. aureus la participacion de la bomba de eflujo MepA, (perteneciente a la familia de
bombas MATE), en dos mutantes de S. aureus obtenidos in vitro, mediante exposicion a
altas concentraciones de moxifloxacina mds BE y a altas concentraciones de

norfloxacina respectivamente (Kaatz y col., 2005). Posteriormente, en otro estudio se
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demostré la contribucién de MepA, a la reducida sensibilidad a TIG en mutantes de S.
aureus obtenidos in vitro (McAleese y col., 2005). Se ha relacionado esta bomba de
eflujo con la disminucién de la sensibilidad a fluoroquinolonas, compuestos biocidas y
colorantes, ademds de TIG (Kaatz y col., 2005; McAleese y col., 2005). La proteina
MepA estd codificada por el gen mepA, que forma parte del operén mepRAB, el cual
comprende ademas el gen mepR, que codifica para un regulador transcripcional (MepR)
y el gen mepB, cuya funcién es desconocida. MepR actda como un represor de la
transcripcion tanto de mepR como de mepA (Kaatz y col., 2006). Por ello, para el
estudio molecular de las bombas de eflujo, en esta tesis se realizé el andlisis de las
secuencias nucleotidicas tanto de mepA como de mepR, con el fin de encontrar

alteraciones que pudieran explicar la resistencia a TIG desarrollada en los SARTm.

En las secuencias de mepA de todos los SARTm se detectaron diversas
alteraciones nucleotidicas, que dieron lugar a cambios en los aminodcidos de la proteina
MepA. En todos los casos, las mutaciones en las secuencias de nucledtidos se
correspondieron con transiciones o, en menor medida transversiones, no encontrandose
deleciones ni adiciones. La mutacion detectada con mayor frecuencia fue la transiciéon A
x G en la posicion 860 de la secuencia de mepA. Este cambio estuvo presente en 5/12
SARTm, y como resultado de esta mutacién, la proteina MepA present6 el cambio de
dcido glutdmico por glicina en la posicion 287. Otra mutacién encontrada con
frecuencia fue la transicién C x T en la posicion 86 de mepA (en 4/12 SARTm), dando
como resultado la sustitucion Thr29Ile en MepA. Ademas de estos cambios, se
detectaron una variedad de otras alteraciones nucleotidicas, que dieron lugar a cambios

en la secuencia de aminodcidos de MepA.

En un trabajo realizado por Schindler y col., se determind la estructura secundaria
de MepA. Estos autores ademas, analizaron las sustituciones aminoacidicas presentes en
cepas de S. aureus expuestas a distintos sustratos de MepA, como colorantes y biocidas;
y encontraron que la mayoria de las sustituciones presentes en los aislamientos que
incrementaron la capacidad eflujo se localizaban dentro de la mitad cercana al extremo
carboxi terminal y mas cerca de la cara citoplasmatica de la proteina (Schindler y col.,
2013a). Utilizando este esquema de la estructura secundaria de MepA, y posicionando
en el mismo las mutaciones halladas en nuestro estudio (Figura 28), se pudo observar

una distribuciéon diferente de las sustituciones aminoacidicas a las previamente
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reportadas. Las mismas se ubicaron a lo largo de toda la cadena de aminodcidos de una
manera mas aleatoria, con un ligero predominio en la regién intramembrana. Ademas, el
tipo de mutaciones encontradas en nuestro trabajo difiere de las encontradas por
Schindler, pudiendo estar esto relacionado con el sustrato al que fueron expuestas las
cepas. La unica coincidencia fue una sustitucion en el aminodcido alanina en la posiciéon
161, pero en nuestro caso cambid por treonina y en el caso del estudio citado cambid
por valina. Por lo tanto, se evidencia que pueden existir una variedad de mutaciones en
MepA con diversas localizaciones, teniendo de todos modos la capacidad de afectar la
funcionalidad de esta proteina. En el trabajo llevado a cabo por McAleese y col., en
mutantes de S. aureus con disminuida sensibilidad a TIG, obtenidas mediante la
exposicion a TIG, si bien se reportdé un incremento en la expresion de mepA, no se

estudiaron las posibles mutaciones en este gen (McAleese y col., 2005).
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Figura 28. Imagen tomada de Schindler y col., 2013a, donde se muestra la estructura
secundaria de MepA con las mutaciones encontradas por dichos autores. Se sefialan en
color verde (resultaron en un incremento del 50% en la actividad eflujo), amarillo
(resultaron en un incremento menor al 50% de la actividad eflujo) y rojo (resultaron en
menor actividad eflujo). Con un rectdngulo rosado se sefialan los aminodcidos que

sufrieron sustituciones en nuestro trabajo (Figura modificada de Schindler y col.,
2013a).
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El andlisis comparativo de las secuencias del gen mepR entre cepas parentales y
mutantes resistentes a TIG, también permitié detectar una variedad de alteraciones
nucleotidicas en este gen, incluyendo transiciones, transversiones, deleciones vy
adiciones. En la mayoria de los SARTm (9/12) se observaron distintas mutaciones en
las secuencias de nucleétidos de mepR, dando lugar a una variedad de cambios
aminoacidicos en la proteina traducida. Por un lado, se detectaron mutaciones con
cambio de sentido en la secuencia de la proteina MepR (en 5/9 SARTm) y por otro lado
se detectd la aparicién de un codén de terminacién prematuro (en 4/9 SARTm) que

resultaria en la produccion de una proteina truncada.

Ademas, en 2/12 SARTm se observaron deleciones de nucledtidos en la secuencia
del gen mepR. En uno de ellos, se perdieron 72 pb que resulté en la pérdida de 24
aminodcidos en la proteina MepR, mientras que en otro SARTm, la delecién de un solo
nucledtido resulté en la aparicion de un codén de stop en MepR. Por ultimo, en la
secuencia de mepR de un SARTm se detectd la adicién de un fragmento de 12 pb, que

produjo la aparicién de 4 aminodcidos adicionales en MepR.

Como se puede observar, los cambios nucleotidicos encontrados en mepR fueron
versatiles, afectando de manera diversa a la proteina MepR, ya sea a través de la
presencia de mutaciones de aminoécidos con cambio de sentido o por la aparicién de un
coddn de sfop que marca la terminacion prematura de la traduccién a proteina. Ademas,
las deleciones o adiciones de aminoédcidos en MepR, también producirian una proteina

alterada tanto estructural como funcionalmente.

En el trabajo de McAlesse y col. (McAleese y col., 2005), se analizaron las
secuencias de mepR en mutantes de S. aureus expuestos a TIG, detectando diferentes
mutaciones en mepR a las encontradas en esta tesis. Esto sugiere, que las alteraciones
nucleotidicas ocurridas en el gen mepR, como consecuencia de la presion selectiva de
TIG, no estarian confinadas a un tipo especifico de mutacién, sino que este gen puede

verse afectado por un espectro diverso de alteraciones.

En dos de los SARTm que mostraron diferentes mutaciones en MepA y MepR, se
evalué la expresion del gen mepA con respecto a su aislamiento parental, mediante RT-
qPCR. Los SARTm elegidos para esta determinacion fueron el par 94159p-94159m, en

cuya mutante se detecté una mutacion sin sentido en MepR, dada por la presencia de un
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coddn de stop en la posicion 25 de la proteina. Ademads, esta cepa presentd la mutacién
Thr291le en MepA. El otro par evaluado fue el 2028p-2028m, en cuya mutante se
observé una mutacién por cambio de sentido, dada por la sustitucion Arg79His en
MepR; mientras que en MepA presentd la mutacion Thr291le sumada a Glu287Gly. En
ambos SARTm, se observé un incremento estadisticamente significativo en el nivel de

expresion del gen mepA con respecto a los aislamientos parentales.

La sobreexpresion de mepA evidenciada en los aislamientos resistentes a TIG
estudiados en esta tesis, concuerda con resultados obtenidos por otros autores, que han
evaluado la expresion de mepA en S. aureus, luego de la exposicion a diversos sustratos.
En el trabajo de McAlesse y col. (McAleese y col., 2005) se detecté un aumento en la
expresion del gen mepA en mutantes de S. aureus resistentes a TIG obtenidos in vitro.
Por otra parte, Kaatz y col., encontraron un nivel aumentado de expresion de mepA en S.
aureus expuestos a norfloxacina y a moxifloxacina méas BE (Kaatz y col., 2005). En ese
caso, el andlisis de las mutantes de S. aureus que sobreexpresaron el gen mepA, reveld
al igual que nuestros resultados, mutaciones en MepR y la introduccioén de un codén de

stop prematuro con la produccién consecuente de una proteina truncada.

Se ha demostrado que MepR ejerce su accion represora sobre la bomba de eflujo
MepA por su unién especifica sobre el gen mepA, evitando de esta manera que se lleve
a cabo su transcripcidn, con la consiguiente represion de la produccién de la proteina
MepA. Se ha visto también, que en presencia de sustratos de MepA se altera la
interaccion de MepR con su region especifica en mepA, aumentando por lo tanto la

expresion de este gen (Kaatz y col., 2006).

En un estudio llevado a cabo por Kumaraswami y col., se determind la estructura
secundaria de MepR, representada por 6 hélices a y dos laminas B (Kumaraswami y
col., 2009). Teniendo en cuenta esta estructura, se pudo observar que la mayoria de las
sustituciones de aminodcidos en MepR detectadas en los SARTm (4/6) se encontraron
en la regién del dominio de unién a mepA, integrado por las hélices a3, a4, Bl y p2. De
esta manera, la alteracion aminoacidica en el sitio de unién al ADN, podria tener
implicancia sobre la alteracion de la interaccion de MepR con mepA, lo que conduce a
una desregulacion en la expresion de mepA, llevando a un incremento en la actividad

eflujo.
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Por otro lado, el analisis de aislamientos clinicos de S. aureus, asi como también
de cepas seleccionadas in vitro que sobreexpresan el gen mepA, han mostrado tener una
relaciéon con la funcién defectiva del represor MepR. Sin dudas, esta pérdida de la
funcion se ha relacionado con la produccién de una proteina truncada o a la presencia de
sustituciones de aminoacidos que afectan la interaccién de MepR con mepA (Schindler
y col., 2013b). A diferencia de lo hallado en esta tesis, estos autores no encontraron
mutaciones en el dominio de unién de MepR, sino en el sitio que conecta el dominio de

dimerizacion con el dominio de union.

Se ha reportado ademas, que aislamientos clinicos de S. aureus expuestos a bajas
concentraciones de diversos agentes biocidas y colorantes, ya sea en un simple paso o
por incremento gradual de las concentraciones, han sobreexpresado genes codificantes
de diversas bombas de eflujo con predominancia de mepA. La sobreexpresion de mepA
en estos casos, fue asociada a mutaciones puntuales en el gen mepR, alterando su
actividad regulatoria. Las principales alteraciones encontradas en estos casos en el gen

mepR, fueron la aparicién prematura de un codén de terminacién (Huet y col., 2008).

Por todo lo expuesto, pareceria claro entonces que las diversas alteraciones en
MepR podrian dar como resultado una alteracion funcional en la proteina, afectando su
actividad represora sobre mepA, permitiendo de esta manera su transcripciéon y
sobreexpresion en los SARTm, como consecuencia de la exposiciéon a TIG. Por otra
parte las mutaciones encontradas en MepA podrian estar contribuyendo con el
incremento de actividad eflujo al afectar la interaccion entre mepA y MepR o alterando

la funcionalidad de la bomba de manera directa.

La bomba de eflujo NorB confiere resistencia a tetraciclinas y fluoroquinolonas
entre otros agentes antimicrobianos, y se ha observado ademads, mediante un modelo de
absceso subcutdneo en ratones, que desempefa un rol en el fitness y la patogénesis de S.
aureus (Ding y col., 2008). Debido a que TIG es un antibidtico derivado de las
tetraciclinas, podria ser también un sustrato para esta bomba, razén por la cual se
incluy6 para el estudio molecular. Como resultado del analisis comparativo de las
secuencias nucleotidicas del gen norB, se observo un 100% de homologia entre las
secuencias de los SARTm y las correspondientes a los aislamientos parentales. Sumado
a esto, en los ensayos de cuantificacion por RT-qPCR realizados en dos parejas de

aislamientos, no se observé un aumento de la expresion de esta bomba.
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El andlisis de la expresion del gen norB en el par 2028p-2028m mostré una
disminucion significativa en la expresion de este gen en la cepa mutante con respecto a
la parental. En el otro par de cepas estudiado (94159p-94159m), si bien no se obtuvo
una diferencia estadisticamente significativa, se puede observar una tendencia a un
menor nivel de expresion en la cepa mutante. Se podria postular que esta disminucién
de la expresion de la bomba de eflujo NorB estaria probablemente compensando el

aumento en la expresion de MepA, ya que comparten algunos sustratos.

Es importante resaltar entonces que la exposicion a diversos agentes
antimicrobianos (TIG, y algunas fluoroquinolonas, entre otros), puede llevar a la
seleccién de mutantes que sobreexpresen la bomba de eflujo MepA en aislamientos
clinicos de S. aureus. Ademds, debido a que esta bomba de eflujo tiene como sustratos
también a una variedad de agentes biocidas, la resistencia a los mismos le daria la
capacidad a estos aislamientos de sobrevivir y persistir en ambientes quimicamente mas
hostiles, como el hospitalario, con el consecuente riesgo en los pacientes de adquirir

estos organismos.

203






CAPITULO 5

Evaluacion de la movilizacion de IS256. Secuenciacion

de genomas completos y analisis de mutaciones



Capitulo 5 - Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

5.1- Evaluacion de la transposicion de la secuencia de insercion I1S256

Con la finalidad de evaluar si la presion selectiva ejercida por TIG sobre los
aislamientos de S. aureus estudiados tiene consecuencias sobre la transposicion de la
secuencia de insercion IS256, se llevaron a cabo ensayos mediante Southern blot, para
detectar la presencia y distribucioén de IS256 a lo largo del cromosoma. Estos ensayos se
realizaron en las cepas 94159 y 2028 tanto parentales como mutantes resistentes a TIG.
Se utiliz6 una sonda especifica para [S256, y se hibrid6 sobre el perfil de
macrorestriccion obtenido por PFGE con la enzima Smal y el perfil de restriccion
obtenido con EcoRI. Ademds, el nivel de expresion del gen que codifica para la enzima

transposasa de 1S256 (tnp) se determiné mediante RT-qPCR.

5.1.1- Deteccion de IS256 por PCR

Se amplific6 mediante PCR el gen de la transposasa (tnp) de 1S256, con la

finalidad de generar sondas especificas para la realizacion posterior de Southern blot.

Se prepar6 la siguiente mezcla de reaccion para un volumen final de 25 pL.

Reactivos Concentracion inicial ~ Volumen (uL) Concentracion final
H,0 milliQ - 14,25 csp 25 uL
Buffer 10 X 2,5 1X
MgCl, 25 mM 5 5 mM
dNTP 10 mM 0,5 200 uM
1S256-1 10 uM 0,75 0,3 uM
1S256-2 10 uM 0,75 0,3 uM
ADN 50 ng/uL 1 2 ng/uL
Tagq pol 5 U/uL 0,25 1,25U

csp: cantidad suficiente para preparar.
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En cada tubo de PCR se adicion6 24 pL. de la mezcla de reaccion y se agreg6 1 pl
de ADN. Se utilizaron los oligonucleétidos descriptos por Valle y col., (Valle y col.,
2007), cuyas secuencias se muestran en la Tabla 43. Se sigui6 el siguiente protocolo de

ciclad.

Protocolo de ciclado

94°C.....5 min
94°C.....30 seg
50°C.....30 seg 30 ciclos

72°C.....1 min 30 seg

72°C.....10 min

Tabla 43. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para la deteccién de 1S256.

. " . P Tamaiio de
Oligonucleotidos Secuencias (57 - 3") amplicon (pb)
1S256-1 CCGACAAAGTCAACGAAA
1S256-2 GGCTGATGTTTGATTGGG 922

5.1.2- Southern blot sobre el perfil de restriccion obtenido con Smal
5.1.2.1- Transferencia del ADN

Posteriormente a la realizacion de PFGE (descripto en Capitulo 2), el gel de
agarosa obtenido se corté de manera de eliminar las dreas no deseadas y se llevé a cabo
la depurinizacién de los fragmentos de ADN. Para esto, se traté el gel con HCI 0,2 N
durante 15 min, con agitacion constante. Luego, se lavd con agua destilada y se
realizaron dos lavados de 15 min cada uno en una solucién de NaCl 3 M y NaOH 0,4 N,
para lograr la desnaturalizacion del ADN. Posteriormente, se transfiri6 el ADN
contenido en el gel de agarosa, a una membrana de nitrocelulosa Hybond TM-N+.
Previo a esto, se procedi6 a cortar la membrana del tamafio adecuado segun el gel y se
equilibré en buffer de transferencia (NaOH 8 mM, NaCl 3 M) y se armé un sistema para

lograr la transferencia (equipo blotting). Este consistié en colocar en un recipiente con
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buffer de transferencia, un puente de papel secante, el gel y por encima la membrana. Se
cubri6 con dos papeles blot saturados en buffer de transferencia (Extra Thick Blot Bio-
Rad), y por encima se colocaron aproximadamente 80 hojas de papel de filtro del
mismo tamafio que el gel. Por encima se colocé un vidrio, y sobre éste, un peso para
ejercer presion. Se cubri6 todo el sistema con papel aluminio para evitar evaporacion, y
se dejé toda la noche a temperatura ambiente para lograr la transferencia. La
composicion de los buffers utilizados en todo el proceso se encuentran descriptos en la

seccion de Anexos.

Como control de la transferencia, el gel de agarosa se tifié nuevamente con BE 0,5
ng/mL, para ver ausencia de las bandas inicialmente presentes. Posteriormente, se lavd
la membrana con buffer fosfato 0,25 M pH = 7,00. Se secé la membrana en estufa a
80°C, durante 10 min, para lograr la fijacion del ADN transferido (Green y Sambrook,
2012).

5.1.2.2- Preparacion de sondas

Para obtener la sonda especifica, los productos de amplificacion tmp de 1S256
obtenidos por PCR, se marcaron al azar con digoxigenina, siguiendo las
recomendaciones del kit comercial DIG High Prime DNA Labeling and Detection
Starter Kit Il (Roche Applied Science, Germany). Para ello, se desnaturalizaron 16 pL
de ADN a marcar a una concentracion de entre 10 ng y 3 pg, mediante calentamiento en
bafio de agua a 100°C durante 10 min y se enfrié en hielo rdpidamente por 2 min. Se
homogeneizé el vial 1 Dig-High Prime y se agregaron 4 pl. del ADN desnaturalizado.
Se mezcld y se incubd toda la noche a 37°C. Se terminé la reaccién de marcacion por

calentamiento a 65°C durante 10 min.

5.1.2.3- Hibridacion

Se calcul6 la temperatura de hibridaciéon mediante la siguiente férmula.
Tm =49,82 + 0,41 (%CG) — (600/longitud de la sonda en pb)

T° 6ptima = Tm — (20 a 25°C)
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Se precalent6 un volumen apropiado de DiG Easy Hyb (10 mL cada 100 cm® de
membrana) y se llevd a cabo una pre-hibridacion, durante 30 min en agitacién. Se
utilizaron 25 ng de sonda por cada mL de DiG Easy Hyb. Se desnaturalizé la sonda
marcada, calentando 5 min a ebullicién y enfriando rdpidamente sobre hielo. Se agregd
la sonda desnaturalizada a DiG Easy Hyb (3,5 mL por cada 100 cm” de membrana) y se
mezcl6 completamente. Se descart6 la solucién de pre-hibridacion y se agregé la sonda.
Se realiz6 la hibridacién, con agitaciéon en horno de hibridacién, durante 4 h a la
temperatura 6ptima calculada. Posteriormente, se realizaron diferentes lavados, que
consistieron en lavar 3 veces durante 5 min en SSC 2 X, SDS 0,1% a 15-25°C en
agitacion y 3 veces durante 15 min en agitacién constante con SSC 0,5 X, SDS 0,1%,

previamente precalentado a 65°C.

5.1.2.4- Deteccién inmunolégica

Se humedecié la membrana en buffer de lavado durante 1 a 5 min y se incubd
durante 30 min en solucién de bloqueo, luego se incubd durante 30 min en 20 mL de
solucion de anticuerpo (diluido 1:10 000 en solucion de bloqueo). Se lavo dos veces
durante 15 min en buffer de lavado y se equilibré por 2 a 5 min en buffer de deteccion.
Posteriormente, se coloc6 la membrana sobre film y se dejé durante 5 min a 15-25°C.
Se incub6 luego a 37°C durante 10 min para aumentar la reaccién luminiscente. Se

revel6 mediante exposicion en pelicula fotogréfica.

5.1.3- Southern blot a partir del perfil de restriccion obtenido con EcoRI
5.1.3.1- Digestion con EcoRI

La digestion del ADN bacteriano se realizé con la enzima de restriccion EcoRI.
Se llevo a cabo en un volumen total de 20 pL, conteniendo 2 pL. de buffer EcoRI 10 X
(Thermo Fisher Scientific), 1 pL. de EcoRI (Thermo Fisher Scientific), 5 pL. de ADN y
12 pLL de H,O milliQ. Se incubd a 37°C overnight. Los fragmentos de ADN obtenidos
fueron resueltos realizando una corrida electroforética en gel de agarosa al 0,7% en

buffer TBE 0,5 X durante 5 h.
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5.1.3.2- Transferencia del ADN

La transferencia de los fragmentos de ADN obtenidos luego de la digestién con
EcoRlI se realiz6 en un equipo Transblot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad). Para el
ensamblado de la unidad de transferencia se saturaron dos papeles de blot (Extra Thick
Blot, provistos por el equipo comercial) en buffer TBE 0,5 X. Se cort6 la membrana de
transferencia (Zeta-Probe) y se equilibré durante al menos 10 min. El gel, la membrana
de transferencia y los papeles blot deben tener el mismo tamaifio. Se eliminé el exceso
de buffer del papel blot y se apoy6 en la superficie del anodo de platino. Con una pipeta
limpia se eliminaron las burbujas que pudieran quedar atrapadas en el papel. Por encima
del papel se coloc6 la membrana de transferencia equilibrada, asegurandose que todos

los bordes estuvieran alineados.

Posteriormente, se coloco el gel sobre la membrana. Se tomo el segundo papel, se
eliminé el resto de buffer y se coloco sobre el gel. Se agregaron 15 mL de buffer de
transferencia (TBE 0,5 X). Se coloc6 el soporte de la estructura sobre toda la pila de
gel/membrana/papel blot y se conectd el citodo y toda la unidad a una fuente de poder.
Debido a que se utiliz6 un gel de 85 cm?, la transferencia se realizé durante 10 min a

300 mA.

Luego de transcurrido el tiempo de transferencia, se desarmé toda la unidad y se
descart6 el papel blot, recuperando la membrana. Se lavé la membrana con buffer SSC 2

X.

Para lograr la fijacion del ADN, se saturé un papel blot con NaOH 0,4 N y se
colocd la membrana sobre la almohadilla saturada durante 5 min. Se volvié a lavar la
membrana con buffer SCC 2 X. Posteriormente, se secé la membrana en estufa a 80°C
durante 30 min. Luego se fij6 el ADN a la membrana mediante exposicion a la luz UV

durante 10 seg.

Se llevé a cabo la hibridacién con la sonda de tp de 1S256 de la misma manera

como se menciond en el punto 5.1.2.3.
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5.2- Evaluacion del nivel de expresion del gen codificante de la

transposasa (tnp) de 1S256

Se llevé a cabo RT-qPCR para evaluar la expresion del gen codificante de la
transposasa de IS256 en las cepas en estudio (94159 y 2028) y detectar diferencias entre

la cepa parental y su mutante resistente a TIG.

La extraccién del ARN, y la RT-qPCR se realizé6 de la misma manera que se
describi6 en materiales y métodos del Capitulo 4. La amplificacion por q-PCR del gen
tp se llevo a cabo utilizando los oligonucleétidos descriptos por Valle y col., (Valle y

col., 2007), cuyas secuencias se muestran en la Tabla 44.

Tabla 44. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para la amplificacién de tnp por

qPCR.

Tamano de
Oligonucledtidos Secuencias (57 - 3") amplicon
(pb)
tnpFw GGATTCGAAGACGCCTTTCAA
mpRv GATTCAGTCGTTCAATTAGATTGGTACTC 85

5.3- Secuenciacion de genomas completos

Las cepas 94159 y 2028, tanto parentales como mutantes resistentes a TIG fueron
seleccionadas para realizar la secuenciaciéon completa de sus genomas, utilizando la
metodologia de Whole Genome Sequencing (WGS) con la plataforma de Illlumina
MiSeq, en el servicio de secuenciacion de Genome Quebec en Montreal, Canada. El
andlisis in silico de las secuencias obtenidas se realizO mediante herramientas
bioinformaticas, focalizando el analisis en el estudio de alteraciones en la movilizacion

de secuencias de insercion y en la busqueda de mutaciones en diversos genes de interés.

La plataforma de [lumina MiSeq utiliza un método de secuenciacion por sintesis
con terminadores reversibles. En este caso, se requiere la extraccion de ADN gendmico

para posteriormente dividirlo en fragmentos y construir una biblioteca gendémica. Estos
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fragmentos se unen a una superficie sélida conocida como flow cell, donde se adicionan
secuencias adaptadoras, que permitirdn realizar la amplificacién de estas regiones por
PCR en fase sdlida. Posteriormente, se produce la amplificaciéon clonal de estos
fragmentos, generando lo que se denomina clusters. Luego de la amplificacién se
obtendran mds de 40 millones de clusters que contienen cada uno aproximadamente
1000 copias clonales de la molécula usada como templado. Se lleva a cabo luego la
secuenciacion masiva en paralelo de estas moléculas, empleando un método de
secuenciacion de ADN por sintesis, que emplea terminadores reversibles con
marcadores fluorescentes removibles y en presencia de una ADN polimerasa especial
que permite incorporar estos terminadores a la cadena de oligonucledtidos en
crecimiento. Las secuencias terminadoras son unidas a marcadores fluorescentes de
cuatro colores distintos para poder distinguir entre las diferentes bases nitrogenadas y
las posiciones que éstas ocupan. La secuencia del templado de cada cluster se deduce
mediante la lectura del color en cada etapa de adicién sucesiva de nucledtidos
(Morozova y Marra, 2008; Bennett, 2004). Como resultado del proceso de
secuenciacion se obtiene un gran numero de secuencias cortas (250 pb en promedio) de
los distintos fragmentos clonados de ADN denominadas reads. Cuanto mayor es el
nimero de reads obtenidos, mayor serd la probabilidad de que se haya secuenciado la
totalidad del genoma. Una vez obtenidas las distintas secuencias se realiz6 el control de
calidad de los reads mediante el programa FastQC

(http://www .bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc).

5.3.1- Ensamblaje de los fragmentos de ADN

El proceso por el cual se ordenan todos los fragmentos obtenidos en una secuencia
mas larga (contigs) se denomina ensamblaje. Para ensamblar los reads obtenidos
durante la secuenciacién y obtener los distintos contigs se realiz6 un ensamblaje de
novo, utilizando el programa SPAdes (http://bioinf.spbau.ru/spades) (Bankevich y col.,
2012).
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5.3.2- Anotacion de secuencias

Una vez realizado el ensamblaje de las secuencias se llevd a cabo la anotacién del
genoma. Este proceso comprende dos etapas, por un lado la anotacién estructural, que
incluye la prediccidn de regiones codificantes y por otro lado, la anotacién funcional,
donde se asigna una informacién bioldgica a los genes previamente identificados. La
anotacion del genoma se llevo a cabo mediante el programa PROKKA (Seemann, 2014)
y a través del servidor RAST v.4.0 (Rapid annotation using subsystem tecnology,

http://rast.nmpdr.org/www) (Aziz y col., 2008).

5.3.3- Analisis de secuencias de insercion

La exploracion del genoma con la finalidad de detectar diferencias en el contenido
de IS, entre las cepas parentales y mutantes resistentes a TIG se llevo a cabo mediante el
software 1Sseeker (http://github.com/JCVI-VIRIFX/ISseeker) (Adams y col., 2016).
También se identificaron las regiones flanqueantes a las IS en los genomas de las cepas

evaluadas.

5.3.4- Andlisis comparativo de las secuencias

Se realiz6 el anélisis comparativo de las secuencias de los genomas de las cepas
parentales y mutantes resistentes a TIG, buscando mutaciones o cualquier tipo de
alteraciones nucleotidicas que resalten una diferencia en los SARTm con respecto a las
cepas parentales. La busqueda de mutaciones se hizo mediante el programa SnpEff
(Genetic variant annotation and effect prediction tool box, snpeff.sourceforge.net)

(Cingolani y col., 2012).
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RESULTADOS

5.1- Evaluacion de la transposicion de la secuencia de insercion 1S256

El perfil de hibridacién obtenido por Southern blot a partir de la macrorestriccion
con Smal, en los dos SARTm analizados (94159m y 2028m) resulté ser idéntico al de
sus correspondientes aislamientos parentales. Por el contrario, al analizar el perfil de
hibridacién obtenido a partir de la restriccion con EcoRI, se pudo observar un aumento
en el nimero de bandas de IS256 en la cepa 2028m con respecto a su cepa parental

(Figura 29).

Figura 29. A) PFGE, digestion realizada con Smal. B) Southern blot a partir de PFGE
con sonda especifica para IS256. C) Southern blot a partir de restricciéon con EcoRI con
sonda especifica para 1S256. 1: 94159p, 2: 94159m, 3: 2028p, 4: 2028m.
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5.2- Evaluacion del nivel de expresion del gen codificante de la

transposasa (tnp) de 1S256

Se realiz6 RT-qPCR para analizar el nivel de expresion del gen tnp en las cepas
2028 y 94159 parentales y mutantes resistentes a TIG. Se observé un aumento
significativo en la expresion del gen tmp en la cepa 2028m con respecto a su cepa
parental (p = 0,0082; test de Student). En la cepa 94159m también se ve un aumento en
la expresion del gen tnp, si bien el andlisis estadistico no arroj6 una diferencia
significativa entre parental y mutante (p = 0,2616; test de Student). Los resultados
obtenidos por RT-qPCR concuerdan con los observados en el Southern blot luego de la
restriccion con EcoRI (Figura 30). En la Tabla 45 se muestran los valores promedios de

NRQ.

Tabla 45. Promedios de NRQ para el gen mepA.

NRQ mepA
Cepas
Promedio )4
94159p 0,54
0,2616
94159m 0,70
2028p 1,20
0,0082
2028m 2,01

p: parental, m: mutante.
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Figura 30. Nivel de expresiéon del gen tnp por RTqQPCR. NRQ: Cantidad relativa
normalizada. Las barras representan la media de 3 determinaciones. ** p = 0,0082. P:
parental, M: mutante.

5.3- Secuenciacion de genomas

5.3.1- Caracteristicas generales del genoma

La secuenciacion completa del genoma de las cepas 94159 y 2028 parentales y
mutantes resistentes a TIG se realizé mediante la plataforma de Ilumina MiSeq. En la
Tabla 46 se muestran los resultados de los pardmetros métricos obtenidos luego del
ensamblaje del genoma. El N50 es una medida de la calidad del ensamblaje y representa
la longitud del contig mas pequefio dentro de los de mayor tamafo, que es necesario
para cubrir el 50% del genoma. Para calcularlo se ordenan los contigs de mayor a
menor, se suman en ese orden hasta alcanzar el 50% del tamaino del genoma, la longitud
del dltimo contig anadido es el valor N50. Los valores obtenidos de todos los

parametros se correlacionan con una buena calidad del ensamblaje del genoma.
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Tabla 46. Métrica del ensamblaje de genomas completos.

94159p 94159m 2028p 2028m

Longitud del genoma (pb) 2942067 2785222 2929530 2964920
Contigs > 1000 pb 59 38 69 77
NS0 (pb) 199 998 138 537 95 394 92411
N° de contigs en N50 4 5 10 11
Contenido de GC (%) 32,89 32,78 32,82 32,80
CDS 2 609 2 547 2671 2671

CDS: secuencias de ADN codificantes.

5.3.2- Analisis de secuencias de insercion

El andlisis de las IS llevado a cabo mediante el programa ISseeker revelo un
aumento en el nimero de copias de la IS256 en ambas cepas mutantes en comparacion
con los aislamientos parentales. El resto de las IS encontradas no mostraron cambios en
el nimero de copias entre cepas mutantes y parentales (Tabla 47). ISseeker identifica
los extremos de IS (> 97% de identidad) en los bordes de los contigs y anota las
regiones flanqueantes basado en alineamiento de estas regiones con un genoma de
referencia. Ademads se analizaron las localizaciones de las IS, encontrandose en algunos
casos en regiones intergénicas, mientras que en otros casos se localizan dentro de un

gen (Tabla 48 y 49).

En la cepa 94159m, un nuevo sitio de insercion de IS256 se localiz6 en la region
upstream del gen walR, mientras que en la cepa 2028m se ubicé en la region

downstream del gen codificante de una hemoperoxidasa putativa.
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Tabla 47. Numero de copias de IS presentes en los genomas analizados.

IS de S’“IS’I’)W lococcus | 941595 94159m 2028p 2028m
15256 12 14 29 31
1S7181 6417 6+17 243 243
1S7182 0 0 6427 6427
1S1272 2 2 2 2
1S431 I 1 2 2
1SSaul 0 0 0 0
ISSau? 3 3 2 2
1SSau3 10% 10% 21 21
1S Saud 0 0 0 0
ISSaus T T 3 3
ISSau6 1 1 0 0
ISSaus 2 2 4 4
1SSau9 0 0 0 0
1SSep] % 1 I 1
ISSep2 T 1 T 1
ISSep3 0 0 0 0
1SShal 0 0 0 0

*Secuencia parcial de IS dentro de un contig (> 97% de identidad). En color rojo se destaca el
nimero de copias de IS256 presente en la cepa mutante.
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Tabla 48. Localizaciones de IS256 en la cepa 94159 parental y mutante resistente a

TIG.

94159 pym 0415 m
(sitios compartidos entre parental y i ! »
mutante) (nuevos sitios de insercion)
mecR1 tRNAasp - walR

Familia DASS de anion divalente

(simporter Na+) — proteina hipotética proteina hipotética - proteina hipotética

clpB (proteasa ATP dependiente) — O
acetil transferasa

ABC superfamily ATP binding cassette
transpoter binding protein — proteina
hipotética

proteina de union al ADN putativa —
proteina hipotética

glcT (antiterminador transcripcional) —
proteina portadora de aminoacidos

Dehalogenasa haloacida tipo hidrolasa —
proteina de membrana

Proteina hipotética — opp2B (proteina de
membrana)

Proteina hipotética — phoH

Proteina hipotética — proteina hipotética (2
copias)

Proteina hipotética

p: parental, m: mutante. Sitios de insercion intergénicos y genes interrumpidos en color rojo.
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Tabla 49. Localizaciones de IS256 en la cepa 2028 parental y mutante resistente a TIG.

. 2028 pym 2028 m
(sitios compartidos entre parental y .ee . ..
(nuevos sitios de insercion)
mutante)
WilR — mecl Hemoperoxidasa putativa- proteina

hipotética

tetR familia de proteinas reguladoras — N

) .. . ) Proteina hipotética
hidroxiarilamina O acetil transferasa P

azoR (NADH azoreductasa dependiente
de FMN) — gamma-glutamiltranspeptidasa

setl3 (exotoxina 13) — set12 (proteina tipo
superantigeno)

Lipoproteina tandem Staphylococcal -
tandem lipoproteina

sdrD — sdrC

Proteina integral de membrana — araC

Familia G3E GTPasa putativa — mgrA
(regulador transcripcional familia mar)

nuc (termonucleasa precursora de
Staphylococcus)

leuA (proteina relacionada a
isopropilamato sintasa)

Sensor histidina kinasa hipotético

tktA (transketolasa) — proteina hipotética

Cadena ramificada de permeasa de
aminoécido BrnQ1 — transposasa

yyhQ (proteina de membrana) — proteina
hipotética

zinc metalopeptidasa neutral putativa —
mazG

Proteina hipotética — aroC

Upstream rot (represor de toxinas)

arsR (represor del operdn de resistencia a
arsénico) — piridina nucleétido disulfido
oxido-reductasa

Subunidad pequeia de terminasa de
bacteri6fago — proteina hipotética

sprT — ARNt Leu

higC — higA
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gtaB — sarH1

Proteina hipotética (2)

Proteina de membrana (3)

Proteina hipotética — proteina hipotética

2)

p: parental, m: mutante. Sitios de insercion intergénicos y genes interrumpidos en color rojo.

5.3.3- Analisis comparativo de las secuencias de los genomas

Se analizaron los genomas en busca de alteraciones nucleotidicas producidas
como consecuencia de la presion selectiva de TIG. En las Tablas 50 y 51 se describen
las mutaciones encontradas en las cepas mutantes. Para la cepa 94159 se tom6 como
referencia la cepa S. aureus N315 (N° de acceso en GenBank, BAO000O18.3), mientras
que para la cepa 2028 se usé la cepa S. aureus TW20 (N° de acceso en GenBank,

NC_017331).

Se confirmo la presencia de las mutaciones halladas en mepA y mepR que habian
sido detectadas mediante la secuenciacion de dichos genes (ver Capitulo 4). Ademas, se
pudo observar la presencia de una mutacion en el gen rpsJ en la cepa 94159m. Este gen
codifica para una proteina ribosomal S10 en la subunidad 30S del ribosoma y se ha
asociado a resistencia a TIG en S. pneumoniae (Lupien y col., 2015). En total se
encontraron 7 mutaciones puntuales en el genoma de la cepa 94159m y 6 en el de la

cepa 2028m.
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Tabla 50. Mutaciones detectadas con SnpEff en la cepa 94159m.

Posicion e: (;Zl;jui. 94159p 94159m Gen alter:a;tdo/
el genoma N315 Mutacion
Gen mepR /
380 047 G G T codoén de stop en la posicion
25 de MepR
Gen mepA / mutacion
380 586 ¢ ¢ T Thr291le en MepA
Regioén intergénica entre el
544 239 C C A gen de una chaperonina
molecular Hsp33 y cysK
Gen AnsA / mutacion
1516 684 ¢ ¢ T Ser121Phe en af-hidrolasa
Gen hlb / mutacion
2 005 331 C C T Asn61Asn en una B-
hemolisina truncada
Gen hlb / mutacién
2 005 335 A A G Asn63Gly en una -
hemolisina truncada
Gen rpsJ / mutacién
2308 472 T T A Lys57Met en una proteina

ribosomal S10

*Posicion en el genoma de la cepa de referencia. En negrita: gen rpsJ asociado a resistencia a

TIG.

Tabla 51. Mutaciones detectadas con SnpEff en la cepa 2028m.

<oz Cepa S.
Posicion en aureus 2028p 2028m Gen altel.'a’ldol
el genoma* TW20 Mutacion
Gen sbnB / mutacion
140 595 C C T Pro52Ser
Gen mepR / mutacion
432569 G G A Arg79His en MepR
432 945 C C T Gen mepA / Thr291le en
MepA
433 719 A A G Gen mepA / Glu287Gly en
MepA
STW?20-12 200 / mutacién
129 6710 G G A Gly130Asp en una
dihidroacetona kinasa
2 078 045 C A C Regioén intergénica entre

purB 'y scpA

*Posicion en el genoma de la cepa de referencia.
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DISCUSION

En este estudio, la seleccion de mutantes in vitro de S. aureus resistentes a TIG
fue lograda mediante la exposicion a concentraciones crecientes del antibidtico, a partir

de concentraciones sub-inhibitorias del mismo.

Se ha demostrado una relacion entre la exposicion a diversos antibidticos y la
movilizaciéon de secuencias de insercion. La IS256 es una secuencia de insercién
descripta en una variedad de aislamientos clinicos de S. aureus, que se encuentra
presente en multiples copias dentro del genoma (Dyke y col., 1992), pudiendo estar
flanqueando los extremos de transposones, como en el caso del Tn4001, que lleva los

determinantes de resistencia a aminoglucésidos (Lyon y col., 1987).

El stress provocado por la presion de los antibidticos puede desencadenar la
activacién o autoactivacion de la transposicion de la IS256, teniendo implicancia en la
adquisicion de resistencia a diferentes antibidticos (Nagel y col., 2011; Schreiber y col.,

2013).

En este estudio se realizd el andlisis de la movilizaciéon de la secuencia de
insercion IS256 en dos cepas SARTm, observindose un aumento en el nimero de
copias en una de ellas. El perfil de hibridacion de Southern blot, luego de la digestion
con EcoRI mostr6 un aumento en el numero de bandas detectadas con la sonda de
IS256, en la cepa 2028m con respecto a su aislamiento parental. Estos resultados
concuerdan con la evaluacién de la expresion del gen tnp, que codifica para la
transposasa de IS256. El nivel de expresion de este gen fue significativamente mayor en
la cepa 2028m que en el correspondiente aislamiento parental. Por otro lado, en la cepa
94159m si bien el andlisis estadistico no arrojé una diferencia significativa, se pudo
observar una tendencia a una mayor expresion de tnp en esta cepa con respecto a la

parental.

Continuando con el analisis de la movilizacion de 1S256, se evalué ademas el

nimero de copias y los sitios de inserciéon mediante el andlisis de las secuencias de los

223



Capitulo 5 - Discusion

genomas completos de las dos cepas estudiadas. En este caso, se detecté un aumento en
el nimero de copias de IS256 en las dos cepas mutantes (2028m y 94159m),
presentando cada una de ellas, dos copias extras de 1S256 en comparacién con el

aislamiento parental.

Coincidiendo con nuestros resultados, varios autores han observado un
incremento en la frecuencia de la transposicion de IS256 en S. aureus, luego de la
exposicion a antibidticos, ya sea in vitro o in vivo. En Argentina, Di Gregorio y col.,
describié un aumento en el nimero de copias de IS256 en cepas h-VISA, recuperadas
de pacientes, durante el tratamiento con VAN, y en dos cepas VISA obtenidas por
pasajes seriados en presencia de VAN (Di Gregorio y col., 2016). Por otra parte,
Schreiber y col., también demostré un aumento de la transposicién in vitro de 1S256,
luego del tratamiento con concentraciones sub-inhibitorias de cloranfenicol, linezolid y

spectinomicina (Schereiber y col., 2013).

En funcién de los resultados obtenidos en esta tesis y sumado a lo hallado por
otros autores que estudiaron el efecto de otros antibidticos, se podria decir que la
presion selectiva ejercida por TIG, también estaria asociada a un incremento en la
frecuencia de transposicion de 1S256. Este resultado tiene relevancia en el hecho de que
la presencia de multiples copias de IS256 contribuye a la variabilidad genética existente
en S. aureus, lo que permite acelerar el desarrollo de resistencia en esta especie

bacteriana (Schereiber y col., 2013).

Al realizar el anélisis de los nuevos sitios de insercion de las copias extras de
IS256 en las cepas mutantes, se pudo determinar que en la cepa 94159m la 1S256 se
localizé en la regién upstream del gen walR. Es importante recordar que esta cepa
mutante disminuy6 su sensibilidad a VAN adquiriendo un fenotipo VISA, luego de la

exposicion a TIG.

Las cepas VISA han emergido en diversas partes del mundo causando gran
preocupaciéon a nivel mundial. Se ha propuesto que el mecanismo de resistencia
involucrado se relaciona con la presencia de una variedad de mutaciones en genes
involucrados en la biosintesis de la pared celular, llevando a un engrosamiento de la

misma. La mayoria de estas alteraciones genéticas han sido descriptas en genes
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reguladores como vraSR, graSR, walKR, rpoB, cmk (Galbusera y col., 2011; Howden y
col., 2008; Shoji y col., 2011; Watanabe y col., 2011; Matsuo y col., 2013).

La transposicion de IS256 ha sido asociada con rearreglos genéticos que producen
cambios fenotipicos. Dentro de estos rearreglos se pueden producir, inactivaciones de
genes, rearreglos o reordenamientos en el ADN, deleciones cromosomales que afectan
la expresion de genes de virulencia y resistencia asociada a los genes alterados por la

insercion de la IS (Loessner y col., 2002).

El gen walR es parte del sistema regulatorio de dos componentes walKR, el cual
estd involucrado en la regulacion de genes asociados al metabolismo de la pared celular
(Delaune y col., 2011). La inserciéon de IS256 en la regién promotora de walR fue
reportado previamente, en cepas inicialmente sensibles a VAN que luego de la
exposicion al antibidtico adquirieron el fenotipo VISA. Ademads, por pérdida de la
IS256, el fenotipo VISA fue revertido nuevamente a sensible. De esta manera, se
demostré que la inserciéon de IS256 en la regién promotora de walR conduce a la
disminucién de la sensibilidad a VAN (Jansen y col., 2007; McEvoy y col., 2013). Esta
podria ser la causa por la que la cepa 94159m disminuyo la sensibilidad a VAN, pero a
diferencia de los trabajos mencionados, en nuestro caso la movilizacién de la IS256 fue
provocada por la exposiciéon a TIG y no a VAN. Este hecho pone en evidencia que la
presion selectiva ejercida por un determinado antibidtico no sélo aumenta la
probabilidad de que se adquiera resistencia al mismo antibidtico al que estd siendo
expuesto, sino que también se podria ver afectada la sensibilidad a una variedad de otros

antibioticos.

Por dltimo, se analiz6 la presencia de mutaciones en el genoma de las dos cepas
mutantes estudiadas. El nimero de mutaciones encontradas concuerda con lo hallado al
evaluar la frecuencia mutacional, ya que este pardmetro permanecid bajo, tanto en la
cepa parental como en la mutante. Estos resultados coinciden con el trabajo publicado
por Di Gregorio y col., donde la frecuencia mutacional de cepas VISA seleccionadas in

vitro fue muy parecida a la de los aislamientos parentales (Di Gregorio y col., 2016).

En la cepa 94159m se detectaron 7 mutaciones puntuales con respecto al
aislamiento parental, de las cuales, dos de ellas habian sido previamente descriptas en

este trabajo para los genes mepA y mepR.
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Del resto de las mutaciones encontradas en la cepa 94159m, la mds llamativa es
una detectada en la posicion 170 del gen rpsJ, que produjo un cambio Lys57Met en la
proteina traducida. El gen rpsJ codifica para una proteina ribosémica S10. Mutaciones
en la posicién 178 de éste gen han sido reportadas en dos mutantes de S. pneumoniae
resistentes a TIG. En dichos aislamientos no se encontraron alteraciones que indiquen la
presencia de un mecanismo de eflujo por lo que la resistencia adquirida a TIG fue
asociada a la mutacion en el gen rpsJ entre otras halladas en el ARNr 16S (Lupien y

col., 2015).

Ademéds, en dos mutantes de Enterococcus faecium con sensibilidad disminuida a
TIG seleccionadas in vitro, se encontré también una mutacién en el gen rpsJ, que dio
lugar al cambio Asp60Tyr en la proteina S10 (Cattoir y col., 2015). Por otra parte, en
aislamientos clinicos de K. pneumoniae también se detect6 una mutacién en el
aminodcido 57 (valina en K. pneumoniae) de la proteina ribosomal S10, que en este
caso cambié a leucina y fue asociada con resistencia a TIG en dichos aislamientos. Se
ha sugerido en estos casos que la mutacién en la proteina ribosomal S10 podria alterar
la estructura del ribosoma, cercano al sitio de unién de TIG en la subunidad 30S, o
afectar la interaccidn con iones Mg+2, necesarios para la unién del antibiético, llevando
a una unioén mas débil de TIG al ARNr 16S, con la consecuente disminucién de la

sensibilidad (Villa y col., 2014).

En la cepa 2028m se detectaron 6 mutaciones puntuales con respecto al
aislamiento parental y también se encontraron las mismas mutaciones en el gen mepA y
mepR que ya habian sido detectadas previamente en este trabajo por secuenciacion de
los genes. Ademds de estas mutaciones se encontraron alteraciones en otros genes, pero

no fueron asociadas con la reduccion en la sensibilidad a TIG.

Al observar los resultados obtenidos en esta tesis se podria postular que el
mecanismo de resistencia a TIG en los aislamientos de S. aureus estudiados, estd
relacionado en primer lugar con un incremento en la actividad de la bomba de eflujo
MepA, desencadenado por la presencia de mutaciones en los genes mepA y en su
regulador de expresion mepR. La mutacion en el gen rpsJ encontrada en una de las

cepas podria estar contribuyendo también a la resistencia adquirida a TIG.
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Se lograron obtener 12 mutantes de S. aureus resistentes a T1G, seleccionados in
vitro, mediante pasajes seriados con concentraciones crecientes del antibidtico.
Estas mutantes aumentaron entre 16 y 128 veces la CIM de TIG y mantuvieron
estable el fenotipo de resistencia, luego de la realizacion de pasajes seriados en

medio de cultivo libre del antibidtico.

El método de eficiencia de plaqueo para seleccionar mutantes resistentes, por
exposicion a concentraciones puntuales del antibidtico, no dio resultados para la

seleccion de mutantes resistentes a TIG.

La capacidad de seleccionar resistencia, debido a la presion selectiva ejercida
por TIG, puede ocurrir tanto en aislamientos de SARM como en SASM, ya que
5/12 mutantes se originaron a partir de aislamientos de SARM y 7/12

correspondieron a aislamientos de SASM.

La presion selectiva ejercida por TIG puede provocar cambios en la sensibilidad
a otros antibioticos, ademds de TIG. En una cepa mutante (497m) se produjo un
aumento en la sensibilidad a OXA, categorizdndose como sensible a este
antibidtico, a pesar de ser portadora ain del gen mecA (al igual que su
correspondiente cepa parental). En otra cepa mutante (94159m), se observé un
cambio en el perfil de sensibilidad a OXA, FOX y VAN. Esta cepa aumento la
CIM de OXA y FOX. Lo maés destacado fue el cambio evidenciado en la

sensibilidad a VAN, pasando de ser sensible, a desarrollar un fenotipo VISA.

Mediante el estudio de la cinética de muerte en los aislamientos parentales, se
confirmo el poder bacteriostatico de la TIG, mostrando muy buena actividad in
vitro a la concentracion correspondiente al doble de la CIM, a las 24 h de
exposicion, donde ejercié una disminucién del 99% (-1 y -2 log) en el recuento

de células viables en 19/20 aislamientos de S. aureus estudiados. De acuerdo a

229



Conclusiones

nuestros resultados, TIG podria ser una opcidn ttil en las infecciones causadas
por SARM, donde no se requiera actividad bactericida, teniendo en cuenta el
sitio de infeccidn, para poder lograr una buena penetracion en los tejidos y

alcanzar las concentraciones necesarias.

Las cepas mutantes resistentes a TIG mostraron algunas diferencias
significativas en la cinética de muerte de TIG, respecto a los aislamientos
parentales. Se detectaron mayores diferencias en la velocidad de muerte a las
menores concentraciones ensayadas, en las cuales las cepas mutantes se
muestran mas refractarias a la accion antibacteriana. En general, las diferencias
entre parentales y mutantes estuvieron dadas por una menor magnitud de la

velocidad de muerte de la cepa mutante a las 24 h de incubacion.

Los aislamientos de S. aureus parentales presentaron caracteristicas genotipicas
diferentes y pertenecieron a 7 diferentes linajes genotipicos. Por lo tanto, la
seleccion de mutantes resistentes a TIG no estd limitada a un solo tipo de fondo
genético. En el caso de los aislamientos de SARM, predominé el CC5 (4/5), el
cual estd asociado a una gran plasticidad genémica, que le permite sobrevivir en
diversos ambientes, diseminarse y adquirir determinantes de resistencia con

mayor facilidad que otros CC.

En una unica cepa mutante se evidencio la pérdida de la funcionalidad de locus
agr, con respecto a su aislamiento parental. Este hallazgo ocurrié en la misma
mutante que modifico su fenotipo a VISA (94159m, agr tipo II). La asociacién
de la pérdida de la funcionalidad del locus agr con la adquisicion de fenotipo

VISA fue documentado previamente.

La eficiencia metabdlica en las cepas mutantes resistentes a TIG, en general no
se vio afectada en gran medida. S6lo dos cepas mutantes mostraron una
velocidad de crecimiento significativamente menor que los aislamientos
parentales.

No se observaron cambios en la frecuencia mutacional, ni en el perfil de
autdlisis, en ninguna de las cepas mutantes con respecto a los aislamientos

parentales. Las cepas VISA han sido asociadas a una reducida actividad
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autolitica, sin embargo la cepa 94159m que adquiri6 fenotipo VISA, no mostrd
cambios en la capacidad autolitica con respecto a su aislamiento parental.
Por lo tanto, la adquisiciéon de resistencia a TIG no se asocid a un costo

significativo en el fitness bacteriano.

El mecanismo de resistencia a TIG, adquirido en las cepas mutantes
seleccionadas, no estd asociado a modificaciones nucleotidicas en el ARNr 168S,

el cual forma parte del sitio donde interacciona la TIG.

Mediante la evaluacién fenotipica de la actividad eflujo y el uso de inhibidores
de bombas de eflujo, se determiné que las cepas mutantes resistentes a TIG
tienen incrementada su actividad eflujo con respecto a los aislamientos
parentales, lo que permite postular una mayor expulsién de TIG del interior de la

célula bacteriana, con el consecuente incremento del valor de CIM.

El andlisis molecular permitié detectar la presencia de mutaciones en el gen
mepA, que codifica para la bomba de efluyjo MepA. Estas mutaciones
nucleotidicas produjeron alteraciones en las secuencias de aminoécidos de la
proteina traducida. Las mutaciones encontradas fueron diversas, y con diferentes
localizaciones, teniendo en todos los casos, la capacidad de afectar la
funcionalidad de la proteina.

También se encontraron mutaciones de diversas caracteristicas (transiciones,
transversiones, deleciones y adiciones) en las secuencias nucleotidicas del gen
mepR, que actda como un regulador transcripcional de mepA. Estas mutaciones
originan un abanico de alteraciones en la proteina traducida, MepR. La presencia
de alteraciones de diversas caracteristicas demuestra que, la presion ejercida por

TIG no estaria asociada a un tipo especifico de mutacion en este gen.

Las dos cepas mutantes resistentes a TIG, seleccionadas para la realizacion de
RT-gPCR, mostraron un aumento significativamente mayor en el nivel de

expresion del gen mepA, con respecto a sus respectivos aislamientos parentales.

La bomba de efluyjo NorB no estaria involucrada en la disminucién de la

sensibilidad a TIG, ya que no se encontraron diferencias nucleotidicas en las
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secuencias del gen norB entre cepas mutantes y parentales. Ademds, no se
observd un aumento en la expresion de esta bomba en los aislamientos
analizados. Por el contrario, en las mismas cepas mutantes con incremento de la
expresion de mepA se evidencié una expresion menor del gen norB. De esta
manera, es posible que el incremento en la expresion de mepA estuviera

compensando la disminucidn de la expresion del gen norB.

La presién ejercida por TIG produjo un aumento en el nimero de copias de
IS256, en las dos mutantes seleccionadas para el estudio de la movilizacion de
IS256, confirmdndose dos copias extras en cada una de ellas. Ademds, en las
cepas mutantes se detectd un incremento en el nivel de expresion del gen que

codifica para la transposasa de 1S256 (tnp).

Mediante el andlisis bioinformético de los genomas completos, no se

encontraron cambios en el nimero de copias de otras secuencias de insercion.

En la cepa 94159m, la cual adquiri6 fenotipo VISA se detecté un nuevo sitio de
insercion de IS256 en la regién upstream del gen walR. La insercion de IS256 en
la regién promotora de este gen ha sido asociado a la adquisicién del fenotipo
VISA. Por lo tanto, la movilizacién de la IS256 como consecuencia de la
exposicion a la presion selectiva con TIG, puede provocar rearreglos genéticos,
que llevarian a la modificacion de la sensibilidad a otras familias de

antimicrobianos.

El andlisis comparativo de los genomas completos permitié la deteccién de un
nimero relativamente bajo de mutaciones puntuales (sustituciones) en las dos
cepas estudiadas. Algunas de las mutaciones encontradas mediante este andlisis

se correspondieron con las halladas en los genes mepA y mepR.

En la cepa 94159m se detectd una sustitucion en la posicion 170 del gen rpsJ,
que dio como resultado un cambio Lys57Met en la proteina traducida, la cual
corresponde a la proteina ribosémica S10. Otros trabajos han asociado
alteraciones en esta proteina con disminucion de la sensibilidad a TIG, en otras

especies bacterianas.
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Buffers utilizados para PFGE

v Buffer PIV (10 mM Tris pH 8,0-0,1 M NaCl)

5 mL de solucién stock 1 M Tris, pH = 8,0 + 29,2 g de Cloruro de Sodio. Agregar agua

destilada hasta completar un volumen de 500 mL. Autoclavar.

V' Buffer EC
Tris 6 mM, pH = 8,0: 3 mL de solucién de stock 1 M Tris pH = 8,0
NaCl1M:29.2 ¢
EDTA 100 mM, pH = 8,0: 100 mL de solucién de stock 0,5 M EDTA, pH = 8,0
Deoxicolato-Na 0,2%: 1 g de deoxicolato-Na
Laurilsarcosina-Na 0,5%: 25 g de laurilsarcosina-Na
Brij-58 0,5%: 2,5 g de Brij-58

Agregar agua destilada hasta completar un volumen de 500 mL. Autoclavar.

v Buffer EC-lisis (Buffer EC + RNAsa + Lisozima + Lisostafina)

Stock 1 plug | 10 plugs | 15 plugs | 20 plugs Conc. final
Buffer EC I mL 10 mL 15 mL 20 mL 1 X Buffer EC
10 mg/mLRNAsaA | SpuL | SOuL | 75uL | 100pL ;?V*fs/ :‘k
20 mg/mL lisozima SuL | S0uL | 75puL 100 pL lﬁgoﬁrﬁL
10 mg/mL lisostafina | 5 pL 50 pL 75 pL 100 pL. Sgol: g ;innlé
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v' Buffer ES (0,25 M EDTA, pH = 9,0-Laurilsarcosina-Na)

Pesar 93,1 g de EDTA y disolver en 400 mL de agua destilada. Ajustar el pH = 9,0 por

el agregado de aproximadamente 10 g de grageas de NaOH. Agregar 5 g de

laurilsarcosina-Na. Ajustar el volumen a 500 mL con agua destilada. Autoclavar.

v Buffer ES-P (Buffer ES + Proteinasa K)

Stock 1 plug | 10 plugs | 15 plugs | 20 plugs Conc. final
Buffer ES 1 mL 10 mL 15 mL 20 mL 1 X Buffer ES
Proteinasa K I mg 10 mg 15 mg 20 mg 1 mg/mL proteinasa K

v" Buffer Pre-Smal
Tris 6 mM: 3 mL de solucién de stock 1 M pH = 8,0
MgCl,.6H,O 6 mM: 0,60993 g
KC1 20 mM: 0,7456 g

Agregar agua destilada hasta completar un volumen de 500 mL. Autoclavar.

v" Buffer TBE (Tris-Borato-EDTA) 10 X

Pesar 108 g de triazima base, 55 g de 4cido bdrico y adicionar 40 mL de EDTA 0,5 M

pH = 8,0. Agregar agua destilada hasta completar un volumen de 1 L. Autoclavar.

V" Buffer TBE 0,5 X

Tomar 100 mL de la soluciéon de stock de TBE 10 X y agregar agua destilada hasta

completar un volumen de 2 L.
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Buffers utilizados para la extraccion de ADN

v" TE (Tris-EDTA 10:1)

Tris 10 mM pH =7,5 + EDTA 1 mM pH = 8,0 (10 mL de stock Tris IM, pH=7,5y 2
mL de stock 0,5 M EDTA, pH = 8,0). Agregar agua destilada hasta 1 L y autoclavar.

e Stock Tris 1 M, pH = 8: pesar 121,1 g de triazima base y agregar 800 mL de

agua destilada. Ajustar a pH = 8 por el agregado de aproximadamente 42 mL de

HCI concentrado. Ajustar el volumen a 1 L con agua destilada. Autoclavar.

e Stock Tris 1 M, pH = 7.5: pesar 121,1g de triazima base y agregar 800 mL de

agua destilada. Ajustar a pH = 7,5 por el agregado de HCI concentrado. Ajustar

el volumen a 1 L con agua destilada. Autoclavar.

e Stock EDTA 0,5 M, pH = 8.0: pesar 186,1g de EDTA (sal dis6dica, PM = 372,2

g/mol), agregar 800 mL de agua destilada. Mezclar y ajustar el pH = 8,0 con
aproximadamente 20 g de grageas de NaOH. Ajustar el volumen a 1 L con agua

destilada. Autoclavar.

v" TES (Tris-EDTA-Sacarosa)

Buffer TE + 50% de sacarosa (50 g en 100 mL).

Buffers utilizados para la electroforesis en gel de agarosa

v' TAE (Tris-Acetato-EDTA)

Se prepara una solucién 50 X y se usa 1 X (40 mL de la solucion madre en 2 L de agua

destilada).

e TAE 50 X: 242 g de Tris base + 37,2 g EDTA-Na2.2H,0. Disolver en 57,1 mL
de 4cido acético glaciar y 800 mL de agua destilada. Llevar a pH = 8,5 con

NaOH. Llevar a 1 L y autoclavar.
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Buffers utilizados para los ensayos de autolisis

v" Buffer Glicina 50 mM-Triton X-100 0,01 %
A 50 mL de la solucién de stock de glicina 1M se le agregd 100 pL de Tritén X-100. Se
agreg6 agua destilada hasta 1 L. Autoclavar.

e Stock Glicina 1 M: pesar 75,07 g de glicina. Agregar 800 mL de agua destilada.

Llevar a pH = 8,0. Ajustar el volumen a 1 L con agua destilada. Autoclavar.

Buffers utilizados para la transferencia de geles

v" Buffer de desnaturalizaciéon 0,4 N NaOH, 3M NaCl

Pesar 35,064 g de NaCl y 3,2 g de NaOH. Disolver en 200 mL de agua destilada.

V' Buffer de transferencia 8 mM NaOH, 3 M NaCl

Pesar 70,128g de NaCl y 0,128 g de NaOH. Disolver en 400 mL de agua destilada.

V" Buffer fosfato 0,25 M pH = 7,00

Mezclar 19,6 mL de solucién de fosfato A y 60,8 mL de solucién de fosfato B. Llevar a

un volumen de 100 mL con agua destilada.

Buffers utilizados en hibridacion para Southern Blot

v" SSC 20 X: NaCl 3 M - Citrato de Sodio 300 mM pH = 7,00.

v' Washing Buffer: Acido Maleico 0,1 M - NaCl 0,15 M - pH = 7,50 - Tween 20
0,3% v/v.
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v' Maleic Acid Buffer: Acido Maleico 0,1 M - NaCl 0,15 M - pH = 7,50. Ajustar
pH con NaOH.

V' Detection Buffer: Tris-HC1 0,1 M - NaCl 0,1 M - pH = 9,50.
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