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ABREVIATURAS

- ADNdh: 4cido desoxirribonucleico doble hebra

- ADNsh: 4cido desoxirribonucleico simple hebra

- AIP: (del inglés autoinducing peptide) péptido autoinductor

- AMI-2: amidase 2 domain

- AMI-3: amidase 3 domain

- ARNdh: 4cido ribonucleico doble hebra

- ARNGsh: 4cido ribonucleico simple hebra

- ARNI: acido ribonucleico de transferencia

- ATCC: American Type Culture Collection

- BF: buffer de fagos (BF).

- CBD: dominios de union a pared

- ccr: del inglés cassette chromosome recombinase

- CDC: Centers for Disease Control and Prevention

- CHAP: cysteine- and histidine-dependent amidohydrolase/peptidase

- CLSI: del inglés Clinical Laboratory Standards Institute
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- DO: densidad optica

- EAD: dominio enziméticamente activo

- ECDC: European Centre for Disease Prevention and Control
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- FDA: Food and Drug Administration de EE. UU

- FOX: cefoxitina
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- HEEP: Hospital Escuela Eva Peron

- HPC: Hospital Provincial del Centenario

- HVR: region hipervariable

- LB: medio de cultivo Luria Bertani

- LYSO: del inglés phage lysozyme domain

- MCA: andlisis de las correspondencias multiples



MDR: multirresistentes

MH: Caldo Mueller Hinton

MHA: Agar Mueller Hinton

MLST: del inglés Multilocus sequence typing

MOI: multiplicidad de infeccién

MSA: Agar Manitol Salado

NARSA: Network on antimicrobial resistance in Staphylococcus aureus

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

OREF: del inglés, Open Reading Frame, marcos abiertos de lectura

pb: pares de base

PBP2a: proteina alternativa de unién a penicilina

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PET-M23: peptidase domain M23

PFGE: del inglés Pulse Field Gel Electrophoresis, Electroforesis en gel de
agarosa por campo pulsante

PIA: polisacarido de adhesion intercelular

PM: marcador de peso molecular

Ps: Psoriasis

PSM: modulinas solubles en fenol

PVL: Leucocidina de Panton-Valentine

S. aureus: Staphylococcus aureus

S. epidermidis: Staphylococcus epidermidis

SAMR: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina

SAMR-CA: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina de origen
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SAMR-HA: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina asociadas al medio
hospitalario

SAMS: Staphylococcus aureus sensible a meticilina

SAPIs: (del inglés Staphylococcus aureus Pathogenicity Islands) islas de
patogenicidad

SCCmec: casete de resistencia a meticilina

SDS-PAGE: Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes



ABREVIATURAS

SH3: del inglés, src Homology-3

SN: sobrenadantes

ST: sequence type

TEM: microscopia electronica de transmision

TLR2: toll like receptor tipo 2

TMS: trimetoprima — sulfametoxazol

TS: Caldo de Tripteina-Soya

TSA: Agar Tripteina-Soya

VISA: S. aureus con susceptibilidad reducida a la vancomicina

VRSA: S. aureus con resistencia completa a Vancomicina



RESUMEN

Staphylococcus aureus (S. aureus) tiene gran importancia como agente infeccioso
tanto en humanos como en animales, provocando una serie de infecciones de distinto
grado de severidad, que pueden tener implicito un riesgo a la vida. Debido al aumento de
resistencia a antibidticos -especialmente a P-lactdmicos- estas infecciones pueden
requerir cambios de los mismos, no existiendo demasiadas opciones terapéuticas. Por
ello, el uso de bacteri6fagos (fagos) y enzimas codificadas por los mismos (endolisinas)

como agentes antibacterianos, dia a dia recobra mayor interés.

Durante el desarrollo de esta tesis se aislaron 148 cepas de S. aureus de dos
origenes: hisopados nasales de personal de salud del Hospital Provincial del Centenario
(HPC) y del Hospital Escuela Eva Perén (HEEP) y de pacientes con psoriasis (Ps). Estas

cepas fueron tipificadas feno y genotipicamente.

De las muestras tomadas se aislaron 33 bacteriéfagos especificos contra S. aureus,
tanto directamente como por la induccion de profagos; de ellos se caracterizaron 7 en
detalle. También se clonaron, y purificaron tres endolisinas (lisinas) codificadas por

bacteriofagos, a dos de las cuales se les probo actividad.

En conclusion, la realizacion de este trabajo de tesis permitio la caracterizacion
parcial de cepas de S. aureus circulantes en el ambito hospitalario y en pacientes con
psoriasis. El aislamiento y caracterizaciéon de bacteriofagos especificos con actividad
litica contra esta bacteria es de importancia por su rol como agentes de biocontrol y
ademas el conocimiento de los genes codificados por los mismos nos revelan su potencial
rol como agentes de transferencia de genes patogénicos. Por ultimo, la obtencion de
enzimas liticas con capacidad de destruir numerosas cepas de S. aureus tiene un alto

interés académico y comercial.
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INTRODUCCION

El comienzo del uso terapéutico de la penicilina, “la droga maravilla” reportada por
A. Fleming en 1928, comenz0 la era de los antibioticos en 1944 y desde entonces el gran
desarrollo de la medicina moderna. Sin embargo, el uso persistente de antibidticos, la
automedicacion y la exposicion a la adquisicion de infecciones dentro de los hospitales
han provocado la aparicion de bacterias multirresistentes (MDR), que son las
responsables del 15,5% de las infecciones hospitalarias adquiridas en el mundo. El
término "ESKAPE" abarca seis de estos patdogenos con creciente resistencia a multiples
farmacos y virulencia: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y Enterobacter spp.
Los patogenos agrupados bajo este acrénimo son responsables de la mayoria de las
infecciones nosocomiales. y son capaces de "escapar" de la accion biocida de los agentes

antimicrobianos (1, 2).

Founou y col, publicaron una revision sistemdtica sobre el impacto clinico y
econdmico de la resistencia a los antibidticos en 2017, reportando que los patdgenos
ESKAPE son asociado con un mayor riesgo de mortalidad, lo que resulta en un aumento
de los costos de la atencion médica (3). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
estima que en el afio 2050 la resistencia bacteriana ocasionara 10 millones de muertes (4).
Dicha organizacion publicd, recientemente una lista en la que se incluyen a los
microorganismos ESKAPE, dentro de las 12 bacterias que necesitan urgentemente de
nuevas terapéuticas, clasificandolos en 3 categorias de prioridades: critica, alta y media;

S. aureus se ubica dentro de la categoria de prioridad alta (5).

Por lo tanto, es importante encontrar formas alternativas de tratar infecciones,
especialmente las causadas por los patdgenos ESKAPE. Una alternativa que fue utilizada
por casi 25 afios y luego dejada de lado por el surgimiento de los antibioticos, la
constituyen los bacteridfagos, depredadores naturales de las bacterias, descubiertos al
principio de 1900; otra opcidn la constituye utilizar una enzima litica derivada de los

fagos llamada “endolisina” (6, 7).

Staphylococcus aureus: generalidades y contexto historico
S. aureus es una bacteria Gram positiva, catalasa y coagulasa positiva, que puede

ser considerado tanto un comensal como un patdgeno y se encuentra presente en las fosas
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nasales en un cuarto de la poblacion general sin causar aparentemente enfermedad. Dada
su capacidad de interactuar con el sistema inmune y de ser considerado tanto un comensal
como un patdégeno, S. aureus puede ser etiquetado como “patobionte”, un
microorganismo que normalmente es comensal pero que bajo ciertas circunstancias puede
tornarse patogénico (8, 9). La fuente usual de la infeccion es la colonizacion de las fosas
nasales. La diseminacion del microorganismo en el contexto nosocomial ocurre por
aerosoles y por contacto persona-persona entre el personal hospitalario y los pacientes,
también esta diseminacion ocurriria en la comunidad y entre los miembros de la familia
(10). Este microorganismo puede generar desde infecciones localizadas como impétigo,
celulitis, absceso, neumonia; hasta infecciones severas como endocarditis, osteomielitis
y sepsis que pueden conducir al paciente a la muerte. Particularmente los pacientes
quemados presentan un gran riesgo de infeccidon por este patdogeno debido al dafio de la
barrera cutanea. S. aureus es la bacteria que mas frecuentemente se encuentra en los

aislados de pacientes internados y la segunda en frecuencia en pacientes ambulatorios (8).

S. aureus esta equipado con un repertorio de factores de virulencia, que le permiten
adaptarse a las diferentes condiciones ambientales; dentro de estos se encuentran las
toxinas, mediante las cuales puede generar el sindrome de shock toxico, las enfermedades

estafilocdcicas transmitidas por alimentos y el sindrome de piel escaldada (11).

Un problema importante asociado con este patogeno es el notable nivel de
adquisicion de resistencia contra multiples clases de antibidticos, lo que complica el
tratamiento. La historia del conocimiento de S. aureus se remonta a 1880, cuando
Alexander Ogston lo aisl6 de una infeccion de herida quirurgica. Antes de la introduccion
de la penicilina a principios de 1940, la mortalidad por infecciones por S. aureus era de
casi un 80%, disminuyendo drasticamente luego de la introduccién de este farmaco, sin
embargo, tan solo a 2 afios de estar en el mercado comienzan a aparecer cepas penicilino
- resistentes, y ya en 1945 el 80% de los aislados en muestras clinicas lo era. Esta
resistencia se debe a la adquisicion de un plasmido que contiene al gen blaZ, el cual
codifica una enzima con actividad penicilinasa. Esta enzima codificada por el plasmido
es facilmente transferible a través de transduccion o conjugacion por lo que actualmente
entre el 90 al 95% de las cepas de S. aureus en todo el mundo son resistentes a la penicilina

(11, 12).
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La meticilina se dispuso para uso clinico en 1959 como la primera penicilina
semisintética resistente a 3-lactamasa. Sin embargo, dentro del afio de su introduccién
surge Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SAMR). Estas cepas se
informaron por primera vez en 1961 en el Reino Unido y adquirieron resistencia mediante
la incorporacion del gen mecA. Dicho gen codifica una proteina alternativa de union a
penicilina (PBP2a) que tiene baja afinidad para la familia de antibidtico B-lactamicos. La
presencia de PBP2a implica resistencia a todos los antibioticos B-lactamicos (penicilinas,
cefalosporinas y carbapenemes) excepto ceftarolina. Esta tltima es una cefalosporina de
“quinta generacion” que posee un amplio espectro de accion y es activa frente a SAMR
y fue aprobada para su uso en Estados Unidos en el 2010 por la Food and Drug
Administration de EE.UU (FDA), pero ya estan surgiendo reportes de cepas resistentes a

esta droga (11, 13, 14).

El gen mecA estd ampliamente disperso entre muchas especies de estafilococos y
se transporta en un elemento genético movil llamado casete de resistencia a meticilina
(SCCmec). Los brotes generados por cepas SAMR fueron reportado en todo el mundo, en
un primer momento asociadas al medio hospitalario (SAMR-HA) y ya en la década del
90 comienza a aparecer cepas SAMR de origen comunitario (SAMR-CA) en pacientes
mas jovenes, sanos y sin previo contacto con el hospital (11, 15). Estos clones, se
acompafian de muchos factores de virulencia como la toxina exfoliativa y la toxina
Panton-Valentine (PVL); por lo que se considera que la patogenicidad de las cepas
SAMR-CA es mayor que las de las cepas SAMR-HA. Estas cepas de SAMR-CA tienen
menos resistencia a otras familias de antibioticos; sobre todos los clones que son PVL (+)
(16). Esta cepas se extendieron rapidamente por todo el mundo, primero en la comunidad,
pero luego también en los centros de salud (12). D’Agata y colaboradores estimaron en
el 2009 a través de un modelo matematico que las cepas SAMR-CA se transformarian en

los SAMR predominantes en los hospitales y centros de salud (17).

El aumento de infecciones severas por cepas SAMR condujo a un mayor uso de la
vancomicina. Y esto trajo como consecuencia que ya en 1996, en Japon se reporte el
primer aislado clinico de S. aureus con susceptibilidad reducida a la vancomicina(VISA),
en el 2002 el CDC (Centers for Disease Control and Prevention) reporta en Michigan,

Estados Unidos casos de S. aureus con resistencia completa a Vancomicina (VRSA).
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Estas cepas estan mediadas por un grupo de genes vanAd que provienen de cepas de

enterococos resistentes a vancomicina (18, 19).

Kourtis y col reportan que en el afio 2017 en EE. UU ocurrieron casi 120.000 casos
de infecciones del torrente sanguineo por S. aureus y de estas, 20.000 implicaron la
defuncion de los pacientes (20). Esta alta morbilidad y mortalidad asociada a la alta
frecuencia de cepas resistente a antibioticos, ademas de ser un serio problema para la
salud, genera una alta carga econdmica al sistema sanitario (8). Las cepas SAMR son un
problema creciente en América Latina, las frecuencias de infecciones nosocomiales
superan al 50% en mas de la mitad de Sudamérica (11). La resistencia a multiples
farmacos se encuentra entre las tres principales amenazas para la salud ptublica mundial
y generalmente son causadas por el uso excesivo y/o incorrecto de antimicrobianos y

productos farmacéuticos de baja calidad (21).

S. aureus: factores de virulencia

S. aureus puede ser la causa de un amplio espectro de enfermedades infecciosas
debido a los multiples factores de virulencia que posee y que facilitan su propagacion en
los tejidos del huésped y su escape de las respuestas inmune. Cuenta con el polisacarido
capsular, la coagulasa plasmatica, componentes de la matriz extracelular, proteina A,
fibronectina, adhesinas, numerosas enzimas bacterianas y toxinas (proteinas
extracelulares), como las enterotoxinas estafilocdcicas que pertenecen a un grupo de
toxinas conocidas como superantigenos de toxinas pirdgenas. La mayoria de los factores
de resistencia y virulencia de este patdogeno se encuentran codificados en elementos
genéticos moviles (EGM) que incluyen bacteriofagos e islas gendmicas. La transduccion
a través de bacteridfagos se considera el modo principal de transferencia horizontal de
EGM en S. aureus, estos virus también estan implicados en la movilizacion de islas de

patogenicidad (SAPIs, del inglés Staphylococcus aureus Pathogenicity Islands) (22).

Un ejemplo de toxina codificada por un bacteriéfago lo constituye la PVL que es
una toxina de dos componentes capaz de formar poros en la membrana, especialmente en
neutrofilos. La mayoria de las cepas de S. aureus resistentes meticilina aisladas en
infecciones de origen comunitario producen PVL, por lo que, en general, se la considera
un marcador molecular de este tipo de cepas. Se la asocia a infecciones de piel y partes

blandas y también a neumonia necrotizante en nifios y adultos jovenes (11, 23).
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La regulacion de los factores de virulencia de S. aureus estd sujeta a una red
compleja e intrincada de factores que integran procesos fisiologicos en respuesta a sefiales
ambientales y del huésped. Esta compleja red permite que se adapte facilmente a las
condiciones cambiantes del entorno y se establezca en los nichos disponibles a través de

su ciclo de vida comensal y/o patogeno (24).

Sistemas reguladores: agr

S. aureus cuenta con sistemas reguladores que censan las condiciones ambientales
y responden a ellas mediante la regulacion de la expresion de diferentes determinantes
metabolicos y de virulencia (25). Uno de ellos es el “sistema agr” que es un sistema de
deteccion de “quorum sensing” que reacciona frente a la densidad bacteriana facilitando
la expresion de adhesinas (proteinas de superficie) durante la fase de crecimiento
exponencial (densidad celular baja) y durante la transiciéon de la fase de crecimiento
exponencial a la estacionaria (densidad celular alta) regula positivamente la transcripcion
de genes codificantes de exotoxinas, que no solo se relacionan con la produccién de
determinadas enfermedades sino que también con la propagacion bacteriana, regulando
negativamente en este momento la transcripcion de genes codificantes de adhesinas. (26-

28).

En la Figura 1 se representa la organizacion de este sistema. Se ha demostrado la
existencia de al menos 4 grupos de agr en S. aureus caracterizados por variaciones
especificas, cada uno de ellos codifica un tipo de péptido autoinductor (AIP del inglés
autoinducing peptide) (26). La sefal del AIP esta codificada dentro del péptido AgrD, el
cual es procesado y transportado al medio ambiente por AgrB. Cuando la concentracion
de AIP extracelular alcanza un nivel critico, la sefial es detectada por la histidina quinasa
AgrC, que sufre autofosforilacion. Luego, el fosfato se transfiere a AgrA, que a su vez
puede unirse a los promotores P2 y P3, activando la expresion de RNAII y RNAIII,
respectivamente. El AgrA fosforilado también se une a los promotores de los genes de las
modulinas solubles en fenol (PSM), lo que conduce a su expresion. El transcripto de
RNAII alberga el operon agrBDCA, que codifica la maquinaria primaria para la
biosintesis y deteccion de AIP. El RNAIII es la principal molécula efectora del sistema

agr e activa la expresion de genes diana posteriores (24).

El gen de la hemolisina 6 (4ld) se transcribe junto con RNAIIL, por lo que se ha
propuesto que la deteccion de la actividad de esta toxina sirve como marcador de la
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INTRODUCCION

funcionalidad del locus agr (4). Singh y Ray (29) refieren que las cepas que presentan
agr tipo 1 y II presentan una forma funcional del mismo y las de tipo III en general una

forma no funcional.
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Figura 1: Representacion esquematica de la organizacion molecular , la biosintesis de sefiales y la
cascada de transduccion del sistema de quorong-sensing agr. Tomada y adaptada de Jenul y col. (24).

Como referimos previamente, cada cepa de S. aureus tiene un tipo de agr que puede
producir una de cuatro estructuras de AIP diferentes. Cada uno de los AIP tiene un anillo
de tiolactona ciclico de cinco residuos, pero los aminoacidos dentro del anillo y la
extension N-terminal son variables. Los AIP de tipo I y de tipo IV se diferencian s6lo en
un aminoacido y pueden funcionar de manera intercambiable, mientras que los AIP de
tipo II y III son mas divergentes, por lo que se observa interferencia entre los tres grupos
diferentes de AIP como se muestra en la Figura 1. En cada caso, la sefial AIP analoga de
una cepa productora inhibira de forma cruzada el receptor AgrC y, a su vez, inhibira la

funcion agr, en una cepa de S. aureus que representa un grupo agr diferente (24).

Produccion de biopeliculas (biofilms)

Las biopeliculas estan formadas por un entramado de polisacaridos y proteinas, que
conforman una estructura cohesiva en cuyo interior se encuentran las bacterias en fase
latente de crecimiento, y asi son fenotipicamente tolerantes a la destruccion inducida por

antibidticos, representando un importante problema terapéutico (30). Por otro lado es
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probable que la matriz de biopeliculas proporcione un escudo mecéanico y bioquimico,
que genera las condiciones necesarias para atenuar la actividad de las drogas (por

ejemplo, bajo nivel de O, bajo pH, alto nivel de CO; y baja disponibilidad de agua) (31).

El componente de la matriz mas estudiado en S. aureus es el polisacarido de
adhesion intercelular (PIA) codificado en el operon icaADBC (Figura 2), que posee un
gen regulador (icaR), aunque también S. aureus puede formar biopeliculas independientes

de PIA.

La habilidad de S. aureus para formar biopeliculas, favorece el desarrollo de
infecciones persistentes, especialmente en pacientes con dispositivos externos como

protesis o catéteres (30).

o>

icalt e

Figura 2 — Representacion esquematica del operdn ica

Estudio del casete de resistencia a meticilina (SCCmec)

La resistencia a meticilina se debe a la adquisicion de un elemento genético movil
(isla de resistencia), llamado SCCmec que contiene varios genes y entre ellos al gen mecA.
El SCCmec se incorpora al cromosoma bacteriano en una region especifica, en el extremo
3’ de un marco abierto de lectura con funcién desconocida (orfX). El gen mecA esta
precedido o no por mecRI, que codifica un receptor de membrana, y mecl que codifica un
represor genético (32). Las clases de complejos mec se definen segun la organizacion y
presencia o ausencia de los genes mecRI/mecl, secuencias de insercion y otros genes

como blaZ (33-35).

Los genes principales de SCCmec son el gen mecA citado previamente y los genes
codificantes de recombinasas, que son esenciales para la integracion/escision del casete
en el cromosoma bacteriano y estan codificados en el complejo ccr (cassette chromosome
recombinase) por la combinacion de los genes ccrA y ccrB de los cuales existen distintos
alotipos, o por el gen ccrC (33). El resto del SCCmec contiene diversos determinantes

adicionales y se denomina J (joining= union).

Existen 3 regiones J (J1-J3), que en los diferentes tipos de SCCmec se encuentran
generalmente ordenadas del siguiente modo: (orfX) J3-mec-J2-ccr-J1. La region J1 se
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encuentra a la derecha del casete, la region J2 entre los complejos ccr y mec; y, la region
J3 a la izquierda. Excepciones a este orden pueden ser los SCCmec tipo VII y IX que
poseen el complejo de genes ccr posicionado entre las regiones J3 y J2 y el complejo del
gen mec entre las regiones J2 y J1 (Figura 3). Aunque esta region tiene poca importancia
desde el punto de vista funcional del SCCmec tiene mucha relevancia epidemiologica ya
que es el sitio donde se insertan pldsmidos y transposones que cargan genes de resistencia

a diferentes antibioticos (33).
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Figura 3: Representacion esquematica de los diferentes tipos de SCCmec reportados. Imagen tomada

y adaptada de Lakhundi y col. (11)
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Los SCCmec pueden ser clasificados segun el tipo de complejo mec y ccr. Los tipos
I, I y III pertenecen a clones asociados a cepas hospitalarias, poseen multiples
resistencias a antibioticos y son de tamafio relativamente grande y, por lo tanto, su
movilizacion es dificil. En contraposicion los asociados a cepas comunitarias como el
SCCmec tipo IV, por ejemplo, tienen un tamafio mucho mas pequefio que sus congéneres
hospitalarios y no son portadores de multiples genes de resistencia antibiotica (51). El
gran numero relativo de variantes SCCmec tipo IV en comparacion con las variantes de
los otros tipos de SCCmec podria deberse a la alta frecuencia relativa de transferencia
horizontal de SCCmec tipo IV, y la plasticidad genética de los linajes de SAMR que

llevan este elemento (12)

La epidemiologia molecular de SAMR en Argentina fue cambiando a lo largo de
los afos. Las cepas SAMR aisladas en hospitales durante los afios 1994-1996 confirmaron
la presencia y el dominio del clon brasilefio (sequence type [ST] 239-SCCmec tipo III)
(36, 37). En 1999 surge un nuevo clon epidémico en Argentina llamado “clon Cordobés/
Chileno” (ST5-SCCmec tipo I) el cual co-domina con el pandémico clon brasilefio en el
entorno hospitalario. El clon Cordobés / Chileno tuvo una prevalencia del 53% en las
cepas aisladas en Cordoba durante el afio 2001. Sola y col. reportaron en el 2006 que el
clon pediatrico aislado de la mayoria de las infecciones adquiridas en la comunidad en
Cérdoba, se caracterizé por ST100, una variante de locus unico de STS y una nueva
variante de tipo SCCmec relacionada con SCCmec tipo IVc (38). Lopez Furst y col.
publicaron en el 2013, que la causa mas frecuente de infecciones de piel y partes blandas
en adultos sin previo contacto con el medio hospitalario es el clon ST30, SCCmec 1V,
PVL+, en Buenos Aires (39) mientras que Fernandez y col. reportan en el mismo afo que
el principal clon en infecciones invasivas adquiridas en la comunidad es el ST30-
SCCmec IVc (40). En el 2014 Egea y col. publican un trabajo que se realiza con cepas
recolectadas en 20 provincias de la Argentina y la ciudad de Buenos Aires en el cual
reportan que el clon predominante dentro de los SAMR-HA es el clon ST5-SCCmec tipo
I y en los SAMR-AC predominan los clones ST30-SCCmecIVc-PVL+ y STS5-1V-
SCCmeclVa-PVL+. La proporcion de SAMR aislados de infecciones difiere
significativamente en las distintas regiones del pais, siendo del 81% en el norte, 53% en
el centro y 29% en el sur. La diferencia se deberia a las cepas SAMR-AC donde se registra
una prevalencia del 72% en el norte vs 16% en el sur; la proporcion de infecciones por

cepas SAMR-AH es similar (41).
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La emergencia y propagacion de cepas resistentes a los antimicrobianos, como las
cepas resistentes a meticilina han generado un gran problema de salud. Segun el
European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), SAMR es la bacteria
resistente a los antimicrobianos mas prevalente aislada en hospitales de Europa, América,
Africa del Norte y el Medio y Lejano Oriente (42). La infecciéon causada por SAMR es
una amenaza global para la salud publica. La vancomicina sigue siendo uno de los
medicamentos de primera linea para el tratamiento de las infecciones severas por SAMR.
Sin embargo, desde que se recuperd el primer aislado de S. aureus resistente a
Vancomicina (SARV), en 2002, 52 cepas han aisladas ya en todo el mundo. (43). Todo
esto hace necesario la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas, dentro de las cuales

van cobrando fuerza los bacteriéfagos y sus endolisinas.

Portacion nasal de S. aureus

S. aureus puede colonizar la piel y las mucosas de los seres humanos y de varias
especies animales. Aunque multiples sitios del cuerpo pueden ser colonizados en el
hombre, las fosas nasales son las que mas frecuentemente se encuentran ocupadas por
este microorganismo. Otros sitios donde puede encontrarse son: la piel, el perineo, la
faringe, el tracto gastrointestinal, la vagina y las axilas. Dentro de las fosas nasales, la
zona donde se lo aisla con mas frecuencia es el vestibulo nasal. Este se encuentra
revestido por el mismo epitelio que la piel, epitelio estratificado queratinizado, y carece
de cilios; ademas estd practicamente libre de secreciones mucosas que contienen
inmunoglobulinas y péptidos antimicrobianos. En el vestibulo nasal se realiza la
transicion a epitelio respiratorio que presenta cilios y una mayor cantidad de secreciones
mucosas y es el que vamos a encontrar en la cavidad nasal propiamente dicha, en parte
esto explicaria la preferencia de S. aureus por el vestibulo nasal sobre la cavidad nasal

(44).

Los estudios longitudinales permiten distinguir tres patrones de portacion:
portadores persistentes, portadores intermitentes y no portadores; esta distincion es
importante porque los portadores persistentes tienen mayor carga de S. aureus y mayor
riesgo de padecer infecciones por este patdogeno. Dichos trabajos han permitido
determinar que un 20-30% de las personas son colonizadas de manera persistente, un 30%
de manera intermitente y un 50% raramente o nunca son colonizados. Porqué algunos

individuos son resistentes a la colonizacion y por lo tanto presentan un menor riesgo de
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infeccion, es una pregunta que atn no tiene totalmente una repuesta. Esto dependeria
tanto de factores del hospedador como factores propios de la bacteria y factores

medioambientales (44, 45).

Cuando S. aureus coloniza las fosas nasales debe compartir dicho nicho con la
microbiota presente (46). El microbioma nasal, al igual que el microbioma cutaneo e
intestinal, se caracterizan por una baja diversidad a nivel de los phylos bacterianos y una
alta diversidad a nivel de las especies. En adultos sanos la microbiota nasal esta
representada por las Actinobacterias que representan el grupo dominante (68%) y dentro
de ellas se destaca la presencia de Corynebacterium, Firmicutes (27%) estando este grupo
representado por los estafilococos, y Proteobacteria (4%) entre otros. En cambio, en
pacientes hospitalizados estas proporciones se modifican con un predominio de los
Firmicutes, y el aumento de este grupo se debe a dos especies predominantemente: S.
aureus 'y Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis). Sin embargo existe una
correlacion negativa entre estos dos microorganismos, observandose una disminucion de
S. epidermidis en pacientes colonizados por S. aureus (46). La colonizacién humana con
S. aureus en estudios epidemioldgicos ha sido asociada con la pérdida relativa de
microbios comensales, particularmente S. epidermidis los cuales inhiben y destruyen la
formacion de biopeliculas formadas por S. aureus por la produccion de serin-proteasas
(47). La asociacion entre la portacion nasal de S. aureus y la enfermedad estafilococica
fue reportada por primera vez por Danbolt en1931, quien estudié diferentes casos de

forunculosis a repeticion (44).

Portacion nasal en la poblacion

La tasa de portacion nasal no es similar en toda la poblacion siendo mayor en nifios
que en adultos y va disminuyendo a medida que transcurren los afios, es diferente en
distintos grupos étnicos siendo mayor en la raza blanca y también la prevalencia es mayor
en hombres versus mujeres (48-50). Se ha demostrado que pacientes con diabetes (tanto
requirentes como no requirentes de insulina), pacientes sometidos a hemodidlisis,
pacientes con enfermedad hepatica en etapa terminal, pacientes con HIV, obesos y
pacientes con eccema tienen una tasa de prevalencia de la portacion nasal de S. aureus
mayor que la poblacion general (44, 51, 52). Ademas, los portadores de S. aureus pueden
esparcir estas cepas sobre otros miembros del hogar, volviéndolos también portadores. Se

han encontrado estados de portadores concordantes entre las madres y sus hijos (53).
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Portacion nasal en personal de salud

La portacion de S. aureus entre los trabajadores de la salud es una preocupacion en
los entornos hospitalarios, donde puede proporcionar un reservorio para infecciones
posteriores tanto en pacientes como en el personal. La prevalencia de SAMR en los
trabajadores sanitarios es muy variable, dependiendo principalmente del tipo de trabajo,
caracteristicas del hospital, sector del hospital en el cual desarrolle su labor el trabajador,
la prevalencia de SAMR entre pacientes y tipo de contactos con pacientes, mientras mas
estrecho mas posibilidades de colonizacion (54). Hay varios estudios que muestran que
las enfermeras que trabajan en salas de hospital tienen incluso mayores tasas de portacion

que los pacientes que se encuentran internados (48).

Albrich y Habarth en el 2008 publicaron una revision de los trabajos de portacion
nasal en trabajadores de la salud, refiriendo una portacion de S. aureus sensible a
meticilina (SAMS) de 23.7% y de SAMR de 4.6%. Por otro lado, estos trabajadores
pueden actuar como vectores para otros trabajadores, para los pacientes y para los
miembros de su familia. La implementacion de examenes de rutina de trabajadores de la
salud no es factible en muchos entornos de atenciéon médica debido al alto costo. Sin
embargo, en regiones con baja prevalencia de SAMR como Escandinavia, los Paises
Bajos y Australia occidental, la vigilancia estrecha del personal sanitario se practica

rutinariamente (55).

Rol de S. aureus en las dermatosis cronicas

Los factores que determinan el balance entre comensal y patogénico son poco
claros. Hay evidencias que sugieren que S. aureus puede generar una repuesta pro-
inflamatoria, y que tiene la capacidad de modular la repuesta inmune. En parte estos
resultados se deben al reconocimiento de moléculas especificas que se encuentran
embebidas en el peptidoglicano en la pared de dicha bacteria por los receptores TLR2
(toll like receptor tipo 2), generandose IL-10 que inhibe la repuesta adaptativa de las

células T (8).

Los superantigenos son proteinas bacterianas y virales que inducen la proliferacion
policlonal de células T mediante la coligacion entre las moléculas de clase II del complejo
mayor de histocompatibilidad en las células presentadoras de antigenos y la porcion
variable de la cadena 3 del receptor de antigeno de la célula T, lo que resulta en activacion

de células T y liberacion de citoquinas. Algunas cepas de S. aureus producen toxinas
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(tales como toxina del shock toxico “tst-1” y enterotoxina estafilocdcica “se” por
ejemplo) que son consideradas superantigenos ; y se cree que estos pueden estar
involucrados en la induccidén y/o agravamiento de la inflamacion en enfermedades

cutaneas como la psoriasis y la dermatitis atopica (56, 57).

Los desordenes inflamatorios de la piel tales como dermatitis atdpica, psoriasis,
acné y rosacea son claramente asociados con un desbalance en el microbioma cutaneo
(disbiosis). La expansion local de microbios con potencial pro-inflamatorio como S.

aureus, describe un posible mecanismo inflamatorio en las enfermedades cutaneas (58).

Bacteriofagos
Generalidades

Los problemas de salud publica relacionados al incesante aumento de cepas
resistentes a antibidticos, especialmente para los géneros englobados bajo el acronimo
ESKAPE: junto con Mycobacterium tuberculosis, han colaborado en la re-emergencia de

la terapia fagica y el uso de bacteridéfagos o sus derivados como antimicrobianos (59).

Los bacteriofagos son virus que infectan bacterias y son las entidades mas
abundantes y diversificadas sobre la tierra, dada su condicion de parasitos obligados de
sus hospedadores bacterianos, se encuentran en todos los ecosistemas poblados por
bacterias, alcanzando una cifra cercana a 10 en la biosfera y se encuentran ampliamente
distribuidos en aquellos lugares donde se encuentre su hospedador (60, 61) , se calculan
entre diez a cientos millones de fagos por cada gramo de tierra o agua y miles de millones
en el cuerpo humano (62, 63). Son capaces de infectar numerosos géneros de los dominios

Eubacteria y Archaea, por lo que pueden definirse como “virus de procariotas” (61, 64).

Los fagos presentan una mayor variabilidad genética que sus huéspedes bacterianos
(presa); sin embargo, estos virus solo infectan un rango estrecho de bacterias que estan
estrechamente relacionadas debido a la combinacion de varios factores. Tales factores
limitantes incluyen la especificidad de las proteinas de union del virion con su huésped,
interacciones bioquimicas durante la infeccion, la presencia de profagos relacionados o
plasmidos en el huésped, y mecanismos de resistencia bacteriana a los fagos (su

depredador) (65, 66).
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De acuerdo a las caracteristicas que presentan los fagos (principalmente su
especificidad) poseen numerosas aplicaciones, entre las mas destacadas podemos
mencionar: 1)- como agentes de biocontrol, en el cual uno o multiples bacteridfagos, son
empleados para destruir una bacteria en particular o varias (coctel). Para este caso se
utilizan fagos estrictamente liticos que no posean genes patogénicos en su genoma (67,
68). 2)- como biosensores, principalmente mediante la modificaciéon genética de los
mismos de manera que podamos detectarlos, por ejemplo, incorporar un gen “reportero”
como el gen de la luciferasa (69, 70). También se ha planteado la inmovilizacion fisica o
quimica en superficies solidas, para detectar la presencia de bacterias “infectables” a
partir del cambio de propiedades fisicas del sistema y asi funcionar como detectores
bioldgicos de la presencia de la bacteria hospedadora (71-73); y 3)- los bacteriofagos
codifican enzimas (endolisinas), con actividad litica sobre las bacterias, ya que son
utilizadas por los bacteri6fagos para su liberacion post replicacion. Estas endolisinas han

sido propuestas para su uso como compuesto anti-bacteriano de aplicacion topica (74).

Historia de la terapia fagica

Frederick Twort, bacteridlogo inglés, reportd por primera vez evidencia de
bacteriofagos (lisis de cultivos bacterianos) en 1915 y sugirid que el efecto podria deberse
a la presencia de un virus o una enzima. Independientemente, en 1917, Felix d'Herelle,
un microbiologo francocanadiense en el Instituto Pasteur, hizo observaciones similares,
atribuyendo rapidamente el efecto a un virus y denomind a estos microbios
"bacteriofagos" o “comedores de bacterias”; y fue el primero en utilizar fagos como
agentes antimicrobianos para tratar infecciones. En aquella época las enfermedades eran
la principal causa de mortalidad y morbilidad en las poblaciones humanas. En 1919
d’Herelle trat6 a tres hermanos, cuya hermana acababa de morir de disenteria, con fagos.

los hermanos, estaban en estado grave, pero comenzaron a recuperarse en 24 horas (75).

Como se sefiald anteriormente, la década de 1940 trajo una era dorada para la
utilizacion de antibidticos como agentes antimicrobianos. La optimizacion de su uso, fue
guiada rapidamente debido a la necesidad crucial de tratar a soldados enfermos o heridos

en los EE. UU. y las fuerzas militares de los aliados durante la guerra

Los antibidticos eclipsaron rapidamente el uso de la terapia con fagos en la

medicina occidental debido a la falta de comprension tanto de la biologia del fago como
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de la microbiologia de las enfermedades infecciosas y la falta de ensayos controlados.
Esto a su vez, provoco controversias a nivel cientifico sobre el enfoque del tratamiento,
lo que hizo que la terapia con fagos sea esencialmente obsoleta en la Medicina occidental
durante casi cuatro décadas. Debido a la ocurrencia de la Segunda Guerra Mundial, ciertas
regiones de la Union Soviética y Europa del Este tenian acceso limitado a los antibidticos
y, por lo tanto, se centraron en el desarrollo terapia con fagos (76, 77). La practica de la
terapia de fagos dentro de la Unidén Soviética fue bien apoyada, y esto de hecho, todavia
se practica en Rusia y en los paises de Europa del Este, especialmente dentro del Instituto

Eliava en Tbilisi, Georgia, co-establecido por el propio Félix d'Herelle (78).

El uso indiscriminado de antibioticos (tanto en la clinica como en la industria y la
agricultura) alimento la resistencia a los antibidticos a nivel mundial, y con esta amenaza

de bacterias MDR, la vision de d'Herelle vuelve a cobrar vigencia.

Morfologia y clasificacion de los bacteriofagos

Los bacteriéfagos, como todos los virus, son particulas infecciosas que tienen al
menos dos componentes: acido nucleico y proteinas, siendo muy diversos en cuanto a sus
propiedades estructurales, fisicoquimicas y biologicas; los viriones pueden presentar cola,
ser poliédricos, filamentosos o pleomorficos. Las colas, estain formadas por mddulos
proteicos repetitivos, que generan un canal a través del cual pasa el material genético. Las
capsides o cabezas tienen como funcion resguardar el material genético, que para la gran
mayoria de los virus procariotas consiste de una unica molécula de ADN doble hebra
(ADNdh), aunque un grupo mas reducido de fagos contienen en su lugar ADN simple

hebra (ADNsh), ARN simple hebra (ARNsh) o ARN doble hebra (ARNdh) (79).

Los bacteriofagos pueden ser clasificados seglin su morfologia y tamafio, y segun

el ciclo de vida que realizan:

-De acuerdo a su morfologia vy a su tamafio: han sido clasificados en diferentes

categorias, que incluyen 1 orden, 13 familias y 31 géneros. Segiin Ackermann en cuanto
a la morfologia, se distinguen varios grupos: fagos filamentosos, icosaédricos, sin cola y
con cola, entre otros. Los fagos con cola fueron clasificados dentro del orden
Caudovirales y representan el 96% de todos los bacteriéfagos conocidos, los mismos
estan compuestos de una cépside y una cola y presentan genomas lineales de ADNdh. El

mismo esta integrado por 3 familias filogenéticamente relacionadas que se diferencian
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por las caracteristicas que poseen las colas de los viriones, a) Myoviridae, que representan
el 25%, cuyos miembros poseen colas largas y contractiles; b) Podoviridae, son los menos
abundantes (14%) y sus integrantes presentan colas cortas y no contractiles; y c)
Siphoviridae (61%), la familia mas numerosa cuya particularidad es que tienen colas
largas y no contractiles (64). La representacion esquematica de los miembros de las

diferentes familias puede visualizarse en la Figura 4.

Myoviridae Siphoviridae Podoviridae

Cépside

——=———ADNdh

Cola
. Adaptador
\ Aparato de
adsorcién

Figura 4: Representacion esquematica de las 3 familias que integran el orden Caudovirales:
Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae. Tomada y adaptada de White y col. (80)

-Segun el ciclo de propagacion (ciclo de vida): los fagos del orden Caudovirales

pueden ser divididos en liticos o temperados (Figura 5). Independientemente del ciclo que
realicen, el inicio de la infeccion para un dado bacteriéfago requiere de la interaccion
especifica entre la cola del mismo y receptores en la superficie de la célula hospedadora.
Posteriormente esta unidon altamente especifica y reversible, se hace irreversible
posibilitando la translocacion del material genético al citoplasma bacteriano. Diferentes
estructuras en la envoltura celular de bacterias Gram positivas y negativas han sido
descriptas como probables receptores, entre ellas capsulas, flagelos y pilis celulares; la
disponibilidad de las mismas es una de las principales limitaciones en la determinacion

del rango de hospedador (81).

El peptidoglicano (o mureina) y el acido teicoico, son componentes importantes de
la pared de las bacterias Gram positivas y a menudo estan involucrados en la adsorcion

de los bacteriofagos. Probablemente la dificultad para identificar los receptores de fagos
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en estas bacterias se deba a las paredes celulares complejas y densas que presentan y que

estan compuestas de varias moléculas diferentes que pueden contribuir o interferir con la

adsorcion de fagos (82).

Los fagos liticos, también conocidos como virulentos, solo realizan el ciclo litico,
durante el cual el bacteriofago utiliza la maquinaria genética del hospedador para
replicarse y ensamblar nuevas particulas fagicas. Una vez alcanzado un niimero umbral

de viriones, éstos son liberados gracias a la accioén de las endolisinas codificadas en el

genoma del fago (81, 83).
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Figura 5: Ciclos de vida de los bacteriéfagos. Imagen tomada y adaptada de Fortier y col.(84) Los fagos
virulentos solo seguiran el ciclo litico para su replicacion y conduciran a la lisis de la célula huésped al final
del ciclo. Los fagos templados tienen la opcién de replicarse a través del ciclo litico como los fagos
virulentos, o pueden optar por el ciclo lisogénico.

Por otro lado, los fagos temperados pueden optar por otra via que es la de

establecerse como [lisogeno, en la cual pueden integrar su genoma en el genoma
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bacteriano o mantenerse como un episoma estable, amplificindose con cada ciclo de
division de su hospedador. En este estado, los fagos solo expresan unos pocos genes
necesarios para mantener esta condicion, mientras que la expresion del resto de los genes
del fago es reprimida Los virus que pueden realizar este proceso son conocidos como
fagos temperados y estos ante determinadas condiciones de estrés pueden escindirse del
genoma del hospedador y realizar un ciclo litico. Se ha demostrado que la mayoria de los
factores que estresan la célula huésped o causan dafio al ADN inducen a los fagos
temperados a realizar el ciclo litico. Los bacteriéfagos temperados, que constituyen mas
del 50% del orden Caudovirales, pueden conferirle propiedades noveles a la bacteria

infectada (81, 84, 85).

Bacteriofagos de Staphylococcus

Todos los bacteriofagos de Staphylococcus aislados y caracterizados
morfologicamente hasta el momento pertenecen al orden Caudovirales. En contraste con
los fagos de otras especies, como por ejemplo los de Mycobacterium, o los de
Pseudomonas los tamafos genomicos de los fagos de Staphylococcus no estan
uniformemente distribuidos, y se establecieron tres categorias para clasificarlos: clase I:
<20 Kb, clase II: = 40 Kb, clase III: >125 Kb. Los fagos de tamaio intermedio (clase II)
son los mayoritarios, y forman parte del grupo mas diverso, pertenecen a la familia
Siphoviridae y son temperados, los fagos pertenecientes a las categorias de mayor tamafo
(clase III) perteneces a la familia Myoviridae y se trata de fagos liticos, mientras que los

de menor tamaio (clase I) también son estrictamente liticos y pertenecen a la familia

Podoviridae (86, 87).

Los miembros de la familia Podoviridae son los menos abundantes y presentan un
amplio rango de hospedador. La familia Myoviridae presenta el rango de hospedador mas
amplio, ya que infectan la mayoria de las cepas de S. aureus de diversas fuentes clinicas
ensayadas y alguno de ellos también son activos contra cepas de Staphylococcus

coagulasa negativo, por ejemplo el fago K(86, 88).

En Staphylococcus la lisogenia es muy frecuente, siendo la mayoria de sus fagos
temperados. La gran mayoria de las cepas de S. aureus estudiadas llevan entre uno a cinco
profagos. Los fagos pueden actuar como transportadores de SAPIs y contribuir a la
dispersion de las mismas (88, 89). Pueden impactar en la virulencia de la bacteria a través
de conversion lisogénica positiva, lo que sucede cuando la integracion en el cromosoma
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bacteriano de un profago conteniendo un determinado gen, le proporciona a la bacteria
nuevas funciones que antes no presentaba. Ademas, los profagos también pueden
provocar la conversion lisogénica negativa, la cual se define como la disrupcion de genes
cromosdmicos a través de la integracion del genoma fagico dentro de los mismos, con su
consecuente inactivacion. En muchos casos, ambos fendmenos pueden ocurrir

simultdneamente (23).

Organizacion genomica

Desde la publicacion de la secuencia gendmica del fago phiX174 en el afio 1978 y
a pesar de las nuevas tecnologias high-throughput, en la actualidad las secuencias
completas de fagos no alcanzan un gran numero, siendo mayoritarias las del género
Mycobacterium y Enterobacteriaceae (90, 91). Sin embargo, en los ultimos tiempos y
con la llegada de la metagendémica este nimero ha aumentado, por ejemplo se han
detectado virus que infectan organismos no cultivables, y como consecuencia del
Proyecto de Microbioma Humano se han encontrado inesperadamente un niimero
importante de fagos en muestras de materia fecal (92-94). La caracterizacion genémica
de los fagos es muy importante para predecir su "seguridad" en aplicaciones terapéuticas

(95).

Un rasgo sobresaliente en la gendmica de fagos es la estructura en mosaico, es decir
que cada genoma puede ser considerado una combinacion Unica de médulos o mosaicos
intercambiables entre la poblacion de fagos. Si bien esta particularidad no es exclusiva de
ellos, ya que las bacterias adquieren informaciéon genética mediante transferencia
horizontal de genes (transformacion, transduccion y conjugacion), podria decirse que el
mosaicismo en fagos es excesivo, y puede ser alcanzado por diferentes vias entre ellas la

recombinacion ilegitima (96).

En general los fagos de la familia Siphoviridae, presentan caracteristicas comunes
en la arquitectura de sus genomas, ya que los genes se agrupan de acuerdo a sus funciones
en bloques definidos (Figura 6). Esta organizacion modular, presenta los siguientes
moédulos: I- lisogenia, Il-replicacion del ADN, III- empaquetamiento de ADN vy
morfogénesis de capside, IV- morfogénesis de cola y V- lisis (23, 89). El médulo de
lisogenia se encuentra presente en los fagos temperados, los cuales tienen la capacidad de
integrarse en la bacteria hospedadora y se mantienen integrados en el genoma de dicha
bacteria (profagos) hasta que son estimulados para escindirse y comenzar el ciclo litico.
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Las proteinas encargadas de esta funcion son las integrasas, que son proteinas que se
encuentran conservadas y se las clasifica en dos familias: las serin-integrasas y tirosin-
integras (97). El médulo de lisis estd formado por dos proteinas, holina y endolisina, las
cuales se expresan de forma tardia en el ciclo de replicacion del virus, la holina genera
poros en la membrana de la bacteria de manera de que la endolisina pueda acceder al
péptidoglicano y lo degrade de manera de lisar la célula y permitir la liberacion de la
progenie fagica. Generalmente los genes de patogenicidad se encuentran después del
modulo de lisis (97, 98).

Siphoviridae
Tamafio del genoma: 40Kb

Metabolismo de Empaquetamiento
Lizogenia ADN de ADN ¥ cabeza Cola Lisis

1_ 1B !_:1-

Virulencia

Virulencia

Podoviridae
Tamafio del genoma: < 20Kb

Encapsidacién  Cola
Unién 2 ADN de ~ ADN [
cadena simple polimerasa Lisis

Myoviridae
Tamafio del genoma: > 125Kb

Replicacion Empaguetamiento Replicacion
de ADN de ADN ¥ cabeza de ADN

Lisis Cola Lisis

Elementos estructurales

Figura 6: Organizacion modular de los Caudovirales: Siphoviridae, Podoviridae y Myoviridae.

Tomado y adaptado de Marie Deghorain (86)

Los genomas de los Podoviridaes también presentan una estructura modular,

aunque los médulos no estan bien definidos como en el caso de los Siphoviridae, y los
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que corresponden a morfogénesis de cola y lisis estan solapados. Al igual que para los
Myoviridae, como es de esperar para los fagos estrictamente liticos, los Podoviridae
carecen del modulo de lisogenia. Por su parte, los fagos pertenecientes a la familia
Mpyoviridae presentan una organizacion gendmica similar a la del fago T4 de Escherichia
coli, que es el paradigma de la familia Myoviridae. Sus genomas se organizan en modulos
de genes conservados, interrumpidos por largas regiones que codifican principalmente

genes con funciones desconocidas (Figura 6) (86).

Interacciones fago-bacteria

Se ha demostrado que los fagos son actores importantes en la evolucion de las
bacterias y, por lo tanto, en la configuracion de la microbiota. Se sabe que gran parte de
las bacterias estan infectadas con bacteriofagos. Los fagos ejercen una presion
significativa sobre su entorno controlando la densidad y la diversificacion de sus
hospedadores, principalmente mediante transferencia horizontal de genes, actuando como
vehiculo para los mismos (96, 99, 100). En la mayoria de los habitats naturales una
enorme cantidad de bacterias y sus fagos estan en un ciclo constante de co-evolucion,
durante el cual aparecen clones insensibles a ellos lo que ayuda a mantener los distintos
linajes bacterianos. Al mismo tiempo emergen nuevos fagos que intentan contrarrestar
estos cambios e infectar a sus hospedadores modificados; asi los bacteriofagos y los
mecanismos de resistencia desarrollados por sus hospedadores juegan un rol clave en el

control de las poblaciones bacterianas (101).

Las bacterias pueden inhibir la propagacion de un determinado fago en diferentes
puntos del ciclo, a) previniendo la adsorcion; b) bloqueando la entrada de ADN mediante
mecanismos de exclusion ; ¢) evitando la replicacidon y/o integracion por mecanismos de
inmunidad a la superinfeccion llevados a cabo por profagos; d) degradando el ADN fagico
por accion de los sistemas de Restriccion-Modificacion (RM) y por un sistema,
denominado CRISPR (del inglés, Clusters of Regularly Interspaced Short Palindromic
Regions) que consiste en la presencia de fragmentos de ADN de fagos en el cromosoma
bacteriano, estos fragmentos son utilizados para detectar fagos y destruir infectantes con
homologia de secuencia; y e) bloqueando la replicacion, transcripcion, traduccion y/o
ensamblado de las particulas viricas por la accién de sistemas abortivos toxina-

antitoxinas. El mecanismo mas comun de resistencia a la infeccion por fagos es debido a
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la pérdida o enmascaramiento de los receptores, bloqueando el primer paso requerido para

iniciar la infeccion. (102-104). Esto puede visualizarse en la Figura 7.
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Figura 7: Mecanismos de resistencia bacteriana en funcion de las etapas de infeccién de los
bacteriéfagos. Adaptado de Hyman y Abedon, (104).

Endolisinas

Generalidades

El uso de endolisinas (enzimas con actividad de peptidoglicano hidrolasas presentes
en los bacteriéfagos) es una de las posibles soluciones al problema de la multiple
resistencia a antibioticos que presenta S. aureus. Estas proteinas son altamente especificas
a diferencia de los antibioticos por lo cual no se afectaria la microbiota normal, evitandose
la disbiosis bacteriana que conlleva otras consecuencias para la salud (105). La teoria de

la higiene propone que el uso de antibidticos y alteraciones del estilo de la vida que
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limitan la exposicion microbiana predisponen a las poblaciones de paises en desarrollo a
padecer enfermedades autoinmunes. Por lo tanto se sugiere que, debido a la inhabilidad
para diferenciar entre patdogenos y comensales, los antibioticos causan disturbios en la
estructura de la microbiota y, subsecuentemente, en la relacion co-evolutiva entre nuestro
sistema inmune y los simbiontes que albergamos ; por lo que se requiere de terapéuticas

mas especificas para tratar los procesos infecciosos (9).

Debido a que las bacterias Gram-positivas carecen de membrana externa en su
pared celular, las endolisinas pueden acceder al peptidoglicano y destruir estos
organismos cuando se aplican externamente, haciéndolos potenciales agentes
antimicrobianos. Las endolisinas se han utilizado con éxito en una variedad de modelos
animales para controlar bacterias patdgenas resistentes a los antibidticos que se

encuentran en las superficies mucosas y en los tejidos infectados (105, 106).

Las endolisinas son efectivas sobre las bacterias independientemente de su fase de
crecimiento o condiciones metabolicas, pudiendo actuar en células en estado planctonico

y en algunos casos en bacterias embebidas en biopeliculas (107, 108).

El estudio de las endolisinas y otras enzimas fagicas con actividad anti-bacteriana,
llevé a acudar el término “enzibidtico” para describirlas. Estas enzimas han co-
evolucionado con las bacterias hospedadoras, manteniendo su capacidad para romper
uniones esenciales en el peptidoglicano que conforma la pared celular de las bacterias.
Los enzibioticos se caracterizan por ser de naturaleza proteica, por tener un modo de
accion unico y rapido, una alta especificidad para matar los patdégenos, y una baja
probabilidad de seleccionar resistencia bacteriana. Se ha demostrado que las endolisinas
son efectivas en distintos modelos animales para combatir bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas y han entrado en diferentes fases de ensayos preclinicos y clinicos.
Ademas, las endolisinas codificadas por micobacteridofagos se han utilizado con éxito para

inhibir las micobacterias in vitro (109).

Ciclo de produccion de endolisinas en los bacteriofagos

Después de la replicacion dentro de su hospedador, los fagos se enfrentan a la
necesidad de tener que salir de la bacteria para diseminar su progenie. Para resolver este
problema los fagos de ADN han desarrollado un sistema litico que debilita la pared celular

dando como resultado la lisis de la bacteria. Las endolisinas son moléculas altamente
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eficientes que se han ido refinado durante millones de afios de evolucién para este
proposito. Durante el desarrollo del fago en la bacteria infectada, la lisina se acumula en
el citoplasma antes de la maduracion del mismo. En un determinado momento, moléculas
de holinas se insertan en la membrana citoplasmatica de la bacteria formando parches que
terminan generando la disrupcion de la membrana, permitiendo que la endolisina
citoplasmatica acceda al peptidoglicano, lo que provoca la lisis celular y la liberacion de

la progenie fagica (Figura 8) (106).
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Figura 8: Representacion esquematica de cémo la endolisina del fago obtiene acceso al peptidoglicano
de la pared, a través del sistema holina-endolisina. Tomada y adaptada de Oliveira y col (110)

La pared celular bacteriana le provee rigidez estructural y forma a la bacteria, y a
su vez constituye una barrera fisica contra el ambiente exterior. el componente rigido de
la pared celular de las bacterias se compone de peptidoglicano que es un heteropolimero
que forma el exoesqueleto y resiste la presion osmotica citoplasmatica interna,
proporcionando integridad estructural a la célula., el cual se encuentra en todas las
especies bacterianas excepto los micoplasmas y los ureoplasmas. Esta estructura consta
de un esqueleto de hidratos de carbonos alternados de N-acetilglucosamina y acido N-
acetilmuramico que forman un enlace -1,4. A los residuos de N-acetilmurdmico se unen,
mediante enlaces peptidicos en el C3, tetrapéptidos cortos, por lo general compuestos de
cadenas cortas idénticas de D- y L-aminoacidos poco usuales que no se encuentran en las
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proteinas, incluidos los isémeros D de alanina y el D-dcido glutdmico (bacterias
grampositivas). Algunos de estos tetrapéptidos estan, a su vez unidos entre si por péptidos
cortos que forman entrecruzamientos entre las hebras de peptidoglucano adyacentes
(Figura 9). Los tipos de aminoacidos encontrados y los grados de entrecruzamiento son
componentes variables de la estructura de peptidoglucano, en el caso de S. aureus, la
mayoria de los residuos estan entrecruzados con las hebras adyacentes por 5 residuos

glicina, lo que le proporciona a la pared celular una estructura rigida (111, 112).

Figura 9: Estructura del PG. Referenciado con numero los diferentes puntos de actividad de las
endolisinas, 1) N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa, 2) puente interpeptidico endopeptidasa, 3) L-alanoil-
D-glutamato endopeptidasa, 4) N-acetil-B-D-muramidasa, 5) transglicosidasa, 6) N-acetil-B-D-
glucosaminidasa. Tomada y adaptada de Gutiérrez y col (112)

En consecuencia, las endolisinas al actuar sobre el petidoglicano y comprometer su
integridad conducen a una presion osmdtica interna insostenible, que desencadena el
estallido celular. La actividad de las endolisina sobre uno de los cuatro enlaces principales
del PG permite dividirla en 4 grupos: (I) lisozimas (II) transglucosidasas que actiian sobre
el enlace glucosidico que une el amino a azicares en la pared celular, (II) amidasas y
(IV) endopeptidasas que actian sobre los enlaces de amida y peptidico de los
oligopéptidos entrecruzantes y los puentes inter-peptidicos (110). Esto se puede observar

en la Figura 9 citada previamente.

Estructura de las endolisinas
Las endolisinas de bacterias Gram positivas en general tienen un tamaio que oscila

entre los 25 y los 40 kDa, con excepcion de PlyC (estreptococo) que tiene un tamanio de
114kDa (106).
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INTRODUCCION

Las endolisinas son enzimas modulares en la cual la actividad catalitica y el
reconocimiento de sustrato estan separados en dos tipos diferentes de dominios
funcionales llamados dominios de unién a pared (CBD) y dominio enzimaticamente
activo (EAD). Las endolisinas de fagos de S. aureus presentan 1 o 2 dominios cataliticos
y 1 dominio de union. Los principales EAD presentes son: LYSO (del inglés phage
lysozyme domain), PET-M23 (peptidase domain M23), AMI-2 (amidase 2 domain),
AMI-3 (amidase 3 domain), and CHAP (cysteine- and histidine-dependent
amidohydrolase/peptidase), siendo este ultimo el mas frecuente (74%); y el CBD contiene
dominios relacionados a SH3 (del inglés, src Homology-3, encontrado en proteinas
intracelulares o de union a membrana), siendo los més frecuentemente hallados SH3 Sy
SH3b (110, 112, 113). La organizacién modular de las endolisinas puede observarse en

la Figura 10.

m Catalitico "Catalitico I‘

- CHAP - Amidasa - SH3
- Peptidasa - No relacionado con SH3
m Catalitico

- CHAP - SH3

- Peptidasa

Figura 10: A) Representacion esquematica de los principales dominios presentes en la endolisinas
de fagos de S. aureus. Tomada y adaptada de Gutiérrez y col (112).

Retomando y reformulando viejas terapéuticas, en la era de la resistencia

Los antibioticos fueron descubiertos en un momento en que las infecciones
bacterianas tenian una alta tasa de mortalidad; y fueron altamente atractivo debido a su
actividad de amplio espectro que les permitio ser utilizados contra una amplia gama de
bacterias sin necesariamente identificar o caracterizar la bacteria infecciosa exacta. Sin
embargo, esta ventaja es también una gran desventaja, debido a su relativa no
especificidad, los antibidticos generan disbiosis. Sin embargo, el uso de fagos liticos
podria eludir este problema, la terapéutica de fagos podria disefiarse para tratar una

infeccidn sin dafiar la microbiota. Sin embargo, esta especificidad podria convertirse en
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un gran desafio porque muchas infecciones son polimicrobianas. Esto podria solucionarse
utilizando cocteles de fagos. Otro problema que podria solucionarse con el uso de cocteles
también es la aparicion de cepas resistentes a bacteriofagos, en infecciones ocasionadas
por una unica cepa (114, 115). Los expertos creen que un coctel de fago ideal deberia
estar preparado utilizando fagos pertenecientes a diferentes familias o grupos de fagos
con un amplio rango de huéspedes y alta capacidad de adsorcion, uniéndose a las
estructuras que son altamente conservadas de la pared bacteriana. Sin embargo, otros son
defensores de estrategias en donde los fagos activos individuales se aplican
secuencialmente al paciente, aunque, esto en la practica clinica puede ser dificil de

cumplir (116).

Entre las preparaciones comerciales de fagos que pueden utilizarse contra las
bacterias agrupadas en el acronimo ESKAPE se encuentran: "Stafal", "Sextaphage",
"PhagoBioDerm" y "Pyophage". Stafal (Bohemia, Eslovaquia) que son preparaciones que
contienen fagos con accion antiestofilocdcica, que tienen accion frente a cepas SAMR y
se aplican de manera topica, Sextaphage (Microgen, ImBio Nizhny Novgorod, Rusia) es
un coctel contra Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli mientras, Pyophage
(Instituto Georgiano Eliava de Bacteriéfagos, Microbiologia y Virologia) contiene
bacteriofagos que actian contra los agentes de enfermedades entéricas (95). También se
encuentra en forma de vendaje PhagoBioDerm (licenciado en Georgia, Unidn Sovietica),
que consiste en un polimero biodegradable impregnado con un coctel de fagos,
ciprofloxacina y otros ingredientes activos; que se utiliza para la liberacion sostenida de

fagos para tratar ulceras o heridas infectadas por S. aureus y Pseudomonas aeruginosa

(117).

Otra opcion seria el uso de endolisinas, que se pueden usar como agentes
antibacterianos solas o combinadas con antibioticos para mejorar la eficacia del
tratamiento (95, 105). El uso de estas proteinas para el tratamiento de infecciones
humanas es por lejos el campo con mayor interés de todas las aplicaciones posibles para
estas lisinas. Micreos, una empresa holandesa, ha desarrollado el primer producto que
contiene endolisinas para uso humano, Micreos Staphefekt 100 (Gladskin), el cual es
especifico contra S. aureus, incluyendo cepas SAMR. Este producto es recomendado para
las infecciones de piel ocasionadas por S. aureus en las etapas tempranas, tales como

eccema, acné y rosacea lo cual reduce los sintomas inflamatorios (112, 118).
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INTRODUCCION

Uno de los puntos criticos de esta terapéutica es la blisqueda y la caracterizacion de
nuevos bacteriofagos para los diferentes patdogenos, lo que conlleva también a la

identificacion de nuevas enzimas fagicas con potencial uso terapéutico.
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OBJETIVOS

Objetivo general

La disminucion en la creacion de drogas antibacterianas, el gran aumento de
bacterias resistentes a una o mas drogas y los incrementos en los costos de Salud Publica
para el control de infecciones intra-hospitalarias y de la comunidad, instalan la necesidad
de nuevas alternativas no antibioticas para el control de las bacterias productoras de
infecciones. El uso de bacteriofagos tiene ventajas sobre los antibioticos tales como su
especificidad (no afectan la microbiota), su bajo costo, facilidad de produccion,
estabilidad fisica, escasos efectos adversos y simplicidad para su modificacion (aumento
en el espectro de accion mediante incorporacion de nuevos bacteriéfagos), por lo que
constituye una alternativa a explorar y desarrollar para su uso como agentes anti-
bacterianos en ambientes y superficies. La sintesis de enzimas liticas fagicas con potente
accion anti-bacteriana (lisinas), ha promovido el uso de las mismas con fines terapéuticos

para tratar infecciones de manera especifica.

En base a esta descripcion, este proyecto tiene como objetivo general el
aislamiento y caracterizacion fisico-quimica y genética de bacteriofagos capaces de
infectar Staphylococcus aureus. En una segunda etapa de esta Tesis Doctoral se plantea
la identificacion de genes codificantes de endolisinas para su clonado y expresion.
Simultdneamente, se realizard el aislamiento y la caracterizacion microbioldgica y

molecular de cepas de S. aureus, asi como la determinacion de la sensibilidad a meticilina.

Objetivos especificos:

a) Aislar y caracterizar cepas de Staphylococcus aureus, lo que nos permitird
conocer los tipos prevalentes en nuestro medio, en grupos especificos, y armar un
cepario que serd utilizado para andlisis de rango de hospedador de fagos.

b) Estudiar la portacion nasal en diferentes grupos de interés: trabajadores de la salud
y pacientes con psoriasis.

c) Aislar bacteriofagos de muestras del medio ambiente (agua, suelo) con capacidad
de infectar S. aureus; de cepas inducidas mediante el uso de mitomicina C y de
muestras clinicas.

d) Establecer el rango de hospedador y caracterizar los fagos aislados.
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OBJETIVOS

e) Secuenciar los genomas de los bacteriofagos elegidos y realizar el analisis
bioinformatico de los mismos.

f) Identificar mediante bioinformatica genes que codifiquen para endolisinas en los
genomas de los bacteriofagos.

g) Clonar, expresar y purificar las endolisinas seleccionadas. Determinar su

actividad biologica.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas utilizadas como control

Se utilizaron cepas de S. aureus de colecciones de cultivo microbianas: ATCC

(American Type Culture Collection) y NARSA (Network on antimicrobial resistance in

Staphylococcus aureus) y otras de origen clinico o proporcionadas por otros

investigadores como control de los ensayos realizados. Las caracteristicas relevantes y su

origen se detallan en la Tabla 1 (119-123).

Tabla 1: Cepas utilizadas como controles, caracteristicas relevantes y origen

Cepa Caracteristicas relevantes Origen
ATCC 25923 SAMS, mecA (-) ATCC
ATCC 43300 SAMR, mecA (+) ATCC
ATCC 12228 S. epidermidis, mec (-), ica (-) ATCC
ATCC 14990 S. epidermidis mec (+), ica (+) ATCC
ATCC 29740 Newbould, mastitis bovina ATCC

NRS 144 (RN 4220)  Productor de B-hemolisina, libre de profagos NARSA
NRS 158 agr 1 NARSA
NRS 70 (NRS 315) agr 1I; SCCmec 11 (ccr 2 + mecA) NARSA
NRS 123 agr 111 NARSA
NRS 153 agr IV NARSA
M1 SAMR, PVL (+), sei (+) Clinico
V329 S. aureus productor de biopeliculas Dr. Calvinho *
SCCmec 1 SCCmec I (ccr 1 + mecB) Dra.Mollerach”
SCCmec 111 SCCmec III (ccr 3 + mecA) Dra.Mollerach”

Newman Aica

NRS 101

No productor de biopelicula ica-dependiente

S. epidermidis. Productor prototipo de
biopelicula

Dra. Mollerach”

NARSA

Nota: Dr. Calvinho, Estaciéon Experimental Agropecuaria del INTA (Rafaela) y

de Microbiologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica (UBA)

Dra. Mollerach, Catedra
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Medios de cultivos y conservacion de microorganismos

Los medios de cultivos utilizados para S. aureus fueron los siguientes: Agar Manitol
Salado (medio de Chapman), Agar Tripteina-Soya (TSA), Caldo de Tripteina-Soya (TS),
Agar Mueller Hinton (MHA), Caldo Mueller Hinton (MH), todos estos de laboratorio
Britania y Agar Sangre de Cordero (Columbia).

En el caso de la cepa Escherichia. coli BL21 (DE3) pLys se utilizo el medio de
cultivo Luria Bertani (LB) Para prepararlo se disolvieron los siguientes componentes por
litro de agua destilada:10 g de NaCl, 10 g de triptona y 5 g de extracto de levadura. En
los casos que fue necesario utilizar medio solido se agregd 15g de agar por litro de cultivo.

Luego se esterilizd en autoclave.

Los microorganismos fueron conservados a -20°C y a -80°C en TS suplementado
con glicerol al 20%. Al momento de utilizarse se descongelaron y se sembraron en los

medios de cultivo correspondientes, la incubacion se realiz6 a 37°C.

Medios de cultivo y soluciones para bacteriofagos de S. aureus

Para la propagacion de los bacteriofagos se utilizé el medio TS adicionandole agar
0 agarosa (segun corresponda) a concentraciones finales de 1,2 y 0,4 % P/V, para el
armado de la base y el top, respectivamente. En los experimentos donde se utilizaron
fagos, el medio fue suplementado con CaCl, 2mM) y MgSO4 (10mM). Con esta

composicion fueron armadas todas las placas de TS base y el TS top.

Para la elucion de los bacteriofagos se utilizo buffer de fagos (BF). Para preparar
un litro de BF se mezclaron los siguientes componentes: 790 ml de agua destilada, 150
ml de NaCl 1 M, 10 ml de MgSO4 1 M, 50 ml de Tris HC1 1 M pH 7,6 y 2 ml de CaCl,

1M. A continuacidn, se procedio a esterilizar dicha solucion en autoclave.

Aislamiento y caracterizacion de cepas de S. aureus a partir de hisopados nasales
Obtencion de los hisopados nasales
Los hisopados nasales fueron tomados en el marco de 3 proyectos realizados en

nuestro laboratorio:

1- Busqueda de portadores asintomaticos de Staphylococcus aureus en
trabajadores de la salud del Hospital Provincial del Centenario (HPC), Rosario (Santa Fe-

Argentina)
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2- Busqueda de portadores asintomdticos de Staphylococcus aureus en
trabajadores de la salud del Hospital Escuela Eva Peron (HEEP), Granadero Baigorria
(Santa Fe-Argentina)

3- Rol de Staphylococcus aureus en dermatosis cronicas

En el caso de los trabajos de “Busqueda de portadores asintomaticos de S. aureus

en trabajadores de la salud” se realiz6 un estudio de corte transversal para cada hospital.

Se realizé a cada uno de los trabajadores un cuestionario (edad, sexo, ocupacion,
uso de antibioticos en los ltimos 6 meses e historia previa de colonizacion o infeccion
por el patdgeno de interés en este trabajo). Los criterios de exclusion fueron: enfermedad
compatible con S. aureus en el momento de la toma (infecciones de piel y partes blandas,

sinusitis, rinitis, otitis, etc) y uso de antibidticos en los 3 meses previos.

El protocolo de trabajo para cada hospital fue evaluado y aprobado por el comité de

ética correspondiente a cada institucion.

Las muestras fueron tomadas de agosto a diciembre del 2014 en el HPC, y en el
HEEP de octubre a diciembre del 2015. Los hisopados nasales fueron tomados durante la
jornada laboral por lo que concurrimos a los hospitales en diferentes horarios para poder
tener una muestra mas representativa de la poblacion, la participacion del personal fue

voluntaria.

En lo que respecta al trabajo “Rol de S. aureus en dermatosis cronicas” se utilizd
como modelo de enfermedad la “psoriasis en placa”, tomandose muestras de pacientes
que la padecen y son atendidos en el Departamento de psoriasis, en el HPC. Para dicho
trabajo se requiri6 de un grupo control que fue formado por pacientes que se atienden en
el mismo hospital por otro motivo y que no presentan antecedentes de alteracion de la
barrera cutdnea. Las muestras fueron tomadas desde octubre al 2016 a octubre del 2017.
Los criterios de exclusion fueron los mismos que se aplicaron en los otros dos trabajos de

portacion nasal ademas de tener en cuenta la afectacion de la barrera cutdnea.

En todos los trabajos de portacion nasal se tomaron hisopados nasales (por
duplicado) con la firma previa del consentimiento informado. Las muestras fueron
trasladadas al laboratorio dentro de las dos horas posteriores a la toma de la misma, en

medio de transporte Stuart (Britania).
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Aislamiento, tipificacion y caracterizacion fenotipica de Staphylococcus aureus
Tipificacion de Staphylococcus aureus

La tipificacion se realizé de la siguiente manera: uno de los hisopos se utiliz6 para
la siembra de la muestra en Agar Manitol Salado (Britania) y se cultivd durante 48 horas
a 37°C. Las colonias que resultaron manitol positivas (viraje del color del medio del rojo
al amarillo) se repicaron en MHA (Britania) a 37°C por 24 horas, al término de las cuales
se realizaron extendidos que fueron coloreados con tincion de Gram Nicolle y las colonias
que presentaron morfologia microscopica de cocos Gram-positivos se sometieron a la
prueba de catalasa (formacion de burbujas de O2 en presencia de peroxido de hidrogeno),
que permite diferenciar Staphylococcus (catalasa positivo) de Streptococcus (catalasa
negativo). Aquellas muestras que resultaron catalasas positivas fueron sometidas a la
prueba de la coagulasa en tubo. La positividad de dicha prueba se evidencia por la
formacion de un codgulo cuando se incuban colonias en plasma y permite diferenciar S.
aureus (prueba positiva) de los estafilococos coagulasa negativa (prueba negativa). Los

cocos Gram-positivos, catalasa y coagulasa positivos fueron identificados como S. aureus

(124).

Antibiograma en disco mediante técnica de Kirby-Bauer

Se empled el método de antibiograma por difusion, para lo cual se colocaron los
discos de los diferentes antibidticos a estudiar sobre una placa de MHA de 4mm de
espesor que previamente fue inoculada con una suspension (0,5 Mc Farland)
perteneciente a la cepa de S. aureus en estudio. Después de 24 horas de incubacion a
37°C, se procedio a la lectura e interpretacion de los halos de inhibicion de acuerdo a las

normas aprobadas por el CLSI (del inglés, Clinical Laboratory Standards Institute) (125).

Para determinar la resistencia a meticilina se utilizé un disco de FOX (cefoxitina
30 ng) y dicha prueba se interpreto segun el punto de corte del CLSI tomando como cepas
sensibles aquellas que presentaron halos > 22 mm y como resistentes a aquellas que

tuvieron halos <21 mm (125).

Los otros antibidticos que también fueron evaluados mediante esta técnica junto
con su respectivas concentraciones son: ciprofloxacina (5 pg), eritromicina (15 pg),
clindamicina (2 pg), rifampicina (5 pg), trimetoprima-sulfametoxazol (TMS) (25 pg),
gentamicina (10 pg), tobramicina (10 pg), kanamicina (30 pg), amicacina (30 pg),

estreptomicina (10 pg), vancomicina (30 pg), teicoplanina (30 pg) y mupirocina (10 pg).
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Ensayo por Difusion en agar, D-Test

En los aislamientos que fueron resistentes a eritromicina, se evaludé ademas el
fenotipo de resistencia a macrolidos mediante la prueba de D-Test segin
recomendaciones del CLSI. Una suspension del microorganismo a ensayar
(correspondiente a 0,5 de McFarland) se sembro6 con hisopo en placa de MHA de 4 mm
de espesor. Posteriormente se colocaron los discos de antibiograma de eritromicina (15
pg) y clindamicina (2 pg) a una distancia de aproximadamente 20 mm. Las placas se
incubaron a 37°C durante 18 hs. Si el aislamiento posee un fenotipo inducible (iMLSB)
debido a la expresion del gen erm, eritromicina actia como inductor, y se produce
achatamiento del halo alrededor del disco de clindamicina (halo con forma de D);
mientras que si no se observa el achatamiento del halo de clindamicina posee un fenotipo
M (eflujo). Si el aislamiento presenta resistencia a eritromicina y clindamicina posee un

fenotipo constitutivo (cMLSB).

Caracterizacion molecular de las cepas aisladas
Extraccion de ADN de las cepas aisladas
Se realiz6 la extraccion de ADN segtn el protocolo de MLST (del inglés Multilocus

sequence typing) (http://saureus.mlst.net/misc/info.asp) tanto de las cepas aisladas en esta

tesis como las que fueron utilizadas para control.

Las cepas fueron repicadas en TSA (Britania) de manera de lograr un crecimiento
confluente de las mismas, las placas se incubaron durante 12hs a 37°C. Luego se levanto
con ansa 1/8 de placa de bacterias y se resuspendié en 400 pl de solucion de lisis (250
U/ml Lisozima, 25 U/ml Lisostafina, 0,01 M EDTA, 0,01 M Tris). A continuacion, se
incubo a 37°C durante 30 minutos, para luego calentar la mezcla durante10 minutos a
95°C, luego de los cuales se coloco la muestra 1 minuto en hielo, pasado este tiempo la
misma se centrifugo 5 minutos a 14.000 g para quedarnos con el sobrenadante. El tubo
con el sobrenadante se transfirid a un recipiente con hielo y se le agreg6 1 ml de la mezcla
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1 v/v), se mezcld por inversion y se
centrifugd durante 20 minutos a 10.000 g. Posteriormente se transfirio la fase acuosa a un
tubo, se precipité el ADN con el agregado de 1 ml de etanol absoluto y se colocé el tubo
en hielo durante 15 minutos, para luego centrifugarlo 20 minutos a 10.000 g, para

descartar el sobrenadante y resuspender el pellet (ADN) en 100 ul de agua destilada.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Todas las reacciones de PCR se realizaron en termociclador Mastercycler personal
(Eppendorf). Se utilizo la polimerasa Taq Pegasus y sus reactivos (Buffer de PCR 10X y
Cloruro de Magnesio 50 mM) (Embiotec).

Electroforesis en gel de agarosa

La visualizacion de los productos de PCR se llevo a cabo siguiendo las indicaciones
descritas por Sambrook y Russel (55). Se emplearon geles horizontales de
concentraciones de agarosa variables entre 0,8% y 2,0% segtn el tamafio de las moléculas
de ADN que se deseaba separar. Los geles se prepararon en solucion reguladora TAE (40
mM Tris-acetato pH 8,0; 10 mM EDTA) y las separaciones electroforéticas se realizaron
en la misma solucion reguladora a una intensidad de corriente de 60 a 80 V. Previo a la
siembra, las muestras se mezclaron con 0,1 volimenes de solucién de siembra (0,25%
(p/v) de azul de bromofenol, 0,25% (p/v) de xilencianol, 30% (p/v) de glicerol. Las
bandas de ADN tefiidas con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) fueron visualizadas empleando
un transiluminador de luz UV (255 nm). Como marcadores de peso molecular (PM) se

emplearon Lambda Bst EIl, Lambda HindIII o Ladder 100 pb (Embiotec).

Tipificacion mediante PCR multiple

La confirmacién molecular de identidad y resistencia a meticilina se efectud por
PCR multiple segiin Louie, y col. (126), mediante la misma se amplifican los genes /65
rRNA (identifica ADN bacteriano en la muestra), nuc (nucleasa presente en S.aureus) y
mecA (resistencia a meticilina) , los ologonucledtidos se encuentran descriptos en la Tabla

2. Como control positivo se utilizé la cepa ATCC 43300.

La mezcla de reaccion se prepard con un volumen final de 25 pl conteniendo buffer
de PCR (1X), CIMg2 (3mM), dNTPs (200 uM), cebadores (0,5 uM para mecA y 0,2 uM
para 16SrRNA y nuc), Taq polimerasa (2U), ADN 1pl, agua milliQ csp 25 pl. Las
condiciones de ciclado utilizadas fueron: una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5
minutos, seguido de 30 ciclos de amplificacion (30 segundos a 94°C, 45 segundos a 55°C

y 60 segundos a 72°C) y una fase de elongacion final de 5 minutos a 72°C.
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Tabla 2: Cebadores utilizados para la caracterizacion molecular de las cepas. RA: region amplificada,
pb: pares de base (tamafio del amplicon)

PCR R.A Cebador Secuencia (5’- 3’) pb Cita
168 16S-F AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG 708
rRNA 16S-R  GGA CTA CCA GGG TAT CTA AT
Muiiltiple: mecA-1 AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C
mecA 533 (126)
tipificacion mecA-2  AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C
nuc-1 GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 270
nuc
nuc-2 AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC
agrl GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT
agr tipo 1 441
Panagr  ATGCACATGGTGCACATGC
agr? TATTACTAATTGAAAAGTGGCCATAGC
agr tipo 2 575
Muiiltiple: Pan agr  ATGCACATGGTGCACATGC 26)
agr agr3 GTAATGTAATAGCTTGTATAATAATACCC/
agr tipo 3 323
Pan agr  ATGCACATGGTGCACATGC
agrd CGATAATGCCGTAATACCCG
agr tipo 4 659
Panagr  ATGCACATGGTGCACATGC
Ica- F GATTATGTAATGTGCTTGGA
ica ica 770 (127)

Ica-R ACTACTGCTGCGTTAATAAT

luk-PV-1 ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATA
PVL IukS/F-PV 433 (128)
luk-PV-2  GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC

sei-F CTCAAGGTGATATTGGTGTAGG
sei sei 576 (129)
sei-R AAAAAACTTACAGGCAGTCCATCTC
ml-1 AATGGCGAAAAAGCACAACA 480
ml-2 GACTTGATTGTTTCCTCTGTT
Clase A 34)
mcR-2 CGCTCAGAAATTTGTTGTGC 1597
Complejo mcR-3 ATCTCCACGTTAATTCCATT
mec 1S1272 ATTTTGGGTTTCACTCGGAT
Clase B 565 (130)
mecR1 CAAATATTAAAGAACGTGTT
mA7 ATATACCAAACCCGACAACTACA
Clase C 804 (131)
1S2 TGAGGTTATTCAGATATTTCGATGT

cer-p2 ATTGCCTTGATAATAGCCITCT
AlBI1 700
ccr-a2 AACCTATATCATCAATCAGTACGT

ccr-p2 ATTGCCTTGATAATAGCCITCT
Recombinasa A2B2 1000 (35)
ccr-a3 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT

cer-p2 ATTGCCTTGATAATAGCCITCT
A3B3 1600
cer-o3 GCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT
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Locus agr

La determinacion de la presencia del locus agr se hizo mediante la PCR multiple
del gen agr (26). Se utilizaron como controles las siguientes cepas: para agr I NRS158,
para agr 11 NRS 70, para agr III NRS123 y para agr IV NRS 153. Los cebadores
utilizados y los tamafios de los segmentos amplificados se encuentran detallados en la

Tabla 2.

La mezcla de reaccion se prepar6 con un volumen final de 25 pl conteniendo buffer
de PCR (1X), CiIMg> (3mM), dNTPs (200 uM), cebadores (0,3 uM cada uno), Tagq
polimerasa (1U), ADN 1ul, agua milliQ csp 25 pl. Las condiciones de ciclado utilizadas
fueron: una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de
amplificacion (30 segundos a 94°C, 30 segundos a 54°C y 60 segundos a 72°C) y una

fase de elongacion final de 4 minutos a 72°C.

Funcionalidad del locus agr

Para estudiar la funcionalidad del locus agr se evalu¢ la actividad hemolitica de la
hld producida por S. aureus, ya que la misma actia como marcador debido a que se
transcribe junto con RNAIII por la activacion del mismo promotor. La actividad de la id/
se mide a través de la interaccion con la B-hemolisina producida por la cepa S. aureus

RN4220 en agar sangre de carnero.

A partir de cepas obtenidas de cultivos de 24 hs en TSA se realiz6 una suspension
equivalente a la escala 0,5 de Mc Farland en solucion fisiologica estéril de cada
microorganismo a estudiar. Se realizé en el centro de una placa una estria de la suspension
de RN 4220, y perpendicularmente a ella se sembraron estrias de las suspensiones de los
microorganismos a analizar, posteriormente las placas fueron incubadas durante 24 hs a
37°C. S. aureus puede producir distintos tipos de hemolisinas (o, B y 6 -hemolisina). La
produccion de B -hemolisina por la cepa RN 4220 permite detectar la produccion de id/
debido a las interacciones entre ellas (la B-hemolisina aumenta la lisis producida por la
hdl, e inhibe la lisis producida por a-hemolisina). Se observa un efecto parecido a la
“cabeza de un fosforo” o “punta de flecha” en la union de las estrias de RN 4220 y el
aislamiento productor Ad/. La intensidad de este efecto indica cualitativamente la

actividad del locus agr (132).
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Produccion de biofilms: ica

Se determind la presencia del gen ica (127). Mediante esta PCR se obtiene un
segmento amplificado de 770pb (Tabla 2). Como control positivo se utiliz6 la cepa NRS
101. La reaccion de PCR se realizo en un volumen final de 25 pl conteniendo buffer de
PCR (1X), dNTPs (200 uM), MgCl> (3 mM), cebadores (1 uM de cada uno), Taq
polimerasa (1 U), ADN 1ul, y agua milliQ csp 25 pl.

Las condiciones de ciclado utilizadas fueron: una desnaturalizacion inicial a 94°C
por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de amplificacion (60 segundos a 94°C, 60 segundos

a 50°C y 60 segundos a 72°C) y una fase de elongacion final de 5 minutos a 72°C.

Funcionalidad del gen ica

Para evaluar la funcionalidad del gen ica, se realizaron cultivos en tubos de
hemolisis de las diferentes cepas en TS liquido suplementado con glucosa al 1%, y se
incubaron a en forma estatica a 37°C. Se evalu6 la produccion de biopeliculas mediante
inspeccion ocular a las 24, 48 y 72hs. Como control positivo se utilizo la cepa NRS 101
(S. epidermidis), que es prototipo en la produccion de biofilms y como control negativo

la cepa Newman A ica.

Toxina: sei
Se utilizaron los cebadores detallados en la Tabla 2 y se siguieron las
especificaciones del autor para realizar esta PCR (129). Control positivo: cepa clinica M

1, proporcionada por la Catedra de Microbiologia FCM.

Leucocidina de Panton-Valentine (PVL)

Para amplificar los genes /ukS/F-PV se utilizaron los cebadores descriptos por Lina
y col. (128), que amplifican un fragmento de 433pb (Tabla 2), y la PCR fue realizada
segun las especificaciones de los autores. Se utilizdo como control positivo la cepa clinica

M 1.

Estudio del casete de resistencia a meticilina (SCCmec)
Se realiz6 la clasificacion de los tipos de SCCmec segun los complejos mec y el

tipo de recombinasa (ccr) de acuerdo a las recomendaciones del grupo internacional de

trabajo para la clasificacion de elementos SCCmec (IWG-SCC, http://www.sccmec.org).

Esto puede visualizarse en la Tabla 3.
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Complejo mec

El complejo mec puede dividirse en 3 clases: A, By C

Clase A

Se utilizaron los cebadores descriptos por Katayama y col. (34) que se encuentran
detallados en la Tabla 2, y la PCR se llevo a cabo segun las especificaciones de los
autores. Los cebadores ml-1 y mI-2 amplifican el gen mecl (480pb), mientras que mcR-2
y mcR-3 amplifican mecR1 (1597pb). El complejo mec de clase A contiene ambos genes

completos. Como controles positivos se utilizaron las cepas NRS 70 y SCCmec I11.

Tabla 3 - Clasificacién de los tipos de SCCmec segiin los complejos mec y ccr

Tipos de SCCmec Tipo de complejo ccr Tipo de complejo mec

I 1(A1B1) B

II 2 (A2B2) A

I 3(A3B3) A

v 2 (A2B2) B

\% 5(C1) C2

VI 4 (A4B4) B

VII 5(C1 Cl

VIII 4 (A4B4) A

IX 1 (AIB1) C2

X 7 (A1B6) Cl

XI 8 (A1B3) E

Clase B

Los cebadores utilizados se encuentran descriptos en la Tabla 2 y amplifican un
fragmento de 565pb (130). Las condiciones para la realizacion de esta PCR fueron
modificadas en nuestro laboratorio. Las reacciones se llevaron a cabo con buffer de PCR
(1X), CIMg> (1,5 mM), dNTPs (200 uM), cebadores (0,4 uM cada uno), Taq polimerasa
(1U), agua milliQ csp 25 pl. Las condiciones empleadas para la reaccion fueron una

desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94°C, seguidos de 30 ciclos de amplificacion
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(94°C por 60 segundos, 48°C por 60 segundos, 72°C por 60 segundos) y una fase de
amplificacion final a 72°C por 10 minutos. La cepa SCCmec I fue utilizada como control

positivo.

Clase C2
Para la identificacion de este complejo se utilizaron los oligonucleo6tidos detallados
en la Tabla 2, descriptos por Kondo y col. (131). La reaccion se llevd a cabo seglin las

especificaciones de los autores.

Complejos ccr 1, 2 y 3 (ccrAB):

La determinacion del complejo ccrAB se realizd a través de la PCR mualtiple
descripta por Ito, T y col. siguiendo sus especificaciones (35), mediante la cual es posible
identificar tres tipos de complejos ccr: ccr tipo 1 (A1B1), cer tipo 2 (A2B2) y ccr tipo 3
(A3B3), los controles utilizados para cada tipo de ccr respectivamente fueron las cepas
SCCmec 1, NRS 70 (SCCmec II) y SCCmec 111 . Los cebadores utilizados se encuentran
detallados en la Tabla 2.

Presencia del trasposon Tnp2(

En las cepas que amplificaron la region de mecB pero con un tamafio mucho mayor
al esperado (2000 pb en lugar de 565 pb) se investigod la insercion de un gen de la familia
transposasa 20 (tnp20) (52). Mediante el anélisis de la secuencia de mecB con la insercion
de tnp20 (cédigo de acceso: EU437549.2), se observd que la misma posee dos sitios de
cortes Unicos para las enzimas HindIII y Xbal, lo cual genera un patréon de bandas de
1210, 787 y 129 pb y de 1115 y 1015 pb, respectivamente. Para confirmar la presencia
de este transposon en dichas cepas, se realizo la amplificacion de la region mecB mediante
los cebadores IS1272 y mecR1 y se purifico el fragmento de 2000 pb mediante el uso del
Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up (Promega). Posteriormente se digiri6 tres horas a
37°C con las enzimas HindIII o Xbal del producto y se corri6 en gel de agarosa 1% para

su analisis.

Ensayos con bacteriofagos
Procesamiento de muestras para el aislamiento de fagos

Busqueda de fagos ambientales
Muestras de tierra recolectadas de Centros de Salud de Rosario fueron incubadas

con BF durante 12 horas a 4°C y centrifugadas 5 minutos a 6.500 rpm. A continuacion,
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sus sobrenadantes (SN) fueron filtrados a través de filtros esterilizantes de 0,45 um de

tamafo de poro y conservados a 4°C.

Induccion de fagos lisogenos en cepas de S. aureus por tratamiento con mitomicina C
Las cepas de origen clinico de S. aureus (proporcionadas por la Catedra de
Microbiologia de esta Facultad), provenientes en su mayoria de hemocultivos y de
infecciones de piel y partes blandas, fueron tratadas con mitomicina C para inducir los
potenciales profagos presentes. Para ello se inocularon 5 ml de TS con 50 pL de un cultivo
saturado de cada cepa y se incubaron 30 minutos a 37°C con agitacion, hasta alcanzar la
fase de crecimiento exponencial temprana con una densidad optica (DO) de 0,1-0,2. A
continuacion, se agregd mitomicina C a una concentracion final de 0,5 pg/ml y se
continud la incubacion a 37°C con agitacion suave (60 rpm). Pasadas las 6 horas, se
procedié a centrifugar las muestras a 3.000xg durante 12 minutos a 4°C, para luego
neutralizar el sobrenadante correspondiente a cada cepa a pH 7 con NaOH 0,1 N y

filtrarlos a través de filtros de tamafio de poro 0,45 pm (133).

Busqueda de bacteriofagos a partir de hisopados nasales
Se agruparon de a diez los hisopos con los que se tomaron las muestras nasales, se
los colocaron en tubos de centrifugas de 50 ml conteniendo 4 ml de BF y se incubaron

durante toda la noche a temperatura ambiente.

Deteccion de fagos

Los fagos presentes tanto en las muestras ambientales como en los cultivos tratados
con mitomicina C y los presentes en los hisopados nasales, fueron detectados mezclando
500 pl del sobrenadante de las muestras de tierra o 100 pl del sobrenadante proveniente
del cultivo tratado con mitomicina C o 200 pl de las muestras provenientes de hisopados
nasales, con 100 pl de un cultivo saturado de la cepa RN 4220 y se incubaron 20 minutos
a temperatura ambiente. A continuacion, se agreg6 el top agar (medio TS con 0.4% de
agar fundido a 50°C) hasta un volumen final de 4 ml, se homogenizo6 y se vertid sobre
una placa de petri con 15 ml del mismo medio solidificado (base, con una concentracion
de agar de 1.2%). Tanto el top como la base fueron previamente suplementados con CaCl,
(2mM) y MgSO4 (10mM). Luego de la incubacion durante 12- 24 horas a 30°C se

observo la presencia de placas de lisis.
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Amplificacion de los bacteriofagos en TS agar

En los casos en los que se observaron placas de lisis, se procedid a tomar cada una
de ellas separadamente mediante repique y posterior amplificacion en la cepa RN 4220.
Para ello se tomo¢ la placa de lisis con asa de puntura y se sumergi6 la misma en 50 pl de
BF, se dejo a temperatura ambiente para eluir la placa durante 6-12 horas, para luego
mezclarlo con 100 pl de un cultivo saturado de RN 4220. A continuacién, se incubo 20
minutos en mesada y se agreg6 el top agar de TS fundido a 50°C hasta un volumen final
de 4 ml, se homogenizo, se vertid sobre una placa de TS base. Se incub6 a 30°C, durante

12 horas. Se repitié dicho protocolo 3 veces para obtener el fago puro.

Finalmente, para generar stocks en alto titulo de dichos bacteriéfagos, se procedid
a propagarlos mediante incubacion de 10 pL de la dilucion adecuada del fago en BF y
100 pl de un cultivo saturado de la cepa RN 4220. Luego de veinte minutos a temperatura
ambiente, se agregaron 4 ml de top de TS, se mezcld suavemente por inversion del tubo
y se volco sobre la placa base de TS. Las placas fueron incubadas a 30°C por 24 horas.
En aquellas placas que mostraron lisis cuasi-confluente los fagos fueron eluidos mediante
el agregado de 4 ml de BF por cada placa de Petri, dejandolos en contacto a temperatura
ambiente con agitacion suave por 12 horas; luego de este tiempo se removio el eluido y
se filtr6 mediante filtros de esterilizacion de tamafo de poro 0,45 um. En estas
condiciones se alcanzan titulos de fagos de hasta 10'* UFP/ml. Dichas soluciones de fago

concentradas fueron conservadas a 4°C.

Titulacion de los bacteriofagos

Para poder determinar el titulo de una solucion de un determinado fago, se realizo
una placa indicadora de la cepa RN 4220, mezclando 100 pl de un cultivo saturado de
dicha cepa con 4 ml de TS top agar fundido a 50°C, se mezcl6 suavemente por inversion,
luego se volco sobre una placa de TS base y se permitio la solidificacion del medio. A
continuacion, se realizo la titulacion por el método de “spot”. Se depositaron gotas de 5
ul correspondientes a las diluciones seriadas 1/10 V/V de la solucion del fago sobre la
placa indicadora, se permitidé que se adsorban las gotas y se incubo¢ la placa durante 12
horas a 30°C. Se calcul6 el titulo en UFP/ml de la solucién original seglin la siguiente

férmula:

Titulo (UFP/ml) = N° placas de lisis en la dilucion mas alta x factor de dilucion x 200
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Amplificacion en medio liquido

La misma se realizé con la cepa RN 4220 en TS liquido suplementado con CaCl,
(2mM) y MgSO4 (10mM), con un volumen final de 10 ml, a 37°C con agitacién (180rpm).
Se ensayaron 2 MOI (multiplicidad de infeccion) diferentes: 0.5 y 0.25. Se parti6 de una
DO inicial de 0,23 que equivalen a 6,9 x 107 bacterias/ml, teniendo en cuenta que una DO

de 1 representa en promedio 3 x 10® bacterias/ml.

Optimizacion de la amplificacion en medio liquido

Para esto se realiz6 la amplificacion en TS liquido del fago elegido, con la cepa RN
4220 con una MOI de 0,5 a 37°C, y se probaron las siguientes condiciones 1) solo TS, 2)
TS y CaCl; 2mM), 3) TS y Mg SO4 (10mM), 4) TS con CaClz (2 mM) y MgSO4 (10mM)
y 5) solo RN 4220 en TS liquido.

Posteriormente se optimizo el agregado de CaCl; para los ensayos en medio liquido,
para ello realizamos una curva con diferentes concentraciones del mismo (0 mM, 1 mM,

2 mM y 4 mM).

Caracterizacion de los bacteriéfagos
Temperatura de amplificacion y morfologia de placa
Se ensayaron 4 temperaturas para la comparacion de la morfologia de las placas:

25°C, 30°C, 37°C y 42°C siguiendo el protocolo de amplificacion descripto previamente.

Determinacion de los tamanios genomicos aproximados de los fagos aislados

La determinacion del tamafio gendomico de los bacteriofagos aislados se llevo a cabo
mediante Electroforesis en gel de agarosa por campo pulsante, PFGE, (del inglés Pulse
Field Gel Electrophoresis). Las muestras correspondientes a los distintos fagos fueron
compactadas dentro de tacos de agarosa mezclando 400 pL de cada muestra con 400 pL
de agarosa ultra pura fundida al 1,4% (P/V) en buffer TE 0,5X (5 mM Tris HCI; 0,5 mM
EDTA a pH 8.0), en un bafio termostatizado a 54°C. Luego, 80 pL de la mezcla fueron
colocados dentro del molde para permitir la formacion de los tacos, incubados 15 minutos
a 25°C para su solidificacion y luego removidos para su posterior tratamiento. Los
mismos fueron incubados ON a 55°C en 2 ml de buffer de lisis (1% P/V N-lauril
sarcosina, 0,2% P/V SDS, 0,1 mg/ml Proteinasa K) por cada taco. Se realizaron lavados
sucesivos en buffer de lavado (20 mM Tris HCl; 50 mM EDTA a pH 8,0) y por ultimo
los tacos fueron resuspendidos en 2 ml de buffer TE (10 mM Tris HCI; 1 mM EDTA a
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pH 8,0), y almacenados a 4°C hasta su utilizacion. Para preparar el gel se utilizd agarosa
para PFGE de alto punto de fusion (BIO-RAD) al 1% P/V preparada en buffer TBE 0,5X
(22,5 mM Tris borato, 0,5 mM EDTA, pH 8,0). Se colocaron los tacos en las calles
correspondientes del gel y la corrida del mismo se realiz6 en buffer TBE 0,5X con los
siguientes pardmetros: 6 V/cm, 18 horas, 2 segundos de ST (“switch time”) inicial, 10
segundos de ST final, manteniendo la corriente en un valor menor a 300 mA. Esta técnica
se llevo a cabo en la estacion experimental INTA de Rafaela utilizando un equipo Chef-
DR III (Biorad). Para su visualizacion, el gel se sumergié en una solucion de Bromuro de
Etidio, se incub6 una hora en agitacion suave y se destifio en agua destilada por 30

minutos para luego ser visualizado bajo luz UV.

Analisis de los viriones por microscopia electronica de transmision

La morfologia y el tamafio de 4 de los fagos aislados fueron analizados por
microscopia electronica de transmision (TEM), utilizando un microscopio electronico
modelo JEOL JSM 100 CXII, perteneciente al servicio del centro Cientifico Tecnoldgico
de Bahia Blanca (Conicet). Para ello, las suspensiones de los viriones fueron colocadas
sobre grillas de nitrocelulosa recubiertas con carbono y tefiidas con acetato de uranilo al

2% P/V. Las imagenes fueron obtenidas con una camara CCD Gatan Erlangshen.

Determinacion del rango de hospedador de los bacteriofagos

Se estudio la capacidad que poseen los bacteriéfagos aislados de infectar y lisar
distintas cepas de S. aureus por medio del ensayo de spot, para lo cual, se crecieron
cultivos liquidos de las cepas a ensayar en medio TS y se utilizaron alicuotas de 100 pl
de dichos cultivos para realizar las placas indicadoras correspondientes. Posteriormente
realizamos sobre las placas indicadoras que contenian las diferentes cepas, 2 spot por cada
fago (10> UFP/5 ply 10° UFP/5 pl), las placas se incubaron durante 24 horas a 30°C. Este

ensayo se realizo por duplicado.

Para evaluar la especificidad de nuestros bacteriofagos se utilizaron 96 cepas de las
cuales, 4 no son S. aureus (1 Staphylococcus saprofiticus de origen clinico, 2
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 y ATCC 14990 y una cepa de Escherichia coli
DHS5a). De las 92 cepas de S. aureus 9 son cepas patrones o de coleccion (RN 4220,
ATCC 25923, ATCC 43300, NRS 70, NRS 123, NRS 153, NRS 158, ATCC 29740,
V329), 54 cepas de las utilizadas fueron aisladas y caracterizadas durante esta tesis en los
trabajos de portacion nasal en personal de salud del HPC (26 cepas), del HEEP (8 cepas)
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y de pacientes con psoriasis (20 cepas). Las 29 cepas restantes provienen de INTA Rafaela
(10 cepas), La Plata (Programa Carnicerias Saludables) (9 cepas) y aislamientos
hospitalarios proporcionados por la Catedra de Microbiologia FCM (10 cepas). Para
conocer mas datos de estas 29 cepas que nos fueron proporcionadas realizamos
antibiogramas y evaluamos la capacidad de las mismas de formar biopeliculas, segun las

especificaciones realizadas anteriormente.

El rango de hospedador fue realizado para 9 bacteridfagos, de los cuales 7 fueron
aislados en esta tesis (Mat T, Mat N, Mat 29, Mh 1, Mh 4, Mh_5 y Mh_15) y 2 fagos
liticos para comparar: K, donado por el Dr. A. Coffey, Departamento de Ciencias
Biologicas (Instituto de tecnologia Cork, Irlanda) y CG (63), aislado en nuestro

laboratorio durante las tesis de la Dra Peressutti Bacci y la Dra. Abatangelo.

Extraccion de ADN fagico y secuenciacion genémica

El ADN féagico se obtuvo por tratamiento de los lisados de alto titulo de los
bacteriofagos (obtenidos a través de la amplificacion de los mismos en medio TS
preparados con agarosa) con DNAsal (1 pg/mL) y RNasa (1 pg/mL) durante 1 h a 37°C
seguido de filtracion a través de filtros de acetato de celulosa de 0.2 pm. Luego, se
adicion6 a los lisados Tiocianato de Guanidina (concentracion final: 800 mg/ml) y la
mezcla se agitd suavemente a temperatura ambiente durante 2 horas para la solubilizacion
de dicha sal. A continuacion, el ADN fagico fue extraido de dicha suspension utilizando
el kit comercial Wizard® DNA Clean-Up System (Promega) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La concentracion de ADN se cuantific6 midiendo la
absorbancia a 260 nm y su integridad se corrobordé mediante electroforesis en geles de
agarosa. Finalmente, las soluciones de los ADN de los distintos fagos se guardaron a -

20°C hasta su uso.

La secuenciacion gendmica se realizo en las instalaciones del Instituto de Agro-
Biotecnologia de Rosario, Argentina (INDEAR) mediante la tecnologia [llumina HiSeq
1500. Las bibliotecas fueron generadas utilizando la guia Illumina de preparacion de

muestras de ADN Nextera® XT (Octubre 2012, Illumina Inc, San Diego, CA, USA).

Anotacion genomica
La anotacion de los fagos fue realizada con la colaboracion del Dr. Cristian Suérez,

la misma se realizO mediante la utilizacion del programa DNAMaster
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(http://cobamide2.bio.pitt.edu/), el cual utiliza los programas Glimmer3 y GeneMark para
la prediccion de los marcos abiertos de lectura (ORF, del inglés, Open Reading Frame).
La presencia de ARNt se evalu6 a través de tRNA Scan SE
(http://cobamide2.bio.pitt.edu/) y ARAGORN (134). El analisis de las funciones

probables de los diferentes ORF se realizo empleando BLASTP. La representacion
circular de los mapas genomicos de los fagos se llevo a cabo mediante el uso del script
cgview xml builder.pl y el archivo XML generado se graficoé mediante el programa
CGView ejecutandolo en Linux (135). Para la genémica comparativa, se empled un
analisis de alineamiento fragmentado utilizando el programa Gegenees (136), utilizando
las secuencias de ADN de nuestros fagos y de 128 fagos temperados de S. aureus
descargados de la base de datos del NCBI. Los pardmetros empleados en el alineamiento
fueron 50 pb de “step size” y 25 pb de “sliding step size”. El alineamiento se exportd en
formato Nexus y empleando el programa Splitstree 4.0, se aplicd el algoritmo de
NeighborNet (137) para graficar la red filogenética. Por ultimo, se empled el programa
Easyfig2.25 para realizar el alineamiento en base a la similitud de secuencia empleando
tBLASTn. Las homologias de las secuencias se muestran a partir de 35% de similitud

(http://mjsull.github.io/Easyfig/files.html).

Busqueda bioinformatica de endolisinas

La anotacién de estos genomas y el analisis de los mismos, sumados a otros
genomas de fagos aislados en el laboratorio, permitieron identificar 25 genes que
codifican para endolisinas. Para el estudio filogenético de las mismas, se emplearon las
secuencias de aminodcidos de éstas y de las endolisinas de los fagos PhiHS5, Phill y K.
Primero, se realiz6 un alineamiento mediante MAFFT v7 empleando el método iterativo
G-INS-1 (138) y posteriormente un arbol filogenético utilizando el método de méaxima
verosimilitud en el servidor web PhyML 3.0 (139), empleando sistema automatico de
seleccion del modelo de sustitucion (140). Para la visualizacion del arbol se empled
Dendroscope 3.0 (137). La bisqueda de dominios se realizo mediante la herramienta

Pfam (https://pfam.xfam.org/) (141). Este trabajo fue realizado por el Dr. Cristian Suarez.

Clonado y expresion de las endolisinas
Para el clonado y expresion de las diferentes endolisinas trabaje de manera conjunta

con el Dr. Cristian Suarez.
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Se amplificaron los genes de las endolisinas 174, Mat N, y 320 utilizando cebadores
con los sitios de restriccion Ndel y BamHI (Tabla 4). Luego se clonaron en pGEM-T
easy, y se transformo E. coli DH5a. Posteriormente, se enviaron a secuenciar distintos
clones conteniendo las endolisinas 174, Mat N y 320. Se comprob6 que la secuencia no
tuviese mutaciones y se procedid al subclonado en el vector de expresion pET22b
mediante corte con las enzimas Ndel y BamHI (Thermo Scientific). Los cortes se
realizaron segin indicaciones del fabricante. Con los plasmidos pET22-174, pET22-
Mat Ny pET22-320 se transform¢ la cepa E. coli BL21 (DE3) pLys (142). La expresion
de las diferentes endolisinas se realizé mediante el agregado de IPTG a diferentes tiempos

y temperaturas.

Tabla 4 Cebadores utilizados para clonar las endolisinas 174, Mat_N, 320 y CG

Cebador Secuencia (5°- 3")
174 Fw GCGCATATGCAAGCAAAATTGAC
174_Rv GGATCCGAGATTTCTCCCCATAAGTC

Mat N: Fw | GCGCATATGCAAGCAAAACTAACTA

Mat N Rv GGATCCGAGATTTCTCCCCATAAGTC

320 Fw CATATGTTAATGACAAAAAACCAAGCAG

320 Rv GGATCCGTGCTAAACTTACCAAAAC

RF CG Fw | GGATCGGAAAACCTGTATTTTCAGGGATCCGTAATGGCTAAGACTCAAGCAG

RF CG Rv GTGGCTCCAGCTGCCGGATCCCTATTTGAATACTCCCCAGGCA

RF cloning

Los cebadores para la amplificacion del gen de la endolisina CG fueron disefniados
en la web http://www.rf-cloning.org/, utilizando como plasmido para clonarla un
derivado del pET32a que expresa GFP como proteina de fusion a His-Tag (143) (Tabla
4).

La amplificacion del megaprimer se llevo a cabo utilizando como molde ADN
genomico del fago CG, 0.5 uM de cada cebador, 200 uM de cada dNTPs y 0.5 U de la
enzima Phusion Hot Start, DNA polymerase (Thermo Scientific), Buffer Phusion 1X'y
5% de DMSO. El ciclado fue el siguiente: desnaturalizacion inicial: 98°C 30 seg., y 30
ciclos de 98 °C 10 seg., 62 °C 30 seg. y 72 °C 75 seg., y un paso de extension final de
72°C por 5 min. El megaprimer amplificado se purificé con el kit Wizard SV Gel and
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PCR Clean-Up System segun instrucciones del fabricante. Posteriormente, se realiz6 una
amplificacion utilizando como molde 1 pl del vector pET32a y 2.5 ul de megaprimer
utilizando 0.5 U de la enzima Phusion Hot Start DNA polymerase, 200 uM de dNTP,
Buffer Phusion 1X en un volumen final de 20 pl. El ciclado térmico fue el siguiente:
desnaturalizacion inicial: 98°C 30 seg., y 30 ciclos de 98 °C 10 seg., 58 °C 60 seg. y 72
°C 5 min., y un paso de extension final de 72°C por 7 min. Una alicuota de 5 ul de la
mezcla de reaccion fue sometida a digestion con la enzima Dpnl durante toda la noche a
37°C. Luego la enzima fue inactivada mediante incubacion a 80°C durante 20 min. Se
utilizaron 5 pl para transformar la cepa E. coli DHS5a. Se analiz6 la presencia de clones
positivos mediante PCR de colonia. A los clones positivos para el gen de la endolisina
CG se les realizo una extraccion de plasmidos mediante Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification Systems (Promega) segin indicacion del fabricante. Se realizo
transformacion quimica con los plasmidos a la cepa de E. coli C43 (144). Las
transformantes obtenidas fueron utilizadas para la induccion mediante el agregado de

IPTG.
Expresion de endolisinas recombinantes en E. coli

Para la expresion de proteinas recombinantes en E. coli se sigui6 el protocolo de
rutina (Novagene), donde las células transformadas con los plasmidos correspondientes
fueron cultivadas durante una noche en medio LB liquido suplementado con el antibidtico
correspondiente, a 37°C con agitacion. El cultivo saturado asi obtenido fue diluido a una
DOeoo aproximada de 0.08 en el mismo medio fresco y se continud la incubacion hasta
alcanzar una DOgoo de 0.6-0.8. Luego se agreg6 IPTG a diferentes concentraciones fin de
inducir la expresion de los genes clonados, las células fueron cultivadas a diferentes
temperaturas con agitacion. Posteriormente las células fueron cosechadas mediante

centrifugacion y almacenadas a -70°C hasta su uso.

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE)

Las diferentes muestras proteicas fueron analizadas mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida realizados en condiciones desnaturalizantes (145) utilizando la celda
Mini-PROTEAN III Cell (BioRad). El gel de concentracion fue preparado al 5 % P/V del
monomero de acrilamida en solucion de 125 mM Tris-HCI pH 6,8; 0,03 % V/V de
TEMED:; 0,12 % P/V de APS y 0,16 % P/V SDS. El gel de separacion fue preparado al
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15 % P/V de acrilamida en solucion de 390 mM Tris-HCI pH 8,8, 0,06 % V/V de
TEMED, 0,12 % P/V de APS y 0,16 % P/V SDS. La relaciéon acrilamida:bis-acrilamida
utilizada fue de 30:0,8. Las muestras fueron tratadas a 100°C por 5 min con buffer de
siembra 1X (glicerol 10%V/V, Tris-HCI 50mM pH6,8, SDS 2% P/V, azul de bromofenol
0.1%, B-mercaptoetanol 1% y EDTA 1mM). La electroforesis se realizé a 200 V con una
fuente BioRad en buffer de corrida (0,3 % P/V Tris base, 1,44 % P/V Glicinay 0,1 % P/V
SDS, pH 8,3). Como marcador de peso molecular se utilizo el marcador comercial Low
range SDS-PAGE Standard (BioRad). Para detectar las proteinas los geles se tifieron con
azul brillante de Coomassie R-250 al 0,25% (disuelto en 50% metanol -10% acido
acético) durante 20 min y se destifieron en agua a 100°C hasta eliminacion del color de

fondo.

Purificacion de las endolisinas

Este protocolo fue llevado a cabo por la Dr Cecilia Balaban. Las células fueron
resuspendidas en Buffer de lisis (BLE), 50 mM Tris-HCL, pH=8, 150 mM NaCl, 0.1 %
Tween-20, ImM PMSF. La ruptura de las células se realizd por sonicacion: 8 pulsos,
potencia 40 % ciclos de 20 seg / 1 min de descanso. Se centrifugo el extracto total 1 h a

13000 rpm. De esta manera se separa el extracto soluble y pellet.

Para la purificacion de las endolisinas mediante el uso de columnas de afinidad se
procedio de la siguiente manera. Primero se empaquetd 1 ml de resina (His.Bind® Resin,
Novagen) previamente cargada con Ni** y se lavd con 10 volimenes de H20d. Se
equilibro la resina con 20 volimenes Buffer equilibrio: 50 mM Tris-HCI pH=§, 150 mM
NaCl. Se lavo la resina con 20 volumenes de Buffer de lavado: Buffer de equilibrio
suplementado con 20 mM imidazol. Se eluyd la proteina con 15 volimenes de Buffer de
elucion: Buffer de equilibrio suplementado con 300 mM imidazol. Se dializaron los
eluidos en 2 litros de Buffer de equilibrio suplementado con 5 mM CaCl. Se dej6 toda la
noche en heladera con agitacion. Se agregd 30 % de glicerol a la solucidon de proteina

dializada y se almaceno -80°C.

Dosaje de proteinas

La concentracion de proteinas totales en las muestras fue determinada
espectrofotométricamente mediante el método de Bradford. Para ello se cuantifico la
union de un colorante, el Azul de Coomassie G-250, a la proteina, y esto se compard con

la uni6én del mismo colorante con diferentes cantidades de una proteina de concentracion
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conocida. Se utilizd6 como estandar una soluciéon de albumina sérica bovina (BSA) 1

mg/ml (146).

Ensayos de actividad de endolisinas
La actividad de las endolisinas fue evaluada mediante el uso de zimogramas, lisis en

placa y en medio liquido

Zimogramas

Para ensayar la actividad de las endolisinas mediante la técnica de zimograma, se
realizdo un SDS-PAGE, al cual se le agrega en el gel de separacion 5 ml de células de S.
aureus RN 4220 muertas por calor y lavadas con agua destilada estéril (147) . Luego se
colocan las diferentes alicuotas de endolisinas a ensayar y se realiza la corrida
electroforética. Después de la misma se procede al lavado del gel 30 min con agua
destilada. La renaturalizacion de las proteinas se realiza mediante la incubacion toda la
noche en buffer Tris-HCI 25 mM pH 7.6 suplementado con 0.1% p/v de triton X-100 a
37°C. Posteriormente, el gel se tifie con una solucion 0.1% p/v de azul de metileno en
KOH durante 2 hs, luego se destifie mediante la incubacion con agua, la aparicion de

zonas claras es indicativo de la lisis de las células por accion de las endolisinas.

Lisis en placas

Para este ensayo se hicieron placas indicadoras de las cepas RN 4220 y RN 25923,
con la misma técnica que se usd para la preparacion de placas indicadoras para
bacteriofagos y que fue descripta en esta seccion previamente. Se ensayo la actividad de
las diferentes endolisinas realizando spot de 5Sul de cada una (5mg/ml) a 25, 30, 37 y

42°C.

Lisis en TS liquido

Se evaluo la capacidad de lisis de las 3 endolisinas purificadas a una concentracion
de 0.25mg/ml sobre la cepa RN 4220 en TS liquido suplementado con CaCl; (2mM) y
MgSO4 (10mM), a 37°C en placa de micropocillos, con un volumen final de 200 pl. Se
parti6 de una DO inicial de 0,25. El crecimiento fue monitoreado automaticamente por
medicion de la DOgoo cada 15 minutos en lector de microplacas Synergy HT Multi-Mode

(Biotek) durante un lapso de 4 horas. Este ensayo se realizo por triplicado.
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MATERIALES Y METODOS

Rango de lisis de las endolisinas Mat Ny 320

Para evaluar dicho rango se prepararon placas indicadoras de las diferentes cepas
donde se realizaron spot de Sul de cada endolisinas (5mg/ml), estas placas se incubaron
por 24 hs a 30°C. A su vez en la misma placa se realizaron spot de 10> fagos/5ul de los
fagos Mat_N y 320. Este ensayo se llevo a cabo sobre las 96 cepas en las que se probaron
los bacteriofagos, y los detalles de las mismas al igual que la descripcion de la técnica se

realizd ya en esta seccion.

Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos fueron realizados en RStudio Version 1.1.463. Los analisis
multivariados MCA fueron realizados mediante los paquetes FactoMineR
(http://factominer.free.fr) y Factoextra (https://cran.r-

project.org/web/packages/factoextra/index.html) mientras que el V test fue calculado

mediante la funcidn catdes en FactoMineR
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CAPITULO 1: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS
DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS EN PORTADORES NASALES

El aislamiento y la caracterizacion de las cepas de S. aureus se realizo en el marco
de tres proyectos, que nos permitieron a su vez estimar la tasa portacion nasal en los

diferentes grupos muestreados:

1- Busqueda de portadores asintomaticos de S. aureus en trabajadores de la
salud del HPC, Rosario (Santa Fe-Argentina). Parte de los resultados de este trabajo
fueron publicados en la Revista Argentina de Microbiologia (148).

2- Busqueda de portadores asintomaticos de S. aureus en trabajadores de la
salud del HEEP, Granadero Baigorria (Santa Fe-Argentina)

3- Rol de S. aureus en dermatosis cronicas.

Durante el desarrollo de los mismos se analizaron 548 hisopados nasales, los cuales
fueron estudiados tanto por técnicas microbioldgicas clasicas como de biologia molecular
(126), lo que nos permitio aislar y caracterizar 148 cepas de S. aureus, de las cuales 34

corresponden a SAMR y 114 a SAMS (Tabla 5).

Tabla 5: Muestras analizadas en el Capitulo 1. HPC: personal de salud Hospital Provincial del
Centenario, HEEP: personal de salud Hospital Escuela Eva Peron, Pctes ¢/ Ps: pacientes con psoriasis que
se atienden el Hospital Provincial del Centenario, Pctes s/Ps: pacientes sin psoriasis que se atienden en el
Hospital Provincial Centenario (grupo control).

. N° de N° de cepas identificadas
Origen
muestras  gAMS SAMR  Total
HPC 320 76 20 96
HEEP 132 17 7 24
Pctes ¢/ Ps 50 14 6 20
Pctes s/ Ps 46 7 1 8
Total 548 114 34 148
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Perfil de resistencia a antibiotico en las cepas aisladas

Se estudio6 el perfil de resistencia a las diferentes familias de antibioticos mediante
la técnica de Kirby Bauer en todas las cepas aisladas que fueron identificadas como S.
aureus. La resistencia a meticilina fue del 22.97% (34/148). Al evaluar la resistencia a
otras familias de antibidticos nos encontramos con una resistencia global a macrélidos de
41.22% (61/148) que supera a la resistencia a meticilina, observandose una resistencia
del 61.76% (21/34) en cepas SAMR vs 35.09% (40/114) en SAMS. La resistencia a
aminoglucoésidos fue del 20.27% (30/148), correspondiendo a SAMR 41.18% (14/34) y
a SAMS 14.03% (16/114). En lo que respecta a fluorquinolonas la resistencia general fue
del 15.54% (23/148) siendo del 32.35% (11/34) para SAMR y del 10.53% (12/114) para
SAMS. En lo que concierne a la mupirocina solo se encontraron 3 cepas de SAMS
(aisladas en el HPC) resistentes a esta droga. Ninguna de las cepas aisladas mostro

resistencia a trimetroprima — sulfametoxazol (TMS) ni a vancomicina.

En la Figura 11 podemos observar de manera comparativa las prevalencias de las
resistencias a las diferentes familias de antibioticos encontradas en cada trabajo realizado
durante esta tesis, siendo la resistencia a macrolidos la de mayor jerarquia en los
diferentes grupos, seguida por la resistencia a aminoglucosidos, salvo en los SAMR del
HPC donde la segunda mayor resistencia estd representada por la familia de las

fluorquinolonas, ubicandose en tercer lugar los aminoglucosidos.

70 B Macrolidos
B Fluorquinolonas
60 m Aminoglucosidos

50 W Rifampicina

iz L |

BAMR  sAMS | [SAMR  SAMS | lSAMR SAMS H SAMR SAMS]
HPC HEEP Pctesc/Ps  Grupo Control

W Mupirocina

Porcentaje

Figura 11: Comparacion de la prevalencia de la resistencia a antibioticos segiin el origen de las cepas
y si son SAMS o SAMR. HPC: Hospital Provincial del Centenario, HEEP: Hospital Escuela Eva Peron y
Pctes c/Ps: pacientes con psoriasis.
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Caracterizacion molecular de las cepas aisladas
Se realiz6 la tipificacion molecular de las 148 cepas aisladas mediante PCR
multiple (126), para lo cual previamente se realizd la extraccion de ADN segun el
protocolo de MLST (http://saureus.mlst.net/misc/info.asp). Con el objetivo de
profundizar la caracterizacion de las cepas SAMR, y de los SAMS aislados en el HEEP
y los de pacientes con y sin psoriasis, se procedi6 a la amplificacion mediante PCR de los
genes agr, ica, PVL, sei (solo en las cepas de pacientes con psoriasis y en las del grupo

control) e identificacion del SCCmec.

Agr

El locus agr (Figura 12 A) fue tipificado por PCR multiple (26), siendo dentro de
las cepas SAMR el més prevalente el tipo II con 41,18% (14/34), seguido del agr tipo I
35.29% (12/34) y el agr tipo 111 20.59% (7/34); solamente una cepa presento agr tipo I 'y
II. Ningiin SAMR present6 agr tipo IV. En cuanto a las cepas SAMS estudiadas, el agr
mas frecuente fue el tipo I 65.79% (25/38), seguido del tipo agr 111 15.79% (6/38), el agr
tipo IV 7.89% (3/38) y el tipo agr 11 5.26% (2/38); 2 cepas de SAMS presentaron dos
tipos de agr de manera simultdnea, una presentd agr tipo I y Il y la otra agr tipo 1 y IIL.
La funcionalidad de agr se evidenci6 indirectamente a través de la expresion de la hld
(4), medida semi-cuantitativamente a través de la interaccion con la B hemolisina
producida por la cepa S. aureus RN 4220, observandose como “cabeza de un fosforo” o

“punta de flecha” en el cruce de las estrias (Figura 12 B) (45).

La actividad Adl se evidencid en 32/37 cepas con agr de tipo I, en 12/17 de las de
agr tipo II, en 2/13 de las de agr tipo Il y en 1/2 de las cepas con agr tipo IV. En el caso
de las cepas que poseian mas de un agr, se observo la idl en 1/2 de las que presentan agr
tipo I y I y en la tnica que presento tipo I y III de manera simultanea no se comprobo la

hdl. Por lo tanto, podriamos interpretar que 49/72 cepas transcriben este gen.

Produccion de Biofilms
El componente de la matriz mas estudiado es el polisacdrido de adhesion
intercelular (PIA) codificado en el operon icaADBC. Debido a esto, se estudio la
presencia del gen ica., detectdndose el mismo en la totalidad de las cepas estudiadas. El

amplificado correspondiente a este gen puede visualizar en la Figura 12 C.
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Para evaluar la funcionalidad del gen ica, se realizaron cultivos en tubos de
hemolisis de las diferentes cepas en TS liquido suplementado con glucosa al 1%. Cuando
la biopelicula madura y alcanza una mayor densidad celular se disparan sefales que
involucran péptidos autoinducidos (AIP) que inducen la expresion de agr
desencadenando la dispersion de la biopelicula, para evitar esto se agrega glucosa al 1%
p/v que actuaria inhibiendo estas sefales (149). Todas las cepas analizadas fueron capaces
de desarrollar biopeliculas a las 24 o 48 hs. Sin embargo, pudimos observar
cualitativamente que algunas cepas presentan mayor capacidad de producir biopeliculas

que otras (Figura 12 D).

A] Agr Muestras c]
PM | 1 mwv 1 2 3 40
bl b
s =
' y -
P -
- agr{ =441 pb

- agr {l =575 pb

- agrlil= 323 pb - ica=TT0 pb
- agr V=659 pb - PVL =433ppb
3 mec B = 565 pb

Figura 12: A)Deteccion de agr por PCR. Se observa en las calles 2: agr tipo I (441pb), calle 3: agr IT (575
pb), calle 4 agr III (323pb) y calle 5: agr IV (659pb), todas las calles citadas previamente pertenecen a los
controles. De la calle 6 a la 9: muestras analizadas, calle 10: control negativo. El marcador de peso
molecular empleado fue Ladder 100 pb. (calle 1). B) Identificaciéon de la 6 hemolisina (%/d). Estria vertical
RN 4220 y estrias horizontales diferentes cepas evaluadas. C) Reaccion de PCR. Calle 1: marcador de
peso molecular Ladder 100 pb. Calle 2 y 3 amplificado del gen ica (770pb), calle 4: amplificado gen PVL
(433pb), calle 5 y 6: mecB (565pb) y calle 7: control negativo. D) Cultives en TS suplementado con
glucosa 1%, imagen obtenida a las 24 hs, las flechas en azul marrcan la formacion de biopeliculas.
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Leucocidina de Panton-Valentine (PVL)

La PVL es una toxina de dos componentes capaz de formar poros en la membrana
de las celulas, esta codificada en los genes [ukS-PV' y lukF-PV (128). Se identifico la
presencia de PVL en el 20.59% (7/34) de los SAMR (Figura 12 C).

Sei

Las enterotoxinas, forman parte del grupo llamado “superantigenos” (56, 57).
Gocmen y col, refieren que dentro de la familia de enterotoxinas, sei es la que mayor
prevalencia tiene en cepas aisladas en pacientes con psoriasis versus cepas aisladas en un
grupo control (150). Los resultados obtenidos mostraron que, dentro del grupo de los
pacientes con psoriasis, el 100% de los SAMR poseen el gen que codifica para esta toxina,
mientras que solo esta presente en el 50% de los SAMS. Por otro lado, en el grupo control
el inico SAMR fue positivo para este gen y el 71.43% de los SAMS también lo poseen,
por lo que no pudimos determinar una diferencia significativa en la prevalencia de dicha

toxina entre el grupo de pacientes con psoriasis y sin psoriasis (grupo control).

Estudio del casete de resistencia a meticilina (SCCmec)

Se realiz¢ la clasificacion de los tipos de SCCmec segun los complejos mec y ccr
(Figura 13) de acuerdo a las recomendaciones del grupo internacional de trabajo para la
clasificacion de elementos SCCmec (IWG-SCC, http://www.sccmec.org).

Recombinasa Muestras
PM 1 2 3 1 2 (9

Ll 1 (A1B1) 7T00ph
2(AZ87) 1000ph
3(A3B3) 1600ph

Figura 13: Reaccion de PCR para identificacion de tipo derecombinasa. Calle 1: marcador de peso
molecular A/BstEII. Calle 2 a 4 controles de recombinasa, 2 tipo 1 (700pb), 3 tipo 2 (1000pb) y: tipo 3
(1600pb) respectivamente. Calle 5 y 6 muestras analizadas y calle 7: control negativo.
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Se logro identificar el tipo de SCCmec presente en 32 de los 34 SAMR aislados, siendo
el tipo predominante SCCmec tipo IV (27/34), mientras el SCCmec tipo 1 fue identificado
en 5/34 cepas. Las 2 cepas en la que no fue posible determinar el tipo de mec, presentan
recombinasa tipo 2 y fueron aisladas en una enfermera y un enfermero que trabajan en el
mismo sector del HPC, y ambas cepas presentan el mismo perfil de sensibilidad a los

antibioticos ensayados y agr tipo 1.

Tres de las cepas que presentan el SCCmec tipo IV, mostraron un amplificado del gen
mecB de un tamafo mayor al esperado (2000 pb aprox. versus 565 pb); dos de estas cepas

pertenecen al grupo aislado del HEEP y una a un paciente con psoriasis (Figura 14 B).
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Figura 14- A) Representacion esquematica de SCCmec tipo IV clase B y su variante. Se detallan la
posicion de los sitios de restriccion y el tamafio de los amplicones (565 y 2126 pb) para ambas variantes B)
Gel de agarosa de los productos de PCR de mec B. Calle 1, mecB (565pb); calle 2, variante de mecB con
tnp20; calle 3, marcador de peso molecular A/BstEIl. Las calles 4 y 5 muestra los fragmentos obtenidos
luego de realizar la digestion con Xbal y HindlII, respectivamente, calle 6: producto de PCR sin digerir. Se
indica posicion del marcador de peso molecular (Ladder de100 pb).
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Con respecto a esto, esta reportado la presencia de la insercion de un gen de la
familia transposasas 20 (tnp20), donde la region hipervariable (HVR) y el gen ugpQ se
encontraban delecionados (ausentes), cuando se compara con otros elementos mec de
clase B (151). Para confirmar la presencia de este transposon en el gen mec de nuestras
cepas, primero se descargd la secuencia del mismo (codigo de acceso: EU437549.2) y
luego se analizd in silico el patron de restriccion de la region comprendida entre los
cebadores IS1272 y mecR1. Este analisis mostrd que el corte con las enzimas HindIII o
Xbal de este amplicon, si contiene el transposon da un perfil de fragmentos caracteristicos
(1210, 787 y 129 pb y 1115 y 1015 pb, respectivamente) (Figura 14 B). De esta forma
pudimos demostrar mediante los cortes individuales con estas enzimas de restriccion del
amplicon purificado, que los casetes SCCmec tipo IV de estas 3 cepas que contiene mecB

poseen el transposon.

Potacion nasal de S. aureus en personal de salud

La portacion nasal de S. aureus es un evento de alto impacto, sobre todo si
consideramos las cepas meticilino resistente en trabajadores de la salud, que pueden
actuar como vectores favoreciendo la transmision de dicho patdégeno. En el presente
capitulo estudiamos la portacion nasal en trabajadores de la salud, en dos efectores de
gran importancia: el HPC de la ciudad de Rosario (Santa Fe) y el HEEP, de Granadero
Baigorria (Santa Fe), correspondiéndole una tasa de portaciéon nasal del 30% y del
18.18%, respectivamente. En la Tabla 6 y en la Tabla 7 pueden observarse las
caracteristicas de ambas poblaciones estudiadas y la prevalencia de la portacion nasal de

S. aureus en cada efector de salud.

Tabla 6: Caracteristicas de la poblacion estudiada y prevalencia de S. aureus en el HPC

Hisopados nasales HPC
N° de muestras tomadas 320
Edad media 35.46 anos
Rango etario 55
N° de mujeres 224
N° de hombres 96
SAMS: 24% (76/320)

P

ortadores SAMR: 6% (20/320)
No portadores 70%
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Tabla 7: Caracteristicas de la poblacion estudiada y prevalencia de S. aureus en el HEEP

Hisopados nasales HEEP
N° de muestras tomadas 132
Edad media 37.23 afios
Rango etario 51
N° de mujeres 88
N° de hombres 44
Portadores SAMS: 12.88%

SAMR: 5.3%

No portadores 81.81%

Distribucion de la portacion nasal segun el sexo y la edad

La distribucion de la portacion nasal de S. aureus por sexo en el HPC fue mayor en
el grupo de hombres que de mujeres 36.46% (35/96) vs 27.23% (61/224), con diferencia
significativa a nivel estadistico (test de Fisher y Chi p <0.05). Sin embargo, la distribucion
de SAMR fue mas homogénea en ambos sexos 7.29% (7/96) para hombres vs 5.8%
(13/224) en mujeres, sin mostrar significancia estadistica (test de Fisher y Chi p >0.05).
Mientras que en el HEEP la distribucion de la portacion nasal de S. aureus por sexo fue
igual en ambos grupos 18.18%, resultando portadores 8/44 hombres y 16/88 mujeres. En
lo que respecta a la presencia de SAMR, la distribucion no muestra diferencias
significativas en ambos grupos, 5.68% (5/88) en mujeres y 4.54% (2/44) en hombres
(Tabla 7). La edad media en hombres y mujeres muestreados fue igual para ambos sexos

(37.23 afios) por lo que la edad no estaria afectando estos resultados.

Analisis multivariado

Para este andlisis se utilizaron los datos de edad, sexo y portacion (no portadores,
SAMR y SAMS). Se realizé el analisis de las correspondencias multiples (MCA)
mediante el uso de FactoMineR y Factoextra en RStudio. El analisis MCA muestra la
distribucion de los individuos en el espacio en funcion a la portacion. La distribucion
espacial de los individuos depende de todas variables analizadas, en nuestro caso sexo y
edad. Por ello, observando las flechas de las variables, se interpreta que cuanto mas
cercanas se hallan existe una mayor correlacion entre ellas. En la Figura 15 A, que

corresponde al HPC, se puede observar que los no portadores se relacionan més con el
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sexo femenino y el grupo etario de adultos mayores a 40 afios; los portadores de SAMS
se relacionan mas al grupo de jovenes y los de SAMR estan mas asociados al grupo etario

formado por adultos y sin verse afectado por el sexo.

A) H. Centenario B) HEEP

MCA - Biplot MCA - Biplot

Figura 15: MCA-Biplot A)HPC. B) HEEP. Variables analizadas: Edad, le corresponden 3 categorias: J
(jovenes de 20 a 29 afios), A (adultos de 30 a 39 afios) y AM (adultos mayores de 40 o mas afios); Portacion:
No portadores, SAMS y SAMR y Sexo: F (mujeres) y M (hombres).

En el mismo analisis realizado para el HEEP (Figura 15 B), se observa una clara
relacion entre ser portador y pertenecer al grupo etario entre 20 a 29 afios, relacionandose
este grupo etario de manera mas estrecha con los portadores de SAMR que con los de

SAMS. Los no portadores se relacionan mas con el grupo etario mayores de 40.

Comparacion entre ambos efectores de salud

Cuando uno compara las tasas de prevalencia en dos poblaciones diferentes, en este
caso la del HPC y la del HEEP, utilizar las tasas crudas puede conducir a errores, lo mas
adecuado ante diferencias poblacionales es realizarlo con las tasas corregidas. Para ello,
aplicamos la correccion por método directo de las tasas de prevalencia de portacion nasal
de S. aureus, en funcion a la edad y el sexo, que son dos variables que como comentamos

anteriormente influyen en el resultado (Tabla 8).

Tabla 8: Tasas de prevalencias crudas y corregidas por método directo.

Portacion Tasa de prevalencia cruda Tasa de prevalencia corregida
nasal HPC HEEP HPC HEEP
SAMS 23.75% 12.88% 23.34% 12.41%
SAMR 6.25% 5.30% 6.40% 6.97%
Total 30% 18.18% 29.74% 19.38%
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La portacion nasal a nivel general es mayor en el HPC que en HEEP, tanto si se
comparan las tasas de prevalencias crudas como las ajustadas por método directo por edad
y sexo (test de Fisher p<0.05). Pero esta diferencia esta dada por la tasa de portacion nasal
de SAMS ya que la portacion de SAMR es similar en ambos hospitales, ya sea que los
comparemos mediante las tasas crudas o corregidas, no existe diferencia significativa
desde el punto de vista estadistico (test de Fisher p>0.05). En ninguno de los efectores se

observa la influencia del sexo en la portacion de SAMR.

Rol de Staphylococcus aureus en dermatosis cronicas

Para estudiar el rol de S. aureus en las dermatosis cronicas se utilizo como modelo
de enfermedad la psoriasis en placa, y se recurrié al estudio de casos y controles no
pareados. La psoriasis es una enfermedad cronica, de base genética, mediada
inmunologicamente, pudiendo ser desencadenada y/o agravada por multiples factores. La
prevalencia de esta patologia en la poblacion caucasica se encuentra ente un 2% y un 3%,
en nuestro pais no existen estadisticas de incidencia ni prevalencia de esta enfermedad,
pudiendo afectar a todos los grupos etarios y ambos sexos por igual. La psoriasis en placa
o vulgar es la forma mas frecuente de presentacion de esta patologia (80-90% de los

pacientes) (152).

Se tomaron hisopados nasales a ambos grupos con el objetivo de determinar la
presencia de S. aureus. Las caracteristicas de los grupos estudiados pueden observarse en
la Tabla 9. Los resultados obtenidos en cuanto a la portacioén nasal de S. aureus mostraron
que existe una diferencia significativa entre los pacientes con psoriasis y el grupo control
(test de Fisher, p=0.024). El odd ratio calculado implica que es 3.12 veces mas probable
ser portador de S. aureus para una persona con psoriasis que para las que no poseen la

patologia.

Teniendo en cuenta que la edad y el sexo son dos variables que influyen en la
portacion nasal de S. aureus y que nuestro muestreo no fue realizado de manera pareada
(homologando sexo y edad) decidimos realizar el ajuste de las tasas de portacion nasal
por edad y sexo por método directo. A pesar de realizar dicho ajuste la prevalencia de la
portacion nasal de S. aureus en pacientes con psoriasis es mayor que en el grupo control

siendo de 37.24% y de 22.98% respectivamente (test Fisher, p<0.05).
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Tabla 9: Caracteristicas de la poblacion estudiada

Pacientes con psoriasis

Grupo control

Edad media
Rango (edad)

Sexo

47.39
59

25 hombres / 25 mujeres

38.06
49

12 hombre / 34 mujeres

Portacion de S. aureus:

- SAMR 12% (6/50) 2,17% (1/46)
- SAMS 28% (14/50) 15,22% (7/46)
- Total 40% (20/50) 17.39% (8/46)

Analisis multivariado
Para este andlisis se utilizaron los datos de edad, sexo y portacion. Los resultados

pueden visualizarse en la Figura 16.

A) B) Portadores (P) No portadores (NP)

) Portacién I I
50- ! P
| o Il Il

Edad Grupo

\'A test
V. test

Q)

Sexo

Dim(21.2%)

Dim(21.2%)

-\IU 1.1 \.ﬂ 5‘\

Dim(32.9%)

Dim(32.9%)

Figura 16: Analisis Multivariado. A) Grafico MCA Biplot generado con FactoMineR y factoextra en
RStudio. Las variables analizadas son indicadas con las siguientes letras; P= Portador, NP= No Portador,
M= masculino, F= femenino, J= jovenes, A= adultos, AM= adulto mayor, Ps=psoriasis y GC= Grupo
control. Se dibujaron elipses de confianza alrededor de la variabe portacion (p<0,05). B) La correlacion de
las variables se analizo con la funcion “catdes”, las variables expresadas hacia arriba y hacia abajo (barra
roja y azul, respectivamente) se representaron para los grupos de portadores y no portadores. C) Elipses de
confianza

El analisis MCA mostr6 una mayor relacion entre ser portador de S. aureus y tener

psoriasis y ser del sexo masculino, por otro lado, la no portacién se correlaciona con los
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integrantes del grupo control y de sexo femenino (Figura 16A).El andlisis de las elipses
de confianza nos permite corroborar que tanto las variables sexo como edad y grupo
influye en la distribucion de los individuos en el espacio (Figura 16 B). Este andlisis se
realiz6 con un nivel de significacion de 0.95. Ademas, el v.test (Figura 16 C) confirma
los resultados, observandose una expresion positiva de las variables psoriasis y sexo
masculino en portadores en oposicion a una sobreexpresion de la variable grupo control

y sexo femenino en los no portadores.

Discusion del Capitulo 1

Durante este capitulo pudimos aislar y caracterizar 148 cepas de S. aureus, de las
cuales 34 corresponden a SAMR y 114 a SAMS, por lo que hay una resistencia global a
meticilina del 22.97% en las cepas estudiadas. Dentro de nuestros aislados se destaca la
alta resistencia a la familia de macrdlidos, siendo del 35,09% en cepas SAMS y del
61.76% en SAMR. En lo que concierne a la mupirocina solo se encontraron 3 cepas
resistentes en los SAMS aislados de los hisopados correspondientes al HPC; esta droga
es importante de estudiar porque forma parte de los protocolos de descolonizacion nasal
para los casos que lo ameritan. En ninguna de las cepas aisladas se encontro resistencia a
TMS ni a vancomicina. Diaz y col. en Texas y Benot y col. en Uruguay, en concordancia
con nosotros, reportan que la mayoria de las cepas aisladas tanto en la comunidad como
en el ambito nosocomial, han incrementado la resistencia a clindamicina, pero preservan
la sensibilidad a TMS por lo que esta droga podria considerarse una opcion terapéutica.
Ademas, observan un desplazamiento de las cepas SAMR-HA por las cepas SAMR-AC
dentro del hospital (153, 154). Peng y col., en un trabajo realizado en China, reportan una
mayor resistencia a clindamicina y mayor sensibilidad a TMS en cepas SAMR-AC, y una

relacion contraria en SAMR-AH (155).

Considerando de manera global las cepas aisladas, dentro de las SAMR, el agr mas
prevalente fue el tipo II (41,18%), seguido del tipo I (35.29%) y el tipo III (20.59%).
Ningtin SAMR presento agr tipo IV. En cuanto a las cepas SAMS estudiadas, el agr mas
frecuente fue el tipo I (65.79%), seguido del tipo III (15.79%), el tipo IV (7.89%) y el
tipo II (5.26%). El agr tipo II que fue el mas prevalente dentro de las cepas SAMR, fue
el menos frecuente dentro de las cepas SAMS. En concordancia con lo reportado por

Singh y Ray (20), las cepas que presentan agr tipo I y II presentan una forma funcional
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del mismo y las de tipo III en general una forma no funcional (se infiere que el mismo no
se esta transcribiendo porque no se observa la 6 hemolisis en nuestros ensayos). Ademas,
refieren que el tipo mas frecuente de agr a nivel de la colonizacién nasal es el tipo III,
pero no fue asi para ninguno de nuestros trabajos realizados. La expresion de agr regula
positivamente la transcripcion de genes codificantes de exotoxinas (proteinas
extracelulares), que no solo se relacionan con la produccion de determinadas
enfermedades, sino que también con la propagacion bacteriana, y regula negativamente

la transcripcion de genes codificantes de adhesinas (proteinas de superficie).

Por otro lado, evaluamos la presencia del gen ica que forma parte del operon
icaADBC, que es uno de los posibles mecanismos que presenta S. aureus para la
formacion de biopeliculas. Detectamos la presencia de dicho gen en todas las cepas
aisladas y estudiadas en este capitulo y evaluamos la funcionalidad del mismo mediante
la observacion de la formacion de biopeliculas, pudiéndose observar que aquellas cepas
que no presentaban una forma funcional de su agr, cualitativamente producian una mayor
cantidad de biopelicula comparadas con las que presentaban una forma funcional de su

agr.

En lo que respecta a la PVL, la misma fue identificada en 7/34 SAMR, de los cuales
5 son de personal de salud del HPC, uno de un paciente con psoriasis y el otro es la inica
cepa SAMR aislada en el grupo control. La mayoria de las cepas de S. aureus resistentes
meticilina aisladas en infecciones de origen comunitario producen PVL, generamente
considerada un marcador molecular de este tipo de cepas (22). Las 5 cepas del HPC que
presentan PVL poseen agr tipo III y solo en una de ellas se detectd la hdl (forma
funcional). En lo que respecta a la cepa PVL (+) aislada del paciente con psoriasis,
presentd agr 1 y II (no funcional) y la cepa del grupo control agr tipo I también no

funcional (no se detecta Adl).

Pudimos determinar el tipo de SCCmec presente en 32/34 SAMR analizados y el
tipo predominante fue el tipo IV encontrandose en 27 cepas, y de estas, 3 presentaron la
insercion de tnp20., las otras 5 cepas presentaron SCCmec tipo 1. El tipo de SCCmec
influye en otras caracteristicas de las cepas, Collins y col. (156) demostraron que SAMR
con SCCmec tipo II tenian menor produccion de enzimas citoliticas versus aquellos que
tenian SCCmec tipo IV, lo que indica que un tipo especifico de SCCmec modula la
produccion de toxinas. Otros trabajos mas recientes muestran que hay un vinculo directo
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entre los niveles de meticilino resistencia y la actividad del locus agr, observandose que
cuando hay una alta expresion de PBP2a hay bajos niveles de expresion de RNAIIL. No
esta claro el mecanismo por el cual PBP2a inhibe la actividad de agr, se cree que podria
deberse a cambios generados en la pared celular (157). Las cepas SAMR-CA que tienen
SCCmec tipo IV presentan altos niveles de expresion de enzimas citoliticas y meticilino
resistencia, y esto es porque en ausencia de antibidticos B-lactamicos hay niveles muy
bajos de expresion de PBP2a; cuando dichas cepas se exponen a niveles mayores de esta
droga decrece la actividad del locus agr. La flexibilidad de estas cepas explica por qué
rapidamente se volvieron dominantes dentro del medio hospitalario en Estados Unidos
(27). Esta plasticidad podria ser una de las causas de la alta frecuencia que encontramos
del casete SCCmec Tipo IV en las cepas estudiadas. Ademas, las 7 cepas que poseen PVL

tienen este tipo de casete.

Interesantemente, detectamos la insercion de tnp20 dentro del complejo mec en 3
cepas (2 de personal de salud del HEEP y una de un paciente con psoriasis) que fueron
PVL (-), ica (+), agr tipo 1 y hdl (+). En lo que respecta al antibiograma de estas cepas,
presentan el mismo perfil: resistencia a macrolidos con resistencia inducible a
clindamicina y resistente a aminoglucosidos (siendo por antibiograma sensible a genta y
resistente a tobramicina, kanamicina y amikacina), y sensibilidad a fluorquinolonas,
rifampicina y TMS. La insercion de tnp20 estd reportada en uno de los clones
predominantes en Corea del Sur (ST72 -SCCmec tipo IVa, PVL(-) que causa infecciones
invasivas CA-SAMR (151, 158) El perfil de resistencia a antibioticos entre nuestras cepas
y el clon coreano fue idéntico, también todas presentan agr de tipo I y la negatividad de
la presencia de PVL, sugiriendo una relacion entre ellas. Sin embargo, para confirmarlo,

se requiere la secuenciacion del casete SCCmec completo.

Portacion nasal de S. aureus

Se estimd que la portacion nasal de SAMS en trabajadores de la salud es de un
23.7% y de SAMR de 4.6% (55). Nosotros detectamos una portacion de SAMS de 24%
para el HPC y de 12.88% para el HEEP. En lo que respecta a la presencia de SAMR fue
de 6% y de 5.3%, respectivamente. Como podemos observar, la presencia de SAMS en
el HEEP es menor que la reportada en la literatura y que la que encontramos en el HPC;
sin embargo, la presencia de SAMR en ambos efectores que estudiamos es un poco

superior a la media de portacion en trabajadores de la salud. Ademas, hay otros trabajos
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reportados en la literatura donde se detectan mayor prevalencia de SAMR en los
trabajadores de la salud como el de Legrand y col., donde determinaron una portacioén de
SAMS del 27% y de SAMR del 10%, en un Centro Hospitalario de Rehabilitacion de
Francia(54). El estudio de Garcia y col. (159) de portacion nasal en Lima, Perti en
trabajadores de la salud en un hospital del tercer nivel, reportaron una portacioén 27.7%

de S. aureus y de ellos, 8.7% corresponden a SAMR.

En el trabajo citado de Garcia y col. (159) realizaron ademads algunas
caracterizaciones de las cepas SAMR aisladas. Todas las cepas SAMR fueron resistentes
a macrolidos (clindamicina y eritromicina) y un 37.5% fue resistente a gentamicina. En
nuestro caso detectamos en nuestras cepas SAMR aisladas en el HPC, una resistencia a
macrolidos del 65%, a aminoglucosidos del 35% y a fluorquinolonas del 50%. En lo que
respecta a los SAMR aislados en el HEEP, las resistencias fueron de 57.14% para
macrolidos y aminoglucosidos, y de 4.16% para fluorquinolonas. Ademas, estos autores
realizaron algunas caracterizaciones moleculares como PVL y SCCmec, no pudiendo
demostrar la presencia de esta toxina en ninguno de los aislados. En nuestro caso tampoco
detectamos PVL en las cepas provenientes del HEEP, pero si la pudimos detectar en el
25% de los SAMR provenientes del HPC. En lo que respecta al SCCmec el tipo mas
frecuente que reportaron fue el tipo 1 (33.33%), seguido del tipo II (4.16%), en el resto de
los casos no pudieron determinar cudl era el que se encontraba (62.5%). En nuestro caso
el tipo mas prevalente en ambos hospitales fue el SCCmec tipo IV con una prevalencia
de 80% para el HPC y de 83.33% para HEEP, seguido del tipo I 10% y 16.66%
respectivamente; no detectamos ninguna cepa con SCCmec tipo II. Interesantemente, se
observo la posible presencia de un transposon (tnp20) en 2 de las cepas con casete
SCCmec tipo IV aisladas en el HEEP. En el H Centenario como dijimos previamente

hubo dos cepas en la que no pudimos determinar el tipo de SCCmec.

Nuestros resultados mostraron que la edad y sexo influyen en la portacion nasal de
S. aureus, y esto esta reportado tanto a nivel poblacional como en trabajadores de la salud,

sin embargo, si hablamos de portacion de SAMR no hay diferencia entre ambos sexos

(49, 50).

Como se refirid previamente se ha observado la propagacion de SAMR desde los
trabajadores de salud hacia sus convivientes, por lo que solo descolonizar al personal sin

testear su grupo familiar no resulta del todo efectivo, formandose un circulo vicioso para
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la reintroduccion de este patogeno al ambiente hospitalario (188). Presuntamente, los
individuos que son portadores nasales de S. aureus llevan a este microorganismo a otros
sitios de su cuerpo a través de sus manos y a los objetos que lo rodean (10, 189). Los
portadores nasales ya sean intermitentes o permanentes constituyen un riesgo tanto para
infecciones autdgenas como para la transmision a otros individuos (190). EI CDC ha
recomendado la deteccion de portacion de SAMR de rutina para la admision a areas de
alto riesgo de los pacientes, y la revision general de todos los pacientes admitidos se

debaten en los EE. UU (191).

Analisis de la portacion en psoriasis

La prevalencia de la portacion nasal en pacientes con psoriasis fue mayor que en el
grupo control (40% vs 17.39%) con diferencia significativa desde el punto de vista
estadistico (test de Fisher p<0.05). En la revision sistematica publicada por Totte y col.
en 2016 (58), se analizaron 5 trabajos de portacidon nasal de pacientes con psoriasis versus
un grupo control, y en 3 de ellos se encuentran diferencias significativas al igual que en
nuestro trabajo. Otros trabajos similares que concuerdan con nuestros resultados son los
de Balci y col. (56), y el de Gocmen y col. (150). La portacion nasal de S. aureus fue
mayor en hombres que en mujeres tanto en los pacientes con psoriasis como en el grupo
control, pero al evaluar la presencia de cepas SAMR la prevalencia de las mismas no se
encuentra vinculada con el sexo, esto concuerda con nuestros resultados de portacién

nasal en personal de salud antes referidos.

La alteracion del microbioma cutaneo podria tener un rol en la patogenia de la
psoriasis. Los investigadores consideran que para controlar esta patologia es necesario
mantener el equilibrio del microbioma (192). S. aureus se asocia a las exacerbaciones en
la psoriasis con un mecanismo patogénico que incluiria la activacion de las células Thl y
Th17, promoviendo la produccion de interleuquina, TNF-o, e interferdn y esto perpetuaria
el dafio al queratinocito. Ademas, las enterotoxinas de los estafilococos pueden activar a
las células T induciendo una respuesta inmunologica sistémica y los peptidoglicanos de
esta bacteria favorecerian la proliferacion de los queratinocitos (42). Patologias como
estas donde es necesario eliminar un patégeno sin generar aun mas disbiosis, o aquellas
generadas por bacterias multiresistentes hacen necesario el surgimiento de nuevas

alternativas terapéuticas.
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CAPITULO 2: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE
BACTERIOFAGOS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Como se coment6 previamente, los bacteriéfagos(fagos) son virus procarioticos y
parasitos intracelulares obligados, siendo los organismos mas abundantes de la bidsfera
y su distribucion se basa en la de su hospedador bacteriano (160). En base a esto, se
procedid a buscar fagos activos contra S. aureus en muestras de tierra de diferentes
centros de salud de la ciudad de Rosario. Sin embargo, es sabido que la mayor parte de
los bacteriofagos de S. aureus son temperados (86). En el estado de profago, los mismos
se mantienen en el hospedador bacteriano sin provocar su lisis, pero en determinadas
condiciones, pueden comenzar un ciclo litico que conduce a la lisis de la célula
hospedadora con la consecuente liberacion de nuevos viriones. Dicha induccion puede
producirse espontdneamente o por exposicion a agentes que dafien a la bacteria. Teniendo
en cuenta dicha abundancia de profagos en cepas de S. aureus se decidio inducir los
potenciales profagos presentes en cepas clinicas y por otro lado la busqueda de fagos que
se encuentren libres de manera espontanea en las muestras de hisopados nasales (viroma

nasal).

Busqueda de bacteriofagos

Aislamiento a partir de muestras de tierra
Se analizaron 10 muestras de suelo, las cuales fueron agrupadas segun su
procedencia, y tratadas para la busqueda de fagos. En ninguna de las muestras analizadas

fue posible hallar bacteriofagos de S. aureus.

Induccion con mitomicina C

Se procedio al aislamiento de fagos temperados presentes como lisogenos en las cepas
clinicas de S. aureus provenientes de hemocultivos e infecciones de piel y partes blandas, las
cuales se trataron con Mitomicina C y se utilizo la cepa RN 4220, evidenciando la presencia
de bacteriofagos (placas de lisis) en 10 de las 18 muestras; en la mayor parte de las mismas
las placas de lisis fueron homogéneas en tamafio y morfologia. Se tom6 una tnica placa de

lisis de cada muestra para su clonado y propagacion. Mediante este ensayo logramos aislar

&3



10 bacteriofagos que fueron nombrados con las letras Mh (Mahue) y el nimero de la cepa de

la cual se obtuvieron (Mh_1 —Mh 5, Mh 8 Mh 10, Mh 11, Mh 14 y Mh_15).

Busqueda espontanea a partir de hisopados nasales

Para esto se utilizaron las muestras tomadas durante un estudio de portacion nasal
de S. aureus en personal de salud del HPC (148). Se observaron placas de lisis en 23 de
los 32 grupos formados con 10 muestras cada uno, en seis de ellos se observaron placas
homogéneas en lo que respecta a su tamafio, mientras que en los restantes se vieron
morfologias de placas heterogéneas; debido probablemente a la mezcla de bacteriofagos
o a la presencia de un fago que genere diferentes morfologias de placas de lisis. Cada una
de estas placas fue purificada mediante clonado de una unica placa de lisis y

posteriormente se realizd su propagacion.

De este modo se aislaron 23 bacteriofagos provenientes de fosas nasales; los
mismos fueron identificados con las letras Mat, seguidas del nimero o la letra que
identificaba a la muestra (Mat N, Mat_T, Mat 29, Mat 25, Mat 13, Mat 33, Mat A,
Mat B,Mat C, Mat D, Mat E, Mat F, Mat G, Mat H, Mat CB, Mat I, Mat J, Mat K,
Mat L, Mat Y, Mat W, Mat X, Mat 7).

Caracterizacion de los bacteriofagos aislados

Morfologia de la placa de lisis a diferentes temperaturas

Se lograron aislar 33 fagos, 10 provenientes de la induccion con Mitomicina C que
son los identificados como Mh y 23 de manera espontdnea de los hisopados nasales que
son identificados como Mat. Decidimos para comenzar a caracterizarlos trabajar con 7 de

ellos: Mat_T, Mat N, Mat 29, Mh 1, Mh 4, Mh 5y Mh 15

Se ensayaron 4 temperaturas para la comparacion de la morfologia de las placas:
25°C, 30°C, 37°C y 42°C. Los siete bacteriofagos seleccionados son capaces de
amplificar a las 4 temperaturas ensayadas, observandose que a 25°C las placas son mas
claras y a 42 °C son mas turbias y puntiformes, el tamafio de las mismas no muestra
diferencias significativas entre 25°C y 37°C. A modo de ejemplo se muestran las placas

de lisis del fago Mat T a las diferentes temperaturas ensayadas (Figura 17).
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Figura 17: Efecto de la temperatura sobre la morfologia de las placas de lisis para el fago Mat_T.
Debajo de las placas se muestra una imagen ampliada para una mejor observacion.

Determinacion del tamario genomico mediante Electroforesis en campo pulsante (PFGE)

Se determinaron los tamafios genémicos aproximados de siete de los fagos aislados
mediante PFGE, técnica que permite separar fragmentos grandes de ADN en respuesta a
la alteracion en la direccion del vector campo eléctrico aplicado mientras migran a través
de un gel de poliacrilamida. Como se menciond anteriormente, los fagos de
Staphylococcus caen en tres categorias segln el tamafio genomico: clase I: <20 Kb; clase
II: =40 Kb, clase III: >125 Kb (86). Se determind que los genomas de los fagos aislados
tienen un peso molecular aproximado de 50 Kb, por lo que pertenecerian a la Clase II

(Figura 18).

50Kb

Figura 18: PFGE para los bacteriéfagos Mat-29, Mat N, Mat_T, Mh_1, Mh_4 y Mh_5. . El marcador
de peso molecular se encuentra a la derecha de la imagen



RESULTADOS Y DISCUSIONES

Analisis morfologico de los viriones mediante microscopia electronica de transmision

(TEM)

Los fagos pueden ser visualizado efectivamente con microscopia electronica;
especificamente, con microscopia electronica de transmision (TEM)(161). Se analizaron

mediante TEM cuatro de los bacteriéfagos aislados Mh_1, Mh_15, Mat T y Mat 29.

Mediante la observacion de la morfologia utilizando las imagenes provenientes del
TEM, se pudo determinar que estos cuatro bacteriofagos muestran las caracteristicas
tipicas de los miembros del orden: Caudovirales, familia Siphoviridae, los cuales poseen
genomas de ADNdh, cépside icosaédrica y colas largas, flexibles y no contractiles (Figura
19). La longitud de la cola de los Siphoviridae oscila seglin lo reportado en la bibliografia

entre los 130 y los 400 nm (86). Se realiz6 la estimacion de las longitudes de las colas y

los didmetros de las capsides como se detalla en la Tablal0.

Figura 19: Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Tablal0: Estimacién de la longitud de cola y diametro de los fagos

Bacteriofagos
Medidas
Mh 1 | Mh 15 | Mat T | Mat 29
Longitud de cola (nm) 116 130 166 155
Diametro de la capside (nm) 43 43 45 46
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Rango de hospedador de los bacteriofagos

Para determinar la capacidad de los fagos de lisar cepas de diferentes origenes se
realiz6 la determinacion del rango de hospedador. El rango de hospedador se define de
manera general como aquellas bacterias que un fago puede infectar productivamente para
llevar a cabo su ciclo de vida ya sea este litico o lisogénico, cuyo limite puede estar dado
tanto como por el bacteridfago en si, como por el hospedador o las caracteristicas
ambientales. Por un lado, se pueden producir adaptaciones del fago para sobreponerse al
hospedador o a las limitaciones ambientales, mientras que, por otro lado, el hospedador
bacteriano también puede adaptarse para contrarrestar la infeccion por los fagos. Por lo
que podriamos decir que el rango de hospedador de un bacteri6fago estd determinado

tanto por la biologia del fago como por los mecanismos bacterianos de resistencia a ellos.

El concepto de rango de hospedador es un ideal y puede resultar confuso, debido a
que su determinacion depende de la técnica y las condiciones que se utilicen (104). En
este trabajo se determind el rango de hospedador para los diferentes bacteriéfagos
ensayados mediante la técnica de “spot”. Fue realizado con 9 bacteridfagos, de los cuales
7 fueron aislados en esta tesis (Mat T, Mat N, Mat 29, Mh 1, Mh 4, Mh 5 y Mh 15)
y 2 fagos liticos para comparar, el fago K, que se encuentra ampliamente reportado en la

literatura y el fago Cg (162) aislado en nuestro laboratorio.

Este ensayo se llevo a cabo sobre 96 cepas de las cuales, 4 no son S. aureus para
evaluar la especificidad de nuestros bacteriofagos. De las 92 cepas de S. aureus (49
SAMS y 43 SAMR): 9 son cepas patrones o de coleccion, 54 cepas de las utilizadas fueron
aisladas y caracterizadas durante esta tesis y 29 cepas restantes fueron proporcionadas de
diferentes lugares del pais y en este tltimo caso evaluamos resistencia a antimicrobianos

y capacidad de formar biopeliculas (Tabla 11).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Tabla 11: Resistencia a antibiéticos y produccion de biopeliculas (I: INTA, LP: La Plata, H: hospital,
Fox: cefoxitina, Eri: eritromicina, Cli: clindamicina, Ge: gentamicina, Ci: ciprofloxacinaTS: trimetroprima
sulfametoxazol, Mu: mupirocina, Rif: rifampicina, S: sensible, R: resistente). Las cepas que se encuentran
resaltadas en negrita producen biopeliculas en TS suplementado con glucosa 1%.

Antibioticos

Cepas : : : .
Fox Eri Cli Ge Ci TS Mu Rif

11,13,15,18,19, 110, 111, 113, 123, LP 275,
LP 280, LP 308, LP320, LP321, H1, H42, S S S S S S S S

H45
LP 274, H 43, H 44 S R R S S S S S
LP 277, LP 279 S R S S S S S S
LP 281 S S S R S S S S
H2 H5 H6 R S S S S S S S
H 10 R S S R S S S S
H 50 R R R S R S S S

Los resultados del rango de hospedador se evidenciaron en forma de placas de lisis
claras o turbias. La ausencia de placas de lisis no necesariamente equivale a la ausencia
de infeccion, ya que en algunos casos se observaron halos turbios, en los cuales se supone
que el fago no llega a lisar la célula, pero perturba su crecimiento lo suficiente para ser
evidenciado en el césped bacteriano (Figura 20). Para calcular el porcentaje del rango de
hospedador solo fueron consideradas las placas de lisis francas, no considerandose la
perturbacion del crecimiento. En la Tabla 12 se visualiza el rango de hospedador de los

fagos ensayados sobre las 92 cepas que son S. aureus.

Lisis Perturba. No lisis

Figura 20: Visualizacién por microscopia optica 10X de los diferentes spot de fagos obtenidos en el
ensayo de rango de hospedador
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Tabla 12 — Rango de hospedador de los fagos: Mat_T, Mat_N, Mat_29, Mh_1, Mh_4, Mh5, Mh_15,
K y Cg. El color verde representa la lisis. En la lista de la izquierda se visualizan las diferentes cepas
utilizadas para este rango y en negrita se destacan las meticilino resistentes.

Bacteriofagos

Cepas

RN 4220, HNC161, HNC32, 19, 110, 113,
LP280

ATCC 25923, LP320
ATCC43300, HNC189, PS4, PS49
NRS 70, NRS 153, NRS158, NB29740, 11, I5,
PS36, PS37, PS41, HNC321, PS43, HNB399
NRS123

V329

111, HNC211, HNC323
13,123

17

I8

LP275

LP274

LP277, LP279, H5, H6, HNC10, HNC149,
HNB383, HNB393

LP281

LP308

LP321, H42

Hl

H43

H44

H45

H2

H10, H50

HNC6

HNC136

HNC310, PS13, PS18, PS24
HNC352

HNC18

HNC77

HNC115

HNC116

HNC120

HNC144, PS46

HNC191

HNC193

HNC215, HNC262
HNC224

HNC253

HNC271

HNC274, HNB377, PS44
HNB426

HNB422

HNB358

HNB433, PS2

PS27, PS28, PS48

PS32 PS8

PS5

PS42

PS45
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

El fago K fue el que liso el mayor porcentaje de las 92 cepas de S. aureus, (76/92,
82.60%), seguido por Cg (64/92, 69.56%), Mat T (58/92, 63.04%), Mh_5 (56/92,
60.87%), Mh_15 (45/92, 48,91%), Mat N (29/92, 31.52%), Mat 29 (16/92, 17.39%),
Mh_1 (14/92,15.22%) y Mh_4 (13/92, 14.13%). De las 4 cepas no S. aureus ensayadas;
solo el fago K liso las 2 cepas de S. epidermidis ensayadas (ATCC 12228 y ATCC 14990),

pero no S. saprofiticus.

En la Figura 21 se observa el porcentaje de cepas lisadas por cada fago segin sean

estas SAMS o SAMR vy en la Figura 22 el porcentaje de cepas lisadas segun su origen.

Cg

K
Mh_15
Mh_5
Mh_4
Mh_1
Mat_29

Mat_N [y
Mat_T [

0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00% 60,00% 70,00% 80,00% 90,00%

Hlll"

B SAMR mSAMS

Figura 21: Porcentajes de cepas lisadas por cada fago segiin sean SAMS o SAMR.

120,00%
100,00%

80,00%

60,00%

40,00%

| T 11
Wl ol 0 W

Mat_ T Mat_N Mat_29 Mh_1 Mh_4 Mh_5 Mh_15

B PATRONES mINTA LA PLATA HOSPITAL EHNC ®mHNB MPSORIASIS

Figura 22: Porcentajes de cepas lisadas por cada fago segin el origen de los diferentes S. aureus

ensayados.
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Amplificacion en medio liquido

Teniendo en cuenta que Mat T fue el fago con mayor rango de hospedador de los
aislados en la presente tesis, se decidié utilizarlo como modelo para probar la
amplificacion en medio liquido. La misma se realizé con la cepa RN 4220 en TS liquido
suplementado con CaCl, 2mM) y MgSO4(10mM), a 37°C. Para esto se ensayaron 2 MOI
diferentes: 0.5 y 0.25. Se parti6 de una DO inicial de 0,23 equivalente a 6,9 x 10’
bacterias/ml. Como se puede observar en la Figura 23 ambas MOI fueron eficientes, y
esto se evidencia en que a t= 3 hs la DO fue de 9,82 en ausencia del fago mientras que
para el mismo tiempo para la MOI de 0.5 la DO fue de 0.024 y para la para la MOI de
0.25 la DO fue de 0.048. El fago Mat_T alcanzo un titulo similar en ambas MOI, 3x10®
UFP/ml.

A)
—8— Sin Fago
10 & MO=0.25
—-¥— MOI=0.5
8 4
g 8
)
o
o

i S S S

0 0 10 150 20 250 300
Tiempo (min)
Figura 23: Curva en TS liquido suplementado con CaCl: y MgSQ4, a 37°C, fago Mat_T. A la derecha
de la grafica (B) pueden visualizarse en tubos de hemolisis la diferencia en la turbidez de los cultivos en

las distintas condiciones, a las 3 horas de iniciado el ensayo; encontrandose: cultivo sin fago (1.), cultivo
con MOI 0.25 (2) y cultivo con MOI 0.5 (3).

Optimizacion de la amplificacion en medio liquido

Para la optimizacion de la amplificacion de Mat T (MOI=0.5) se probaron las
siguientes condiciones 1) solo TS, 2) TS y CaCl, 2mM), 3) TS y Mg SO4 (10mM), 4)
TS con CaClz (2 mM) y MgSO4 (10mM) y 5) solo RN 4220 en TS liquido.

Como se puede observar en la Figura 24 el agregado de CaCl» mejora la capacidad
de lisis del fago, el MgSO4 no parece intervenir en este proceso. Este efecto se evidencia

por las diferentes DO alcanzadas en las distintas condiciones a las 2:40 hs cuando no hay
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CaClz1a DO es de 2.5 con o sin Mg SO4, mientras que al mismo tiempo en las muestras
suplementada con CaCl, con o sin MgSOs alcanzan una DO de 0.38 y 0.29
respectivamente. El cultivo que solo contenia RN 4220 a ese tiempo alcanzo una DO de

6,53.

DO600

0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (min)

—e—— TS sinfago

o TS MOI.0.5
———w%—— TS+ CaCl2 MOI:0.5
— = — - TS+ MgS0O4 MOI.0.5
— =& — TS +CaCI2 + MgS0O4 MOI.0.5

Figura 24: Amplificaciéon en medio liquido. Se evalua el requerimiento de CaCl, y de MgSO4

Posteriormente decidimos optimizar el agregado de CaCL, para los ensayos en
medio liquido, para ello realizamos una curva con diferentes concentraciones del mismo
(0 mM, 1 mM, 2 mM y 4 mM). En la Figura 25 se observa que las concentraciones
optimas de CaCl, se encuentran en el rango de 2 a 4mM, observandose a las 3:15hs las
siguientes DO: 1.123 (sin CaCly), 0.141 (1 mM CaCl), 0.033 (2mM CaCly) y 0.053 (4
mM CaCl). .
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1,4
1,2

1 ‘/./'é
80,8
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S 06 ad —o—0mM
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Figura 25: Optimizacion de los requerimiento de CaCl: para la amplificacion en medio liquido del
fago Mat T

Amplificacion en medio liquido de los fagos Mat T, Ky CG

Una vez optimizada la amplificacion en medio liquido decidimos comparar la
amplificacion de Mat T versus los 2 fagos liticos que utilizamos en el rango de
hospedador. Se parti6 de una DO inicial de 0.25 en promedio (7.5 107 bacterias/ml). Esta
curva se realiz6 por triplicado; los resultados de la misma se visualizan en la Figura 26.
Podemos observar que CG no amplifica de manera eficiente en medio liquido y esto se
traduce con un aumento de la DO a valores similares a los observados en el cultivo sin
agregado de fago de RN 4220 y que alcanza un valor a las 3,15 hs de 1,11 (3.33 x10®
bacterias/ml). El fago K disminuye la DO alcanzando a las 3,15hs un valor de 0.024 que
equivale a un recuento de sobrevivientes de 7.2 x 10°; mientras que a ese tiempo el fago
Mat_T alcanza un valor de DO de 0.032 con un recuento de sobrevivientes de 9.6 x 10°
bacterias/ml. El fago Mat T, al igual que el fago K, logra reducir el crecimiento de las

bacterias en 2 6rdenes de magnitud.

1,4
1,2 —"
1 - L
o T -~
80,8 > =
9O 556 T —0— Mat_T
oY A
04 |- m=l —@—Fago K
02 |
CG
0
8888838338888 8383 Sin Fago
o 1n O n O 1N O N O n O 1n o uwn
S o @mMET O MY O @ T Qo
O O O O o o o o o o N N on ™m
O O O O O O 0O oo o o o o o
Tiempo (hs)

Figura 26: Amplificacion en TS suplementado con CaCl. (2mM) de los fagos Mat_T, Ky CG.
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Analisis Bioinformatico

Como ya hemos mencionado anteriormente los fagos poseen interés desde el punto
de vista biotecnologico, por ejemplo, como agentes de biocontrol y para ser empleados
como biosensores debido a su elevada especificidad y, por otro lado, los fagos temperados
poseen implicancias en la transferencia horizontal de genes. Para el anlisis de todas estas
caracteristicas es importante conocer la secuencia gendmica de los fagos para analizar los

genes que codifican.

Secuenciacion genomica

Durante el desarrollo de esta tesis he logrado aislar 33 bacteriofagos de diferentes
origenes. De ellos fueron enviados a secuenciar seis: Mat N, Mat 29, Mat T, Mh 1,
Mh_4 y Mh_15. Los fagos Mat N, Mat 29 y Mat T fueron obtenidos de hisopados
nasales, mientras que Mh_1, Mh_4 y Mh_15 fueron obtenidos mediante inducciéon con
mitomicina C a partir de cepas de origen clinico. Una vez aislados se realizo la extraccion
de ADN de los fagos como se detalla en materiales y métodos. La secuenciacion se realizo

en el Servicio de Gendmica y Bioinformatica del INDEAR.

Con los genomas ensamblados y en un solo contig se procedié a la anotacion

genodmica mediante el uso del programa DNA Master.

Anotacion genomica

La anotacion de los fagos se realizd mediante la utilizacion del programa
DNAMaster. Este analisis permite la identificacion de ORFs mediante el uso de los
programas Glimmer y Genmark, ademas identifica ARNt y mediante BLASTP se realiza
la asignacion de funcién (correspondiendo la Tabla 16: al fago Mat T, Tabla 17: Mat 29,
Tabla 18: Mat N, Tabla 19: Mh_1, Tabla 20: Mh_4, Tabla 21: Mh_15, las mismas se
encuentran en el Anexo). Después de la anotacion automatica que genera el programa se
procedid a la inspeccion manual de cada ORF y correccion de los mismos en los casos
que fuera necesario (ej. correccion de sitio de inicio de la traduccion). Una vez anotados
los genomas se los representd graficamente empleando el programa CGView (Figura 27)

(135).

94



RESULTADOS Y DISCUSIONES

Figura 27: Mapas genémicos de los fagos Mat_29, Mat N, Mat T, Mh_1, Mh_4 y Mh_15 empleando
el programa CGView. Los bloques de color azul representan los marcos abiertos de lectura, mientras que
los bloques rosas, muestran los seis marcos de lectura y donde se posiciona cada ORF. Los histogramas
internos muestran el contenido de GC a lo largo de toda la secuencia de los fagos.
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Caracteristicas genomicas generales
Las caracteristicas gendmicas de los cinco bacteriéfagos fueron obtenidas mediante
el uso del programa Artemis, y se detallan en la Tabla 13. La presencia de tRNA fue

analizado utilizando los programas tRNA-scan y Aragorn en DNAMaster.

Tabla 13 — Caracteristicas genémicas

Tamaiio Porcentaje Del,ls%dad Longitu.d

Fagos Tt GC(%) CDS codificante  S¢nica ARNt promedio
(gen/kpb) (pb)
Mat 29 | 45682 34.18 65 89.4 1.422 0 628
Mat N 50127 33.84 73 90.5 1.456 0 621
Mat_ T 44300 34.64 70 94.4 1.58 0 597
Mh_1 43800 35.09 74 94.4 1.689 0 559
Mh_4 44199 34.65 70 94.7 1.583 0 598
Mh_15 43090 35.18 73 92.2 1.694 0 544

Genomica comparativa

Oliveira y col. (163) han realizado una clasificacion de los fagos del genero
Staphylococcus mediante la agrupacion en “phams” o familias de proteinas que
comparten un cierto grado de similitud de secuencia (a partir de 35%) y comparando el
contenido de genes compartidos. De esta manera han podido agrupar estos fagos en cuatro
clusteres (A, B, C y D) y 27 subclusteres (A1-A2, B1-B17, C1-C6 y D1-D2). Los fagos

pertenecientes a la familia Siphoviridae se ubican en el cluster B.

Para llevar a cabo un analisis comparativo, como primera medida descargamos las
secuencias de fagos temperados que se encuentran cargadas en las bases de datos (NCBI),
lo que correspondia a un total de 128 fagos. Luego se realizé una red filogenética
mediante los programas Gegenees y Splitstree 4 utilizando dichas secuencias mas las
secuencias de nuestros fagos. El andlisis de la red mostr6 claramente el agrupamiento en
siete clusteres, los cuales se corresponden con los identificados por Oliveira (B2-B7)
(163). Como se observa en la Figura 28, los fagos provenientes de hisopados nasales se
encuentran relacionados evolutivamente ubicandose en el claster B2, junto con el fago
Mh_4, el cual muestra elevada similitud con el fago Mat T. Los fagos Mh 1 y Mh 15
provenientes de muestras clinicas se encuentran ubicados en el cluster B3.
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Cluster B2

Cluster B3

Cluster B7

Cluster B5

Cluster B6

Figura 28 — Red filogenética de fagos pertenecientes a la familia Siphoviridae. Se construy¢ utilizando
las secuencias de 134 fagos mediante los programas Gegenees y Splitstree 4 utilizando el método Neighbor-
Net. Los clusteres B2 a B7 se encuentran marcados con elipses. Los nombres de las diferentes taxas fueron
removidos para una mayor claridad en el analisis.

Por otro lado, se realiz6 una comparacion mediante TBLASTN de nuestros fagos
mediante el uso del programa Easyfig 2.25. Se establecié un minimo de identidad de
secuencia de 35% para que el programa muestre las zonas de homologia. La Figura 29
muestra claramente que los fagos Mh_1 y Mh_15 comparten amplias zonas de similitud
de secuencia, al igual que entre Mh 4 y Mat T los cuales son muy similares y se
corresponde con lo observado en la red filogenética. Por otro lado, Mat T y Mat N a
pesar de pertenecer al mismo cluster, poseen zonas de baja similitud, como por ejemplo
la zona donde se encuentra el médulo de integracion. Es de interés, la identificacion de

una zona en el fago Mat N (ORF67-74) corriente abajo del médulo de lisis, ausente en
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su par mas homologo, Mat_29. Mientras que el ORF75 de Mat N posee homologia se
cuencia con el ORF71 de Mat 29. Realizando un BLASTP con la secuencia codificante
de estos genes, observamos que poseen homologia con proteinas de S. aureus (Anexo,
Tabla 18). Ademas, los mismos no presentan homologia con factores de virulencia, lo
cual se determindé mediante BLASTP en el servidor web VFanalyzer

(http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/v5/main.cgi?func=VFanalyzer) contra base de datos

de factores de virulencia. Esto sugiere que estos genes podrian haber sido adquiridos de

su hospedador en el proceso de integracion y escision.

Mh_1

°
1]
T
o
[
[}
T
B3

Mh_15

Mh_4

Mat T

Mat_N

Empaquetamiento ADN y

@ Lisogenia ) Metabolismo ADN ( )
Cola ) Lisis

( ) Sin asignar

cabeza
@ Homodlogo hospedador

Figura 29: Comparacion de las secuencias de los fagos mediante TBLASTN y organizacion modular
de los mismos. Para ello se utilizo el programa Easyfig 2.25. La similitud de secuencia que se muestra entre
las secuencias va en el rango de 35-100%, como se representa en la leyenda en la parte superior derecha de
la figura.

98


http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/v5/main.cgi?func=VFanalyzer

Conclusiones y discusion del Capitulo 2

Los bacteriofagos son parte dominante del viroma cutaneo. Ellos se encuentran
comunmente en multiples sitios de la piel, en los cuales se encuentran con sus
hospedadores bacterianos. Los andlisis metagendémicos sugieren que los fagos de
Propionibacterium y Staphylococcus son los mas abundantes de la piel, mientras que
otros fagos, tal como los de Streptococcus y Corynebacterium, estan también presentes

pero en menor medida (164)

Durante el desarrollo de esta tesis se lograron aislar 33 fagos, 10 provenientes de la
induccion con Mitomicina C de cepas clinicas y 23 presentes en hisopados nasales, no
pudimos aislar fagos de muestras ambientales. Hasta donde hemos caracterizado
actualmente se tratarian de fagos temperados, perteneciente a la clase II con un tamafio
de =~ 40 a 50 Kb y que muestran las caracteristicas tipicas de los miembros de la familia

Siphoviridae (orden: Caudovirales).

Existe variabilidad en cuanto a la temperatura a la cual el fago puede infectar, las
envolturas de las bacterias sufren cambios al ser expuestas a diferentes temperaturas lo
que puede provocar que la misma pierda alguno de los receptores para fagos (165). En
los fagos que realizamos el ensayo a diferentes temperaturas pudimos ver cambios en la
morfologia de las placas de lisis siendo mas grandes y claras en un rango entre los 25 y
los 37°C; y mas turbias y puntiformes a 42°C. Durante la formacion de las placas de lisis,
los determinantes del tamafio de placa son las caracteristicas intrinsecas de cada fago, las
caracteristicas del cultivo y las condiciones de siembra. La concentracion de agar usada
en el medio afecta considerablemente la movilidad del fago de manera que, si la
concentracion es alta, el fago difundira menos y las placas de lisis seran més pequenas.
El efecto de la temperatura no es tan sencillo de describir, ya que es multicausal. Por un
lado, los cambios de temperatura podrian modificar cinéticamente los parametros del fago
y/o generar cambios cuali- o cuantitativos en el entorno del receptor. Ademas, esta claro
que, si las bacterias crecen mas lentamente, por limitacion de nutrientes o exposicion a
temperaturas muy distintas de las temperaturas dptimas de crecimiento, la propagacion

de bacteridfagos tiende a aumentar (166).

Si bien el concepto de rango de hospedador como dijimos es un ideal y puede
resultar confuso, debido a que las determinaciones del rango de hospedador dependen de

la técnica y las condiciones que se utilicen (104), forma parte de las caracterizaciones que
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se le realizan al mismo y es un pardmetro importante para conocer. Como resultado de
este experimento cabe destacar que a pesar que Mat T y Mh 5 son fagos lisogenos

presentan un amplio rango de cepas lisadas (63.04% y 60.87%) para su grupo.

Por otro lado, logramos poner a punto la amplificacion de bacteriofagos en medio
liquido y evaluar el requerimiento de cationes, esto es importante en el caso de querer
realizar produccion en grandes escalas del mismo. Se pudo demostrar la importancia del
agregado de CaCl,, ya que sin este cation no era posible lograr la amplificacion y que la

concentracion optima se encuentran en el rango de 2 a 4mM.

El andlisis bioinformatico de los fagos es un punto clave para el estudio de los
mismos, ya que la misma es una condicion necesaria para su aplicacion como agente de
biocontrol. Por otro lado, la participacion de fagos temperados como importantes agentes
en la transferencia horizontal de genes y la evolucion de los hospedadores también
representa de interés poder conocer su secuencia gendmica y analizar los genes que

codifican.

En nuestro laboratorio hemos podido secuenciar, anotar y analizar los genes que
codifican los fagos Mat 29, Mat N, Mat T, Mh 1, Mh 4 y Mh_15. El andlisis de
gendmica comparativa ha clasificado a nuestros fagos como pertenecientes a los
subclusteres B2 (Mat 29, Mat N, Mat T y Mh 4) y B3 (Mh_1 y Mh_15). Todos los
miembros del cluster B son fagos temperados que codifican para una integrasa y su
represor. Esta reportado que el subcluster B2 es uno de los mas heterogéneos del cluster
B. Con respecto a los genes de virulencia, se observo una alta prevalencia de los mismos
en los miembros del clister B, no encontrandose presentes en los otros clusteres. Sin
embargo, no se encuentran distribuidos de manera homogénea, hay subclusteres en donde
no se han identificado, otro donde se los halla en bajo porcentaje como los subclusteres
B2 y B3 con 32 y 31%, respectivamente, mientras que otros tienen un alto porcentaje (B5,
B6 y B7) con mas del 96%. Estos valores se condicen con los nuestros, ya que no hemos
identificado genes que codifiquen para factores de virulencia en nuestros fagos que como

dijimos se encuentran en los subclusteres B2 y B3.

Los bacteriéfagos impactan en gran medida en la patogenicidad bacteriana, se
estima que globalmente ocurren 2 x 10'° eventos de transferencia génica mediados por

fagos cada segundo. Este proceso denominado conversion lisogénica (o conversion
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fagica) provee a su hospedador de genes adicionales que benefician al lisogeno. La
importancia de este proceso fue evidenciada en la década de los 90 cuando la
secuenciacion gendmica reveld la abundancia de los profagos y los propuso como los
principales responsables de la variabilidad genética entre cepas bacterianas estrechamente
relacionadas (por ejemplo, patdgenos vs no patdogenos) (167). La identificacion de una
region de baja homologia con el resto de los fagos en Mat N, la cual codifica para genes
presentes en S. aureus, podria ser una muestra de la capacidad de los fagos de transportar
genes del hospedador, con el riesgo asociado de diseminarlos entre otras bacterias

hospedadoras.

El aumento de la resistencia a los antimicrobianos conlleva a la necesidad de buscar
nuevas alternativas terapéuticas. Entre las muchas opciones que se estan explorando, se
presenta el resurgimiento de la terapia con fagos, como una estrategia atractiva para
sustituir o complementar a otras terapias. Dentro de los atributos positivos para el
desarrollo de la misma cabe citar su origen natural, la falta de toxicidad para los seres
humanos, la alta especificidad (siendo inofensivos para la microbiota normal), y su
efectividad frente a bacterias resistentes a los antibidticos, entre otras. Sin embargo, la
terapia con fagos generalmente requiere la identificacion del patdgeno, el desarrollo de
resistencia sigue siendo una posibilidad, aunque muchos menos probables si se la
compara con el uso de antibidticos y no suele ser facilmente transferible a otros
microorganismos. Ademas, la resistencia podria superarse facilmente mediante el uso de
combinaciones de diferentes fagos (cocteles de fagos) en lugar de utilizar un Gnico fago
para fines terapéuticos (168). Actualmente para la terapia fagica son solo de interés
inmediato los fagos estrictamente liticos aunque hay argumentos fuertes que apoyan el
uso de fagos temperados con fines terapéuticos (169), las agencias reguladoras tienen un
largo camino a seguir antes de aceptar el uso de virus que podrian transferir sus genes

directamente a las células bacterianas en el cuerpo (170).
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CAPITULO 3: ENDOLISINAS

Busqueda bioinformatica de endolisinas

Como comentamos previamente las endolisinas son enzimas modulares con
actividad peptidoglicano hidrolasas, que generan la disrupcion del peptidoglicano,
generando la lisis osmotica de las células y po lo tanto constituyen una prometedora

alternativa para combatir la multiresistencia microbiana (112).

En nuestro laboratorio como parte del trabajo de tesis de varios integrantes, se
realiz6 una busqueda masiva de fagos especificos de S. aureus de diferentes origenes y
ambientes. El resultado de este trabajo fue el aislamiento de mas de 60 fagos. Un gran
numero de ellos fueron secuenciados. Una vez obtenidas las secuencias genéticas de los
mismos, en colaboracion con el Dr. Cristian Suarez se realizd6 una busqueda
bioinformatica de los genes que codifican para endolisinas. Para ello se utiliz6 la
secuencia conocida de la endolisina del fago K (LysK) (171, 172) y mediante la
utilizacion de la herramienta BLAST dentro del servidor RAST logramos identificar 25
secuencias de endolisinas con diferente nivel de homologia. Se realizd un analisis
filogenético de las endolisinas, mediante el alineamiento de secuencias con MAFFT y
PhyML para la construccion del arbol. Para este andlisis, también se incluyeron
secuencias de endolisinas caracterizadas y publicadas como las de los fagos PhiH5, Phill

y K (173-175). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 30.

Cluster 1
836
2776
775
690
320 Cluster 2
524
’_Lcloﬁ
cG
Cluster 3 Phage_K
phiH5
MH15
Mat_N

321C
Mat T
Mh_4

174
Mat_29
Mh_1
Phill
760

Figura 30: Relaciones evolutivas de las endolisinas. Para realizar el arbol se incluyeron las secuencias de
endolisinas reportadas en la literatura, como Phill, PhiHS, y K. En negrita se indican las endolisinas que
elegimos para clonar y expresar en E. coli.
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Mediante el anélisis filogenético pudimos observar tres grupos de endolisinas bien
marcados (I-III). El grupo II estd formado por las endolisinas de fagos liticos, como el
Fago K y el CG. A su vez el grupo III podemos sub-clasificarlo en dos subgrupos.
Utilizamos este agrupamiento de endolisinas para seleccionar cuales serian elegidas para
su clonado. Las endolisinas de los fagos 320 (I), la del fago CG (II), Mat N (Ill a) y la
del fago 174 (Il b), las cuales se encuentran mas alejadas filogenéticamente, fueron

seleccionadas para ser clonadas en E. coli para su posterior expresion y purificacion.

Posteriormente, con la secuencia proteica realizamos una busqueda de dominios,
tanto del dominio con actividad enzimatica (Enzymatic Activity Domain, EAD) como del
dominio de union a pared celular (Cell Wall Binding Domain, CBD). Para ello, se uso la
herramienta InterProScan. Este andlisis mostro que todas las endolisinas analizadas
poseen tres dominios; dos EAD (CHAP y AMI2/3) y un CBD (SH3). El dominio CHAP
tiene una actividad D-alanil-glicil endopeptidasa, mientras que AMI-2 y AMI-3 tienen

actividad amidasa (N-acetilmuramoil-L-alanin amidasa )(Figura 31).

NH2 CHAP AMI-2/3 [ —cooH

Figura 31: Organizacion de dominios de las endolisinas codificadas por nuestros bacteri6fagos

En la Tabla 14 podemos observar el andlisis de los dominios de las endolisinas

Mat N, 320, 174 y CG.

Tabla 14: Analisis de los dominios de las endolisinas seleccionadas para clonado y expresion. Base
datos utilizada Pfam

Endolisinas| Id Dominio Dominio Inicio Final E-value
PF01510 AMI-2 199 323 2,10E-15
Mat_N PF05257 CHAP 27 113 1,70E-11
PF08460 SH3 395 460 3,90E-24
PF05257 CHAP 28 113 2.0E-7
320 PF01520 AMI-3 181 363 1.1E-39
PF08460 SH3 400 464 4.0E-8
PF05257 CHAP 28 113 4. 1E-11
174 PF01510 AMI-2 198 323 3.0E-15
PF08460 SH3 395 460 3.9E-24
PF05257 CHAP 46 136 4.3E-11
CG PF01510 AMI-2 206 334 5.0E-11
PF08460 SH3 409 475 3.7E-19
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Clonado y expresion de las endolisinas 174, Mat_N, 320 y CG

Se amplificaron los genes de las endolisinas utilizando cebadores con los sitios de
restriccion Ndel y BamHI. Luego se clonaron en pGEM-T Easy, se secuenciaron y
subclonaron en el vector de expresion pET22b. Posteriormente, se transformo la cepa E.
coli BL21 (DE3) pLys y se expresaron mediante el agregado de IPTG. Se ensayaron
diferentes tiempos y concentraciones de IPTG a diferentes temperaturas (15, 20 y 37°C)
y observamos que cuando se induce durante 3 horas a 37°C con 1 mM de IPTG,

obtenemos la maxima induccidn de las endolisinas 174, Mat N y 320 (Figura 32).

F. Insoluble F. 5oluble

54 kDa

Figura 32: SDS-PAGE. Se observa (sefialado con flecha) la sobre-expresion de diferentes endolisinas
unicamente en la fraccion insoluble.

No fue posible clonar la endolisina CG mediante la técnica convencional de clonado
por lo que recurrimos al uso de la técnica de RF cloning; de esta manera pudimos obtener

un clon en el vector de expresion pET-32 como proteina de fusion a His-tag N-terminal.

Purificacion de las endolisinas

Como se mostrd en la Figura 32, la induccion de las endolisinas solo se observaron
en la fraccion insoluble. Con la colaboracion de la Dra. Cecilia Balaban, investigadora de
Conicet que trabaja en nuestro laboratorio se ensayaron diferentes protocolos de
purificacion. Finalmente, hasta el momento se lograron purificar a partir de la fraccion
soluble, las endolisinas 320, Mat N y Cg. Para ello, se partié de volimenes de cultivo de

entre 0.5 — 1 litro y con el agregado de detergente (Tween 20) en el buffer de lisis. Para
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la purificacion de las enzimas se realizo una cromatografia de afinidad mediante resina

Ni-NTA, lograndose obtener buenos rendimientos en la purificacion de las tres

endolisinas como se observa en la Figura 33. La endolisina 174 no se logroé obtener de

manera soluble hasta el momento.

A)  Endolisina Mat N

M P ES FT w E1 E2 E3 E4 ES

C) Endolisina CG

M P ES FT w E1 E2 E3 E4

B)  Endolisina 320

M P ES FT W E1 E2 E E4 E5 E6

115
82

49
37

26
19
15

Referencias:
- M: marcador de peso molecular
- P: pellet;
- ES: extracto soluble
- FT: flow through
- W: lavado
- E1a 5/6: son los diferentes eluidos
con diferente concentracion de

imidazol.

Figura 33: Purificacién de las endolisinas A) Mat_N, B) 320 y C) CG mediante columnas de afinidad
de Ni-NTA. M, marcador de peso molecular; P, pellet; ES, extracto soluble; FT, flow through; W, lavado
E1 a 5/6, son los diferentes eluidos con diferente concentracion de imidazol.

Ensayos de actividad de endolisinas

Analisis de la actividad mediante el uso de zimogramas

Para ensayar la actividad de las endolisinas se utilizé la técnica de zimograma (147).

Para ello, se realizd un SDS-PAGE con el agregado de células de S. aureus muertas por

calor en el gel de separacion. Después de la corrida electroforética y de la tincion del gel

la aparicion de zonas claras es indicativa de la lisis de las células (Figura 34).
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2-5-10 pg
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Figura 34: Zimograma con las endolisinas 320, Mat N y CG agregadas a 2,5y 10ng. La flecha roja
indica la aparicion de zonas de lisis demostrando la actividad litica. La flecha celeste sefiala zonas de lisis
de menor peso molecular que podrian corresponder a protedlisis.

Lisis en placas

Para este ensayo se hicieron placas indicadoras de las cepas de S. aureus RN 4220
y ATCC 25923. Se ensayo¢ la actividad a 25, 30, 37 y 42°C (Figura 35). La eleccion de
las cepas se debid a que los fagos que dieron origen a las endolisinas Mat N y 320 fueron
aislados en la cepa RN 4220 y el fago CG en ATCC 25923.

Endolisina Temp.
Mat N 320
25°C
30°C
37°C
42°C

Figura 35: Efecto de la temperatura sobre la actividad en placa de las diferentes endolisinas. Se
realizaron spot de 5ul de Mat N (5mg/ml) y 320 (4,5mg/ml)

La endolisina CG no liso ninguna de las cepas a ninguna de las temperaturas

ensayadas. En cuanto a las endolisinas Mat N y 320 ambas lisaron la cepa RN 4220 a
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todas las temperaturas ensayadas dando un mayor halo de lisis y mayor claridad de la
misma a 25°C, el aumento de la temperatura parece afectar mas a 320 que a Mat N, ya
que en la primera el halo de lisis se vuelve mas pequefio y turbio que el de Mat N a la

misma temperatura. Por otro lado, ninguna fue capaz de lisar la cepa ATCC 25923.

Lisis en TS liquido

Se evaluo la capacidad de lisis de las 3 endolisinas purificadas sobre la cepa RN
4220 en TS liquido suplementado con CaCl, y MgS0Os, a 37°C en microplaca, este ensayo
se realizé por triplicado. Se observé una rapida disminucion de la DO en los primeros 15
minutos luego del agregado de la endolisinas Mat N y 320. En el caso de la endolisina
de CG no se observa una caida tan marcada en los primeros minutos, pero se observa un
efecto aparentemente bacteriostatico ya que mantiene una DO constante, sin que se

recupere el crecimiento en el tiempo que transcurre el experimento Figura 36.
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Figura 36: Curva en medio liquido evaluando la actividad de las endolisinas Mat_N, 320 y CG

Rango de lisis en placa de las endolisinas Mat Ny 320.

Para evaluar dicho rango se prepararon placas indicadoras de las diferentes cepas
donde se realizaron spot de Sul de cada endolisinas (Smg/ml). A su vez en la misma placa
se realizaron spot de los fagos Mat N y 320, para poder comparar el rango entre las

endolisinas y el fago de origen de la misma. Este ensayo se llevo a cabo sobre las mismas
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96 cepas que utilizamos para el rango de huésped de los bacteridfagos caracterizados en
el capitulo 2. Las cepas de S. aureus sobre las que se probaron las endolisinas se detallan
en la Tabla 15. En dicha tabla, se aplica una clasificacion segun el tipo de lisis que provoca

sobre las cepas ensayadas como se representa en la Figura 37.

A B C D E
Figura 37: Tipos de lisis que se observan en las diferentes cepas. A) lisis clara, B) y C) lisis turbia, D)
perturbacion del crecimiento, E) no presenta lisis.

Tabla 15 — Rango de lisis. El color verde representa la lisis, el amarillo claro que perturba el crecimiento
y el blanco la no lisis. La letra delante del nimero, de la cepa es para diferenciar su origen, I: INTA, LP:
La Plata, H: hospital, C: hisopado nasal Centenario, (HPC) B: hisopado nasal HEEP y PS: hisopado nasal
de pacientes con psoriasis. En negrita se encuentran destacadas las cepas que son meticilino resistente.

Mat N 320

CEPAS
Fago Lisina Fago Lisina

RN 4220, 19, 110, 113, LP321, H10, H50, C32, PS13, PSI8,
PS24, P48

ATCC 25923

ATCC 43300, NRS70, NRS123, NRS153, NRSI158,
NB29740, V329, 11, 13, 15, 123, LP277, LP279, LP281, H5,
C136, C352, C10, C18, C77, C115, C144, C149, C189,
C191, C193, C211, C215, C224, C262, C271, C274, C321,
C323, B358, B377, B383, B393, B399, B422, B433, PS5,
PS32, PS37, PS41, PS43, PS44, PS45, PS46

LP275, LP308, H42, H44, H45, CI120, Cl61, C253,
C310,B426 , PS27, PS28, PS42

LP280

LP329

H1, H43, C6, C116, PS2, PS4, PS8

H2

17,18, LP274, H6, PS36

PS49
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Las endolisinas son especificas y no lisaron los otros cocos gram positivos probados
(Staphylococcus saprofiticus, ni las cepas de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 y
ATCC 14990), tampoco lisaron DH5a al igual que los fagos que le dieron origen.

Las endolisinas lisan un mayor nimero de cepas en comparacion con los fagos de
los cuales se obtuvieron; el fago Mat N lisa 29/92 cepas (31.52%) y el fago 320 lisa 22/92
(23.91%) mientras que sus endolisinas lisan 81/92 (88.04%) y 82/92 (89.13%)
respectivamente. Las Uinicas diferencias encontradas en el rango entre ambas endolisinas
es que 320 lisa una cepa SAMS de La Plata que la endolisina Mat_N no lisa, sin embargo,
esta ultima cualitativamente genera una lisis mas clara sobre las cepas y mayor diametro
del halo de lisis a concentraciones similares. En la Figura 38 se puede apreciar el
porcentaje de lisis de cada fago versus su endolisina segun el origen de las cepas.
Podemos observar que ambas endolisinas lisan un mayor porcentaje de cepas de origen

clinico versus las cepas de probable origen animal (INTA y La Plata).
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Figura 38: Porcentaje de cepas lisadas por el fago Mat_Ny 320y por sus endolisinas respectivamente.

En la Figura 39 podemos observar de manera comparativa el porcentaje de cepas
SAMS y SAMR lisadas por los fagos y sus respectivas endolisinas. A diferencia de los

bacteriofagos que le dieron origen estas endolisinas lisan una mayor proporcion de cepas
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SAMR (41/43) que de SAMS. Los dos SAMR que no son lisados pertenecen a cepas
hospitalarias. El hecho de que lisen mayor cantidad de SAMR vs SAMS podria ser el
motivo por el cual cuando en la Figura 38 evaluamos el porcentaje de lisis de las cepas
por su origen vemos que donde menos actividad presentan son sobre las cepas del INTA

y de La Plata y que justamente todas estas cepas son SAMS.

End. 320

Fago 320

End. Mat_N

Fago Mat_N

0,00% 20,00% 40,00% 60,00% 80,00% 100,00%
B SAMR ®SAMS

Figura 39: Porcentaje de cepas SAMS y SAMR lisadas por el fago Mat_Ny 320, y por sus endolisinas
respectivamente.

Discusion del Capitulo 3

S. aureus resistente a meticilina es una amenaza creciente para la salud a nivel
mundial. Las estrategias actuales para reducir el impacto de este patdgeno incluyen un
control restrictivo del uso mundial de antibidticos, medidas profilacticas para obstaculizar
la contaminacion de alimentos y del medio, y la bisqueda de nuevos antimicrobianos para
tratar infecciones humanas y animales causadas por esta bacteria. Una alternativa que se
esta estudiando para solucionar este problema es el uso de las proteinas liticas del fago

(112,172, 176).

Durante este capitulo mediante analisis bioinformaticos pudimos seleccionar para
clonar 4 endolisinas: Mat N, 320, 174 y CG. Pudimos purificar 3 de las endolisinas
expresadas, pero no fue posible de obtener de manera soluble la cuarta endolisina [74. La
produccion de proteinas en si misma puede ser problematica debido a la acumulacion de

proteina recombinante en el citoplasma que puede conducir a una mayor inestabilidad y
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a la formacion de cuerpos de inclusion (177, 178). Quizas el plegado anormal de la
proteina con la consiguiente formacion de los cuerpos de inclusion sean una posible

explicacion de porqué no se pudo obtener 174 de manera soluble.

La obtencion del producto de manera soluble no nos garantiza la actividad del
mismo. Para evaluar la actividad de nuestras endolisinas recurrimos a varios ensayos,
entre ellos el zimograma que nos permitio ver que tanto Mat N, 320 como CG fueron
activas. Posteriormente evaluamos su actividad en medio liquido, en cuyo caso
demostraron un efecto bactericida tanto Mat N como 320, no siendo asi en el caso de CG
que mostro un efecto mas bien “bacteriostatico”, este ensayo en el caso de esta ultima
endolisina podria ser realizado sobre la ATCC 25923 que es sobre la que se aislo el fago
CG y otras cepas para ver si se comparta de igual manera. También se evaluo la actividad
de las mismas en placa a diferentes temperaturas, demostrando ser activas mediante este
ensayo tanto Mat N como 320, ambas lisaron la cepa RN 4220 a todas las temperaturas
dando un mayor halo de lisis y mayor claridad de la misma a 25°C; el aumento de la
temperatura parece afectar mas a 320 que a Mat N. Esta observacion concuerda con lo
reportado en la literatura donde a temperaturas mas elevadas puede observarse una

disminucioén de la lisis (179).

Posteriormente evaluamos el rango de actividad de las endolisinas Mat N y 320,
pudiendo demostrar que presentan un mayor rango de lisis que los fagos de los cuales
provienen, los fagos Mat N y 320 presentaron un rango de lisis de 31.52% y de 23.91%
respectivamente, mientras sus endolisinas lisaron el 88.04% y el 89.13% de las cepas
ensayadas respectivamente. No pudimos evaluar la actividad de la endolisina CG
mediante ensayos en placa Petri con ninguna de las 96 cepas utilizadas en el rango de
hospedador ya que no se observo lisis en ninguna de las placas. Para explicar este
fenémeno se deberian realizar, por ejemplo, estudios estructurales de la proteina para
evaluar si tanto el dominio catalitico como el de union a la bacteria poseen alteraciones

que afecten la actividad.

Uno de los principales obstaculos para la erradicacion de S. aureus en los hospitales
y en las industrias alimentarias es su capacidad para formar biopeliculas. Las cepas de
este microorganismo muestran diversas habilidades para adherirse y crecer en varias
superficies bidticas y abioticas. En contraste con las condiciones del laboratorio de

microbiologia donde las bacterias a menudo se cultivan planctonicamente en condiciones
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ricas en nutrientes, las bacterias que se encuentran en el medio ambiente crecen casi
exclusivamente en condiciones de deficiencia de nutrientes donde forman biopeliculas.
Es preocupante que las biopeliculas representen una barrera para las acciones de los
antibidticos y desinfectantes, dificultando tanto el tratamiento de las infecciones
aumentando la morbilidad, la mortalidad y los costos para atencion; asi como también
dificultando la limpieza de las superficies (180). En el rango de actividad que realizamos
de las endolisinas Mat N y 320, evaluamos su actividad sobre numerosas cepas capaces
de producir biopeliculas. Un paso a seguir seria evaluar la actividad de estas endolisinas
sobre la biopelicula ya formada. En este contexto, existe evidencia considerable con
respecto a la eficacia de estas lisinas contra biofilms preformados de S. aureus. Algunas
de las proteinas con probada actividad sobre el mismo son: SAL-2, phill, PlyGRCS y
SAL200, asi como las proteinas quiméricas del fago K (derivadas de LysK) (112, 181-
183).

Las endolisinas constituyen una buena alternativa tanto para el problema de la
formacion de biopeliculas como para el problema de la multiresistencia ya que ademas
de exhibir una alta actividad antibacteriana y de ser especificas para el patdgeno a tratar,
hasta la fecha no hay evidencias de que se desarrolle resistencia a la mismas. Sin duda,
esta es una de las caracteristicas mas valiosas de estas proteinas y podria estar relacionado
con el hecho de que su objetivo es el peptidoglicano el cual es esencial para la viabilidad
bacteriana. Ademas, la mayoria de las endolisinas de S. aureus contienen dos dominios
cataliticos, que tedricamente reducirian la probabilidad de encontrar bacterias con una
doble modificacion en la estructura diana (179, 184, 185). En el caso de las endolisinas
analizadas en este capitulo presentaron tanto el dominio CHAP como AMI, con lo que

seria poco probable que se desarrolle resistencia a la misma.

A futuro podrian probarse otros sistemas de expresion como Saccharomyces
cerevisiae (levadura), ya que un problema en usar E.coli como sistema de expresion es la
presencia de lipopolisacaridos (186), una ventaja adicional que nos ofreceria
Saccharomyces es que se encuentra reconocido como microorganismo seguro (GRAS,
del inglés “generally regarded as safe”) por la Administracion de Medicamentos y
Alimentos (FDA), quien avala su uso para la produccion de proteinas terapéuticas libres

de contaminacién por endotoxinas (193).
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CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas a partir de los estudios realizados en este trabajo de tesis

se detallan a continuacion:

Capitulo 1: Aislamiento y caracterizacion de cepas de Staphylococcus aureus

v Se analizaron 548 hisopados nasales que nos permitieron aislar y
caracterizar parcialmente 148 cepas de S. aureus, de las cuales 34 corresponden a SAMR
y 114 a SAMS, por lo que hay una resistencia global a meticilina del 22.97% en las cepas
aisladas.

v Al evaluar la resistencia a otras familias de antibidticos destaca la
resistencia global a macrélidos de 41,22%, que supera a la resistencia a meticilina
encontrada, observandose una resistencia del 61.76% en cepas SAMR vs 35.09% en
SAMS. La resistencia a aminoglucésidos fue del 20.27%, correspondiendo a SAMR
41.18% y a SAMS 14.03%. En lo que respecta a fluorquinolonas la resistencia general
fue del 15.54% siendo del 32.35% para SAMR vy del 10.53% para SAMS. Solo se
encontraron 3 cepas de SAMS resistentes a mupirocina.

v En ninguna de las cepas aisladas se encontr6 resistencia a TMS ni a
vancomicina. Se destaca el potencial uso de TMS como alternativa a los macrolidos.

v Dentro de las cepas SAMR el agr mas prevalente fue el tipo II 41,18%,
seguido del tipo I 35.29%. En cambio, en las cepas SAMS el agr mas frecuente fue el
tipo I: 65.79%, seguido del tipo III: 15.79%. El agr mas prevalente dentro de las cepas
SAMR fue el menos frecuente entre las cepas SAMS. En general las cepas que presentan
agr tipo 1 y II presentan una forma funcional del mismo y las de tipo III una forma no
funcional. La Ad! se evidencio en 32/37 cepas con agr de tipo I, en 12/17 de las de tipo
IL, en 2/13 de las de tipo Il y en 1/2 de las cepas con agr tipo IV.

v Todas las cepas aisladas fueron capaces de formar biopeliculas, y en el
100% se detecto el gen ica.

v Se identifico la presencia de PVL en el 20.59% (7/34) de los SAMR

v Se logro identificar el tipo de SCCmec presente en 32 de los 34 SAMR
aislados siendo el tipo predominante SCCmec tipo IV (27/34), mientras el SCCmec tipo
1 fue identificado en 5/34 cepas

v Tres de las cepas que presentan el SCCmec tipo IV, mostraron la insercion

de un gen de la familia transposasas 20 (tnp20).
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v Los estudios de portacion nasal S. aureus en personal de salud arrojaron
una prevalencia de 30% para el HPC y de 18.18% para el HEEP. Sin embargo, no hubo
diferencia significativa entre ambos efectores en lo que respecta a la presencia de cepas
SAMR siendo de 6% y de 5.3% respectivamente.

v La prevalencia de la portacion nasal de S. aureus en pacientes con psoriasis
fue mayor que en el grupo control (40% vs 17.39%).

v No pudimos demostrar una mayor preponderancia de la toxina sei
(“superantigeno”) en los pacientes con psoriasis vs el grupo control.

v La edad y el sexo influyen en la portacion nasal de SAMS. Mientras que

si hablamos de portacion de SAMR no hay diferencia entre ambos sexos.

Capitulo 2: Aislamiento y caracterizacion de bacteriéfagos de S. aureus

v Se lograron aislar 33 fagos, 10 provenientes de la induccion con
mitomicina C de cepas clinicas y 23 de manera espontanea de hisopados nasales de
trabajadores de la salud. No se lograron aislar fagos de muestras ambientales.

v Se caracterizaron 7 de los bacteriéfagos aislados (Mat T, Mat N, Mat 29,
Mh 1, Mh 4, Mh 5 y Mh_15). Se demostré que todos fueron capaces de amplificar a
25°C, 30°C, 37°C y 42°C); observandose que a 25°C las placas son mas claras y a 42 °C
son mas turbias y puntiformes.

v Se determind el tamaio de los genomas mediante PFGE, teniendo un peso
molecular aproximado de 50 Kb, por lo que pertenecerian a la Clase II.

v Mediante la observacion de la morfologia utilizando las imagenes
provenientes del TEM, se pudo determinar que cuatro de estos bacteriofagos (Mh 1,
Mh_15,Mat T y Mat 29) muestran las caracteristicas tipicas de los miembros del orden:
Caudovirales, familia Siphoviridae, los cuales poseen genomas de ADNdh, capside
icosaédrica y colas largas, flexibles y no contractiles.

v Rango de hospedador: Mat T liso 63.04%, Mh 5 60.87%, Mh 15
48,91%, Mat N 29/92, Mat 29 17.39%, Mh_1 15.22% y Mh_4 14.13%. Los fagos
Mat T y Mh_5 son los que presentan un mayor rango de cepas lisadas.

v Se optimizo la amplificacion en medio liquido la cual es importante por

multiples razones desde la reduccion de costos hasta la posibilidad de obtener mayores
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volumenes del fago a amplificar. Se determin6 que la concentracion optima de CaCl; se
encuentran en el rango de 2 a 4mM.

v . El fago Mat T al igual que el fago K logra reducir el crecimiento de las
bacterias en 2 6rdenes de magnitud.

v Se secuenciaron y se anotaron 6 de los bacteriéfagos aislados (Mat N,
Mat 29, Mat T, Mh 1, Mh 4y Mh_15).

v Segun la clasificacion de Oliveira (163) los fagos provenientes de
hisopados nasales se encuentran relacionados evolutivamente ubicandose en el cluster
B2, junto con el fago Mh 4, el cual muestra elevada similitud con el fago Mat T. Los
fagos Mh 1 y Mh 15 provenientes de muestras clinicas se encuentran ubicados en el
cluster B3.

v Aunque los fagos Mat T y Mh 4 presentan homologia de secuencia

difieren notablemente en el rango de hospedador (63.04% vs 14.13%)

Capitulo 3: Endolisinas

v A través de una busqueda bioinformatica, se pudo identificar los genes que
codifican para endolisinas.

v Trabajamos con 4 endolisinas (CG, 174, Mat Ny 320), las cuales pudimos
clonar, pero solo logramos purificar 3 de ellas (CG, Mat_N y 320).

v Para evaluar la actividad de nuestras endolisinas recurrimos a varios
ensayos, entre ellos el zimograma que nos permitid ver que tanto Mat_N, 320 como CG
fueron activas.

v En lo que respecta a la capacidad de lisis a diferentes temperaturas (25 °C,
30°C, 37°C y 42°C) en placa pudimos ver que las endolisinas Mat Ny 320 lisaron a todas
las temperaturas ensayadas dando un mayor halo de lisis y mayor claridad de la misma a
25°C. El aumento de la temperatura parece afectar mas a 320 que a Mat_N, ya que en la
primera el halo de lisis se vuelve mas pequefio y turbio que el de Mat N a la misma
temperatura.

v En lo que respecta a las pruebas en placas no pudimos evaluar por este
ensayo la actividad de CG.

v Con respecto a la prueba de actividad pudimos ver que en medio liquido

tienen una mayor actividad bactericida Mat N y 320 vs CG.
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CONCLUSIONES

v Cuando comparamos el rango de lisis de las endolisinas Mat Ny 320 vs
los fagos que le dieron origen, vemos que el mismo se incrementa de manera notable. Los
fagos de los cuales se obtuvieron; el fago Mat N lisa el 31.52% de las cepas y el fago 320
lisa el 23.91% y las endolisinas de ambos lisan 88.04% y 89.13% respectivamente.

Queda un largo camino para recorrer para que las endolisinas y los bacteri6fagos
sean utilizados como terapéutica en el pais, pero el incremento de la resistencia a
antibidticos hace imperioso que sean evaluadas nuevas alternativas, y el conocimiento
actual nos permite saber que de eleccion las nuevas terapéuticas deberian ser mas

selectivas para no generar mayor dafo en el ecosistema bacteriano.
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Tabla 16: Lista de ORFs y funciones predichas para el fago Mat_T mediante el programa DNAMaster

ORF Funcion ORF Funcién
1 DNA invertasa 38 Proteina hipotética
2 Proteina hipotética 39 Regulador transcripcional
3 Proteina hipotética 40 Terminasa subunidad pequefia
4 Regulador transcripcional XRE 41 Terminasa subunidad grande
5 Regulador transcripcional XRE 42 Proteina hipotética
6 Proteina hipotética 43 Proteina portal
7 Proteina hipotética 44 Morfogénesis de cabeza
8 Proteina hipotética 45 Proteina hipotética
9 Regulador transcripcional XRE 46 Proteina con dominio DUF4355
10 Oxidorreductasa 47 Proteina mayor de capside
11 Antirrepresor 48 Proteina hipotética
12 Proteina hipotética 49 Proteina adaptadora cabeza-cola
13 Proteina hipotética 50 Proteina hipotética
14 Proteina hipotética 51 Proteina hipotética
15 Proteina hipotética 52 Proteina hipotética
16 Proteina con dominio DUF1270 53 Proteina de cola
17 Proteina hipotética 54 Proteina de cola
18 Proteina hipotética 55 Proteina hipotética
19 Dominio de unién a ADNsh 56 Proteina de membrana
20 Dominio de unién a ADNsh 57 Proteina de cola
21 Proteina hipotética 58 Peptidasa
22 Proteina con dominio AP2 59 Proteina hipotética
23 Proteina de replicacion 60 Proteina con dominio DUF2479
24 Proteina de replicacion DNAC 61 Proteina hipotética
25 Proteina hipotética 62 Proteina hipotética
26 Proteina hipotética 63 Proteina hipotética
27 Endodesoxiribonucleasa de familia RusA 64 Hidrolasa de pared
28 Proteina con dominio DUF3113 65 Proteina con dominio DUF2479
29 Proteina hipotética 66 Proteina hipotética
30 Proteina con dominio DUF3310 67 Holina
31 Proteina hipotética 68 Endolisina
32 Proteina hipotética 69 Proteina con dominio DUF3467
33 dUTPsa 70 Proteina hipotética
34 Proteina hipotética
35 Proteina con dominio DUF 1381
36 Proteina hipotética
37 Proteina hipotética
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Tabla 17: Lista de ORFs y funciones predichas para el fago Mat_29 mediante el programa DNAMaster

ORF Funcion ORF Funcién
1 Integrasa 37 Proteina hipotética
2 Excisionasa 38 Regulador transcripcional RinA
3 Proteina hipotética 39 Terminasa subunidad pequefa
4 Proteina hipotética 40 Terminasa subunidad pequeia
5 Familia Imma/IrtE metalo-endopeptidasa 41 Terminasa subunidad grande
6 Regulador transcripcional famila XRE 42 Proteina portal
7 Familia de Proteinas HTH 43 Proteina de morfogénesis de cabeza
8 Antirrepresor 44 Proteina hipotética
9 Proteina hipotética 45 Proteina hipotética
10 Proteina hipotética 46 Proteina con dominio DUF4355
11 Proteina hipotética 47 Proteina mayor de la capside
12 Proteina hipotética 48 Proteina hipotética
13 Proteina hipotética 49 Proteina adaptadora de cabeza-cola
14 Proteina con dominio DUF2483 50 Proteina hipotética
15 Proteina hipotética 51 Proteina hipotética
16 Proteina hipotética 52 Proteina hipotética
17 Proteina hipotética 53 Proteina mayor de cola
18 Proteina de replicacion 54 Proteina de cola
19 Proteina hipotética 55 Proteina hipotética
20 Proteina inducible por dafio al ADN 56 Proteina de membrana
21 Proteina hipotética 57 Proteina de cola
22 Proteina putativa phiETA-like 58 Peptidasa
23 endodeoxirribonucleasa de familia RusA 59 Proteina hipotética
24 Proteina con dominio DUF3113 60 Proteina con dominio DUF2479
25 Proteina hipotética 61 Proteina con dominio DUF2977
26 Proteina hipotética 62 Proteina hipotética
27 Proteina hipotética 63 Proteina con dominio DUF2951
28 Proteina hipotética 64 Hidrolasa de pared
29 Proteina con dominio DUF1024 65 Proteina de cola
30 dUTPasa 66 Proteina hipotética
31 Proteina hipotética 67 Holina
32 Proteina con dominio DUF1381 68 Endolisina
33 Proteina hipotética 69 Proteina con dominio DUF3467
34 Proteina hipotética 70 Proteina hipotética
35 Proteina hipotética 71 Proteina YfkAB con motivo
SAM/CxCxxxxC
36 Regulador transcripcional RinB
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Tabla 18. Lista de ORFs y funciones predichas para el fago Mat_N mediante el programa DNAMaster

ORF Funcion ORF Funcion
1 Integrasa 40 Proteina portal
2 Proteina hipotética 41 Proteina minoritaria de la capside
3 Proteina hipotética 42 Proteina hipotética
4 Familia Imma/IrrE metalo-endopeptidasa 43 Proteina hipotética
5 Familia de Proteinas HTH 44 Proteina con dominio DUF4355
6 Regulador transcripcional HTH 45 Proteina mayoritaria de la capside
7 Antirrepresor 46 Proteina hipotética
8 Proteina hipotética 47 Proteina conectora cabeza-cola
9 Proteina hipotética 48 Proteina hipotética
10 Proteina hipotética 49 Proteina hipotética
11 Proteina hipotética 50 Proteina hipotética
12 Proteina con dominio DUF1270 51 Proteina mayoritaria de cola
13 Proteina hipotética 52 Chaperona de ensamblado de cola
14 Proteina con dominio DUF2483 53 Proteina hipotética
15 Proteina de unién a ATP 54 Proteina de membrana
16 Proteina de union a ADNsh 55 Proteina de cola
17 Proteina hipotética 56 Proteina de cola
18 Proteina conteniendo dominio AP2 57 Proteina hipotética
1o, | Proteim con dominio N-termina S8 | Proteina de a familia BppU
20 Proteina de unién a ATP 59 Proteina con dominio DUF2977
21 Proteina hipotética 60 Proteina hipotética
22 Proteina con dominio DUF3269 61 Proteina con dominio DUF2951
23 Proteina con dominio DUF1064 62 Proteina con dominio glucosaminidasa
24 Proteina con dominio DUF3113 63 Proteina de la familia BppU
25 Proteina hipotética 64 Proteina hipotética
26 Proteina hipotética 65 Holina
27 Proteina hipotética 66 Proteina con dominio SH3
28 Proteina con dominio DUF1024 67 Fosfatidilinositol kinasa
29 Proteina hipotética 68 Proteina hipotética
30 Proteina hipotética 69 Proteina hipotética
31 Proteina hipotética 70 Glutamina amidotransferasa
32 dUTPsa 71 Peptidoglicano glicosiltransferasa SgtB
33 Proteina con dominio DUF1381 72 Regulador de la recombinacion RecX
34 Proteina hipotética 73 Regulador transcripcional YthH
35 Regulador transcripcional RinB 74 Transportador ABC
36 Proteina hipotética 75 g?ﬁ%ﬁ(gi{i‘fgon motivo
37 Regulador transcripcional RinA
38 Terminasa subunidad pequefia
39 Terminasa subunidad grande
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Tabla 19 : Lista de ORFs y funciones predichas para el fago Mh_1 mediante el programa DNAMaster

ORF Funcion ORF Funcién
1 Integrasa 39 | dUTP difosfatasa
2 Proteina hipotética 40 | Proteina hipotética
3 Proteina hipotética 41 | Proteina con dominio DUF1381
4 Proteina hipotética 42 Proteina hipotética
5 Regulador transcripcional HTH 43 Regulador transcripcional RinB
6 Regulador transcripcional HTH 44 Proteina hipotética
7 Proteina hipotética 45 Terminasa subunidad pequeia
8 Proteina hipotética 46 | Terminasa subunidad grande
9 Proteina hipotética 47 | Proteina portal
10 Proteina conteniendo el dominio ORF6C 48 | Proteina minoritaria de capside
11 Proteina hipotética 49 | Proteina hipotética
12 Proteina con dominio DUF1270 50 Proteina con dominio DUF4355
13 Proteina hipotética 51 Proteina mayoritaria de capisde
14 Proteina hipotética 52 Proteina hipotética
15 | Proteina hipotética 53 | Proteina adaptadora cabeza-cola
16 | Proteina hipotética 54 Proteina de capside
17 | Proteina de la familia ERF 55 Proteina hipotética
18 | Proteina de union a ADNsh 56 | Proteina con dominio DUF3168
19 Proteina hipotética 57 | Proteina de cola
20 | Proteina hipotética 58 | Proteina hipotética
21 Proteina hipotética 59 | Proteina hipotética
22 | Proteina de union a ATP 60 | Terminasa
23 | Proteina hipotética 61 Proteina de cola
24 Proteina con dominio DUF3269 62 Proteina de cola
25 Proteina con dominio DUF1064 63 Proteina hipotética
26 | Proteina con dominio DUF3113 64 Proteina de la familia BppU
27 | Proteina hipotética 65 | Proteina con dominio DUF2977
28 Proteina con dominio DUF3310 66 | Proteina hipotética
29 Proteina hipotética 67 | Proteina con dominio DUF2951
30 | Proteina hipotética 68 | Proteina con dominio glucosaminidasa
31 Proteina hipotética 69 | Proteina de la familia BppU
32 | Proteina hipotética 70 | Proteina hipotética
33 Proteina hipotética 71 Holina
34 | Proteina hipotética 72 | Proteina con dominio SH3
35 Proteina con dominio DUF1024 73 Proteina hipotética
36 | Proteina hipotética 74 | Proteina hipotética
37 | Proteina hipotética 75 | Proteina hipotética
38 HNH endonucleasa
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Tabla 20: Lista de ORFs y funciones predichas para el fago Mh_4 mediante el programa DNAMaster

ORF Funcion ORF Funcién
1 Recombinasa 38 Regulador transcripcional RinB
2 Sistema toxina-antitoxina tipo II 39 Proteina hipotética
3 Proteina hipotética 40 Regulador transcripcional RinA
4 Regulador transcripcional HTH 41 Terminasa subunidad pequeia
5 Regulador transcripcional HTH 42 Terminasa subunidad grande
6 Proteina hipotética 43 Proteina portal
7 Proteina hipotética 44 Proteina minoritaria de la capside
8 Proteina hipotética 45 Proteina hipotética
9 Regulador transcripcional HTH 46 Proteina con dominio DUF4355
10 l;rnott;i/rﬁnieg)resora de la familia 47 Proteina mayoritaria de la capside
11 Antirrepresor KilAC 48 Proteina hipotética
12 Antirrepresor 49 Proteina conectora cabeza-cola
13 Antirrepresor 50 Proteina hipotética
14 Proteina hipotética 51 Proteina hipotética
15 Proteina hipotética 52 Proteina hipotética
16 Proteina hipotética 53 Proteina mayoritaria de la cola
17 Proteina hipotética 54 Proteina de cola
18 Proteina con dominio DUF1270 55 Proteina de cola
19 Proteina con dominio DUF1108 56 Proteina hipotética
20 | P oo T 1| b de o
21 Proteina de la familia ERF 58 Proteina de cola
22 Proteina de unién a ADNsh 59 Proteina hipotética
23 Proteina hipotética 60 Proteina de la familia BppU
24 Proteina conteniendo el dominio AP2 61 Proteina con dominio DUF2977
25 o | 6| o gt i XX
26 Proteina de unién a ATP 63 Proteina con dominio DUF2951
27 Proteina hipotética 64 Proteina con dominio glucosaminidasa
28 Proteina con dominio DUF3269 65 Proteina de la familia BppU
29 endodeoxirribonucleasa de familia RusA 66 Proteina hipotética
30 Proteina con dominio DUF3113 67 Holina
31 Proteina hipotética 68 Endolisina
32 Proteina con dominio DUF3310 69 Proteina con dominio DUF3467
33 Proteina hipotética 70 Proteina hipotética
34 dUTP difosfatasa
35 Proteina hipotética
36 Proteina con dominio DUF1381
37 Proteina hipotética
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Tabla 21: Lista de ORFs y funciones predichas para el fago Mh_15 mediante el programa DNAMaster

ORF Funcion ORF Funcién
1 Recombinasa 39 Proteina de la familia DUF1381
2 Sistema toxina-antitoxina tipo II 40 Proteina hipotética
3 Proteina con dominio PH 41 Proteina hipotética
4 Familia Imma/IrrE metalo-endopeptidasa 42 Regulador transcripcional RinB
5 Regulador transcripcional HTH 43 Proteina hipotética
6 Regulador transcripcional HTH 44 Terminasa subunidad pequefa
7 Antirrepresor KilAC 45 Terminasa subunidad grande
8 Proteina hipotética 46 Proteina portal
9 Proteina hipotética 47 Proteina minoritaria de la cabeza
10 Proteina hipotética 48 PDr[(;?AirI;e}S;:onteniendo el dominio
11 Proteina hipotética 49 Proteina mayoritaria de la capside
12 Proteina hipotética 50 Proteina hipotética
13 }I::):;Zi(lil: c;grg;lcll:rfzi%?augzifas del 51 Proteina adaptadora cabeza-cola
14 }I::):;Zi(lil: Jgrg;lcll:rfzi;gugaeifas del 52 Proteina de cierre de la cabeza del fago
15 Proteina de la familia ERF 53 Proteina hipotética
16 Proteina de uniéon a ADNsh 54 PDr[(}‘?ériz;é:ontemendo el dominio
17 Proteina hipotética 55 Proteina de cola
18 Proteina hipotética 56 Proteina hipotética
19 Proteina hipotética 57 Proteina hipotética
20 Proteina Rep 58 Terminasa
21 Proteina de unién a ATP 59 Proteina hipotética
22 Proteina hipotética 60 Proteina de cola
23 Proteina de la familia DUF3269 61 Proteina de cola
24 Proteina de la familia DUF3269 62 Proteina hipotética
25 Proteina de la familia DUF1064 63 Proteina de la familia BppU
26 Proteina de la familia DUF3113 64 Er[(};e;r;z;;:ontemendo el dominio
27 Proteina hipotética 65 Proteina hipotética
28 Proteina hipotética 66 Proteina hipotética
29 Proteina hipotética 67 Proteina con dominio glucosaminidasa
30 Proteina hipotética 68 Proteina de la familia BppU
31 Proteina hipotética 69 Proteina hipotética
32 Proteina hipotética 70 Holina
33 Proteina hipotética 71 Proteina con dominio CHAP
34 Proteina hipotética 72 HNH endonucleasa
35 Proteina hipotética 73 Proteina con domino SH3
36 Proteina de la familia DUF1024
37 Proteina hipotética
38 dUTP pirofosforilasa
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