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Introduccion

1.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram-positiva de la familia de las
Micrococcaceae. Son bacterias redondeadas, que no poseen flagelo y crecen formando
agrupaciones en racimo (del griego: Staphyle) (Biberstein, 1994, Quinn, 1999). S. aureus es
una bacteria catalasa positiva, anaerobia facultativa y es capaz de utilizar los glucidos por
oxidacion o fermentacidn (Biberstein, 1994). A pesar de su incapacidad de producir esporas,
su pared celular contiene peptidoglicanos y acidos teicoicos. Por este motivo, pueden resistir
frente a variadas condiciones adversas. Resisten la desecacidén durante largos periodos de
tiempo, siendo capaces de vivir con actividades de agua de hasta 0,83 y son capaces de
sobrevivir en concentraciones de NaCl de hasta un 20 %, a temperaturas de hasta 60 °C
durante 30 minutos y a pH variable entre 4 y 9,5. Todas estas caracteristicas le permiten
sobrevivir en el medio ambiente, manteniéndose en espera hasta que llegue el momento en

gue pueda comenzar su proceso infectivo.
1.1.1. Importancia clinica

Por lo que respecta a suimportancia clinica, S. aureus es capaz de infectar a multiples
hospedadores, desde humanos a conejos, caballos, ganado vacuno u ovino y aves. S. aureus
es un microorganismo comensal de la piel, donde aguarda condiciones favorables para el
inicio de una infeccidn. A este tipo de bacterias se las conoce como patdgenas oportunistas.
En humanos puede encontrarse en las axilas, en la regién perianal o en las fosas nasales.
Cerca del 30 % de la poblacidon humana es portador nasal persistente de S. aureus (Peacock
et al., 2001, Wertheim et al., 2005). En pacientes con dermatitis atdpica estos reservorios
pueden ser un foco de infeccidn hasta en un 73% de los casos (Hon et al., 2005, Falanga et

al., 1985, Kim et al., 1996).

La mayoria de infecciones que produce ocurren por deficiencias en la defensa local,
tras cortes en la piel, traumas foliculares o lesiones quirurgicas. Estas infecciones dan lugar
a abscesos, foliculitis o forunculos que forman el punto inicial desde donde posteriormente
la infeccion podra diseminarse para luego producir enfermedades de caracter mas grave
como endocarditis, neumonia o sepsis (Tenover & Gayne, 2000). En los animales lactantes
suelen producir infecciones intramamarias que si no se tratan acaban derivando en mastitis
cronicas, produciendo graves pérdidas econdmicas para el ganadero (Barkema et al., 2006,

Bergonier et al., 2003).
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En los pasos del proceso infectivo, se forman abscesos para que la bacteria se proteja
del sistema inmune del hospedador. A pesar de que la formacién de los abscesos no es una
caracteristica Unica de Staphylococcus, S. aureus emplea unos factores de virulencia
especificos que hacen que estos abscesos sean caracteristicos (Cheng et al., 2011). En el
inicio de la infeccién, S. aureus se vale de una variedad de proteinas de superficie,
denominadas MSCRAMMSs (del acréonimo en inglés “microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules”), que facilitan la colonizacidn del hospedador. Tras
la colonizacion, la bacteria puede permanecer en el foco de infeccién o diseminarse via
sanguinea. En este Ultimo caso, y tras la entrada al torrente sanguineo, S. aureus sobrevive
en la sangre o dentro de los neutrdfilos que la han fagocitado. Una vez se ha distribuido y
llega a los tejidos periféricos, se reclutan neutrdfilos y células inmunitarias al foco de la
infeccidn. Este reclutamiento y el posterior ataque de las células inmunitarias es utilizado
por la bacteria para generar una cdpsula depositando fibrina en el exterior. En el interior, las
bacterias se replican protegidas del sistema inmunitario. Finalmente, el absceso se rompe
para liberar el exudado purulento, que se disemina a otras superficies o entraen lalinfao la
sangre. El pus hace que se movilicen las bacterias a nuevas localizaciones, donde el patégeno
puede repetir el ciclo infectivo. Alrededor de una quinta parte de las infecciones
estafilocécicas en piel o en tejidos blandos de un individuo son capaces de recidivar
posteriormente (Chambers, 2005). De hecho, en muchos de los casos en los que no se
administra una terapia antibidtica correcta el sistema inmunitario no es capaz de eliminar
las bacterias dentro de los abscesos, por lo que es posible que se produzca una recidiva a los

30-60 dias (Cheng et al., 2011).
1.1.2. Clasificacidn filogenética

La clasificacion filogenética de S. aureus se ha llevado a cabo tradicionalmente
mediante la determinacion de susceptibilidades a un panel antimicrobiano, el analisis del
perfil de plasmidos y el fagotipado. Sin embargo, estos métodos no son suficientemente
rigurosos y se prefiere utilizar métodos de tipado basados en técnicas moleculares. Una
opcidn es la electroforesis en gel por campo pulsado, aunque es un método poco eficiente

y que presenta problemas a la hora de interpretar los resultados.

Con ladisminucion de los costes de la secuenciacidn, el tipado MLST se ha convertido
en el método mds ampliamente extendido. Este tipado se realiza mediante la secuenciacion

de 7 genes presentes en todas las cepas de S. aureus (Enright & Spratt, 1999). Los genes se
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secuencian y se comparan con la base de datos de http://saureus.mlist.net/. Las mutaciones

puntuales que se encuentran en estos genes permiten establecer grupos y segun el conjunto
de mutaciones que tengan sus genes se establecen grupos genéticos denominados ST
(sequence type), en los que la secuencia de los 7 genes se comparte. Para establecer grupos
mas amplios se utilizan los CC (clonal complex), que identifican cepas que comparten 5 de
las 7 secuencias. La filogenia estudiada mediante el tipado por MLST relaciona las cepas
capaces de infectar a un determinado hospedador con su evolucion del genoma core

(Shepheard et al., 2013).

Aunqgue hasta hace poco tiempo se consideraba S. aureus como un importante
agente zoondtico y a pesar de su facilidad para provocar infecciones, estudios recientes
sugieren la existencia de una elevada especificidad de hospedador para los distintos clones
de S. aureus (Herron-Olson et al., 2007). Asi, clones procedentes de infecciones humanas
tendrian una elevada capacidad para infectar humanos, pero poca para infectar otras
especies animales. Lo mismo seria cierto para clones obtenidos de otros hospedadores, los
cuales infectarian bien su hospedador de origen, pero no otras especies animales, entre las

gue se encontrarian los humanos.

Por lo tanto, los STs que se localizan infectando a una especie suelen ser muy
restringidos. De este modo, el ST mayoritario en ovejas es el ST133, en humanos el complejo
clonal CC30, en cerdos el ST398, en aves de corral el CC5y en conejos es el ST121 (Guinane
et al., 2010, Sung et al., 2008, Vancraeynest et al., 2006). Sin embargo, esto no excluye que
haya aislados que pertenezcan al mismo ST y sean capaces de infectar a distintas especies.
Una muestra de esto lo encontramos en el complejo clonal 398, descrito inicialmente en
cerdos, pero presente también de forma habitual en humanos (Voss et al., 2005, Ward et
al., 2014). El ST121 que se trata en esta tesis es otro ejemplo, pues aunque también se

encuentra en aislados humanos, infecta de forma mayoritaria a conejos (Viana et al., 2007).
1.2. Localizacion de los genes relacionados con adaptacion al hospedador

Aunqgue los mecanismos moleculares que explican por qué ciertos clones son
especificos de hospedador, mientras que otros son mas promiscuos, no se han establecido
todavia, resultados previos analizando los genomas de las clones mayoritarios presentes en
los rumiantes y en las aves sugieren que los elementos genéticos méviles (EGMs), entre los
gue destacan los bacteriéfagos y las islas de patogenicidad de S. aureus (SaPls), pueden

desempefiar un papel esencial en este proceso (Resch et al., 2013).. Como se discutird mas


http://saureus.mlst.net/
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adelante, la relevancia de estos elementos se basa en su capacidad para codificar
importantes factores de virulencia, entre los que encontramos toxinas, inhibidores del
complemento, y proteinas implicadas en la formacién de biofilm o en la adaptacién al
hospedador (Yamaguchi et al., 2000, van Wamel et al., 2006, Tormo et al., 2005, Viana et al.,
2010).

1.2.1. Bacteriéfagos

Los EGMs mds ampliamente estudiados son los bacteriéfagos. En Staphylococcus,
los bacteriéfagos son mayoritariamente lisogénicos y pertenecen al orden Caudovirales,
principalmente a la familia Syphoviridae, y tienen una cola larga y no contractil. Su
informacién genética se transporta codificada en el interior de las capsides como ADN de
doble cadena. Los bacteriéfagos tienen una estructura conservada en mddulos. Para
lisogenizar a una bacteria, el bacteriéfago se integra en el cromosoma bacteriano en un
punto concreto de éste, denominado atts. Se han identificado 12 sitios de integracion para
los bacteriofagos de S. aureus (Goerke et al., 2009). Cada uno de ellos presenta una
secuencia identificativa y la recombinacién se realiza mediante una integrasa, caracteristica

para cada att, codificada en el bacteriéfago.

En los bacteridfagos, la gran mayoria de proteinas patdgenas se codifican en la
region mas alejada de la integrasa, después del médulo de lisis, aunque en algunos casos se
presentan en otras localizaciones (Sumby & Waldor, 2003). Los bacteriéfagos codifican
importantes factores de virulencia, entre los que se encuentran proteinas inhibidoras del
sistema inmune del hospedador, como pueden ser Sak, una estafiloquinasa moduladora de
la respuesta inmune responsable de la destruccidn tisular del hospedador (Lack, 1948); Chp,
una proteina inhibitoria de la quimiotaxis (de Haas et al., 2004) o SCIN, que inhibe el sistema
del complemento (Rooijakkers et al., 2005). Otros factores de virulencia son los
superantigenos (Sea, Seq, Sek, Sek2, Sep, Seq), que son enterotoxinas que causan
intoxicaciones alimentarias, sindrome del shock téxico y fascitis necrotizante (landolo et al.,
2002, Coleman et al., 1989). Ademads, también pueden codificar PVL, que es una citotoxina
compuesta por lukF-PV y [ukS-PV y las leucocidinas relacionadas lukM y lukF que forman
poros en los leucocitos y causan infecciones necréticas (Loffler et al., 2010). La toxina
exfoliativa A, finalmente, esta involucrada en infecciones severas de piel (Deghorain & Van

Melderen, 2012).



Introduccion

Cuando un bacteriéfago se atempera en una cepa, lisogenizandola, le proporciona
un arsenal del que no disponia. De manera contraria, los bacteriéfagos también pueden
truncar la secuencia de genes que codifican para proteinas relacionadas con virulencia,
como el gen hlb, convirtiendo a la cepa en hlb-negativa, lo que elimina la capacidad de Ia
cepa de ser B-hemolitica. En concreto, los bacteriéfagos que se integran en este gen
codifican para laintegrasa de tipo Ill, y se caracterizan por codificar ademds para los factores
de virulencia Sak, SCIN, Sea y Chp. Al existir un compromiso entre la funcionalidad de hlby
la presencia del bacteriéfago, puede verse desequilibrado a favor de la presencia o de la
ausencia del bacteriéfago segun las necesidades impuestas por el hospedador en que se

encuentre (van Wamel et al., 2006).

Por otra parte, los bacteriéfagos también son importantes puesto que son los

encargados de mouvilizar las islas de patogenicidad.
1.2.2. Islas de patogenicidad

Las islas de patogenicidad de S. aureus (SaPls) son regiones del genoma bacteriano
capaces de ser transferidas horizontalmente con la ayuda de bacteriéfagos a los que
parasitan (Novick et al., 2010). Las SaPls son las primeras islas de patogenicidad (IPs)
claramente definidas en patégenos Gram-positivos y por ello las mas estudiadas. Al igual
gue ocurria con los fagos, todas las cepas de S. aureus secuenciadas presentan al menos uno
de estos elementos, lo que demuestra la importancia de las SaPls en la biologia de la bacteria
(Ram et al., 2014). Las SaPIs presentan una estructura muy conservada, diferencidndose en

maodulos que se regulan en cascada para controlar el momento exacto de su transcripcion.

Las islas son capaces de identificar el momento en el que el bacteriéfago comienza
su replicacion ya que utilizan como inductoras de su ciclo una proteina codificada por el fago
(Tormo-Mas et al., 2010). Una vez inducidas, las islas se transfieren generando particulas
infectivas a partir de las proteinas codificadas por los fagos (Tormo et al., 2008). Tras la lisis
de la bacteria por las enzimas codificadas por el fago, las islas infectan una nueva célula
huésped, donde se integran en el atts del cromosoma bacteriano por actividad de la
integrasa codificada en la isla (Ubeda et al., 2003, Ruzin et al., 2001). Hasta la fecha se han
identificado cinco sitios de integracién diferentes, que seran reconocidos por el mismo
numero de integrasas correspondientes (Tabla 1.1). Por lo tanto, una cepa podria llegar a

portar simultdneamente cinco islas, integradas cada una de ellas en su attg especifico.
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Tabla 1.1. Tipos de integrasas presentes en las SaPls (Novick et al., 2010).

Integrasa tipo: | Isla de referencia Cepa de referencia Sitio atts
I SaPl4 MRSA252 (S. aureus) AAAGAAGAACAATAATAT
I SaPlbov1 RF122 (S. aureus) TAATTATTCCCACTCAAT
1] SaPImw?2 MW?2 (S. aureus) TCCCGCCGTCTCCAT
v SaPI3 COL (S. aureus) TTATTTAGCAGGAATAA
v SaPInl N315 (S. aureus) GTTTTACCATCATTCCCGGCAT

Aungque las integrasas de las islas sean similares en funcionamiento a las de los fagos,
sus secuencias y los atts que reconocen son distintos. De esta manera, las islas y los fagos
han conseguido diferenciarse evolutivamente para no tener que competir por sus sitios de

integracion.

Al igual que ocurria con los fagos, las SaPls codifican distintos factores de virulencia.
Los superantigenos (SAgs) son uno de ellos, y entre ellos encontramos la toxina TSST,
responsable del sindrome del shock téxico (Lindsay et al., 1998). También codifican para las
enterotoxinas B, K y Q, que son una de las causas mds importantes de intoxicaciones

alimentarias (Yarwood et al., 2002).

Por otra parte podemos encontrar otro tipo de factores de virulencia, que son los
encargados de interaccionar con el hospedador para evitar la respuesta inmune. Dentro de
estos estd Bap, relacionado con la formacion del biofilm y que se encuentra en la isla
SaPlbov2 (Ubeda et al., 2003), o la isla SaPlbov4, que codifica el gen vwb que es una
coagulasa especifica de hospedador (Viana et al., 2010). SplE es una proteasa secretada cuyo
operon estd localizado en la isla de patogenicidad vSap. Las proteasas tienen multiples roles

durante el proceso infectivo (Zdzalik et al., 2013).

Anteriormente se ha demostrado una asociacion entre los EGMs, en concreto las
SaPls, con cepas que infectan especies animales determinadas, lo que sugiere un posible
papel de los EGMs en la especificidad de hospedador. Puesto que la base molecular por la
cual S. aureus se adapta a un hospedador no se ha dilucidado todavia, el estudio del papel
gue juegan los EGMs en la adaptacion a un nuevo hospedador sera uno de los objetivos de

esta tesis.
1.2.3. Cromosoma bacteriano

Ademas de la alta implicacién de los EGMs en virulencia, en el cromosoma
bacteriano de S. aureus también encontramos genes y SNPs implicados en virulencia y

adaptacion al hospedador (Abdelbary et al., 2014, Edwards et al., 2012). Los genes con los
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que se trabajara en la primera parte de la tesis tienen localizacion cromosémica, por lo que

procederemos a comentarlos a continuacién.

Un grupo de genes cromosémicos implicados en virulencia que es facilmente
observable e identificativo lo forman las hemolisinas a, B, y y 6. Son proteinas secretadas
por la bacteria que se unen a la pared de los eritrocitos y otras células sanguineas del
hospedador, provocando poros en sus membranas celulares y lisdndolas (Bhakdi & Tranum-
Jensen, 1991). Su identificacion se realiza de manera rutinaria en placas de agar-sangre 5%,
pues a y O-toxinas generan un halo transparente. La betahemolisina genera un halo
translucido (Traber et al., 2008), puesto que cuando se une a los eritrocitos no provoca que
viertan todo su contenido al medio y solo los perfora. Esta actividad hemolitica permite que

se use como caracteristica identificativa de cepas.

Ess es un sistema de secrecion proteica de tipo VIl que no es necesario para el
crecimiento en laboratorio, pero se requiere en virulencia y también se encuentra codificado
en el cromosoma bacteriano. En el operdn en el que se encuentra essB estdn también essA
y essC, que codifican para proteinas que estdn unidas a la membrana y son esenciales para
la secrecién de otra proteina del mismo operdn, EsxA, que es un antigeno capaz de activar a
los linfocitos T (Kneuper et al., 2014). Se demostrd que este grupo de proteinas estaban
implicadas en la virulencia y la formacion de abscesos en ratones y recientemente se ha visto
gue también participa en la colonizacién nasal e incrementa la supervivencia bacteriana en

infecciones de ratén (Burts et al., 2008, Kneuper et al., 2014).

Implicada en la virulencia de S. aureus también se encuentra la proteina MatE que
pertenece a la familia MATE de bombas de flujo. Estas proteinas exportan al exterior de la
célula compuestos dafiinos para la bacteria, permitiendo de esta manera una resistencia
frente a ellos. La funcidn fisioldgica de las bombas de flujo en las bacterias esta relacionada
con la eliminacién de metabolitos enddgenos, la secrecion de factores de virulencia y las
respuestas de estrés celular, sugiriendo que el transporte de farmacos descrito es un uso
accidental de las mismas (Costa et al., 2013). Respecto a su papel en las infecciones, esta
familia de proteinas no sélo se encarga de exportar fadrmacos sino que puede conferir
resistencia frente a sustancias producidas por el hospedador como bilis, hormonas o
moléculas de defensa del hospedador, incrementando la capacidad de persistencia y

colonizacion de la bacteria (Piddock, 2006).
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La lipasa extracelular de S. aureus interacciona con los granulocitos humanos,
modificando su capacidad quimiotactica y provocando su agregacién, lo que conlleva una
reduccion de la fagocitosis de bacterias (Rollof et al., 1992). La lipasa también estd
relacionada con la formacién de biofilm, y una delecidn del gen de la lipasa en una cepa
sometida a infeccidn in vivo en ratén resultaba en una menor capacidad de produccién de
abscesos peritoneales y una recuperacion de bacterias de los érganos analizados inferior a

la de la cepa original (Hu et al., 2012)

Alrededor de un 90% de las cepas MRSA son capaces de hidrolizar urea mediante la
produccién de ureasa, también codificada en el cromosoma bacteriano (Murchan et al.,
2004). La produccion de ureasa esta directamente asociada con la formacién de piedras en
el rifidn y contribuye a la patogénesis de pielonefritis, coma hepatico, incrustaciéon de
catéteres urinarios y ulceracidn péptica. También se ha sugerido que puede participar en la

inactivacion del complemento (Mobley & Hausinger, 1989).

Durante esta tesis trataremos también con la proteina Rot, que también estd
codificada en el cromosoma bacteriano. Rot fue descrito por primera vez como un represor
de toxinas, pero en realidad también regula transcripcionalmente a otros genes que juegan
distintos papeles en la biologia, incluyendo metabolismo de carbohidratos y proteinas,
sintesis de la pared celular y transporte. Negativamente regula las toxinas hla y hib, el
operdon de proteasas Spl y la lipasa geh entre otros. Positivamente regula la proteina

estafilocécica A (spa), higB y higC (Said-Salim et al., 2003).
1.3. Hospedadores

La relacion de los EGMs en la adaptacién a hospedador es clara y, como se ha
comentado anteriormente, se han producido adaptaciones en multiples ocasiones. En este
aspecto, existen islas que estdn relacionadas con una misma especie hospedadora, debido
a los factores de virulencia que codifican. Por ejemplo, las islas SaPlbov estan relacionadas

con rumiantes, las SaPlov estan relacionadas con ganado ovino y SaPIn1 con humanos.

Evolutivamente, todos los aislados de origen animal parecen provenir de cepas
humanas (Sung et al., 2008). En cualquier caso ademads, la fecha estimada en la que
ocurrieron los saltos de hospedador parece encontrarse tras la domesticacion animal,
cuando la relacidn de los humanos con los animales fue mas estrecha (Guinane et al., 2010,
Lowder et al., 2009, Price et al., 2012). Habitualmente el estudio de la transferencia

zoonodtica se ha realizado situando a los humanos como el objetivo al que se adaptan las
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bacterias porque estos estudios resultan de importancia para la salud publica por los riesgos
que podria conllevar. Sin embargo, la colonizacion de humanos relacionados con la
ganaderia como portadores de S. aureus convierte a esta especie en un vehiculo de
transmisidn entre especies animales. En humanos, S. aureus puede reproducirse y adquirir
nuevas caracteristicas con las que infectar nuevamente al ganado (Messenger et al., 2014).
Esto significa también un peligro a tener en cuenta, pues se podrian generar nuevas

patologias en este transcurso interespecifico.

El objetivo de esta tesis se centra en la busqueda del modo en que clones de S.
aureus se adaptan a determinados hospedadores. Una manera de afrontar este estudio es
identificar cudles son las diferencias que existen entre cepas actualmente adaptadas y no
adaptadas al hospedador de estudio (Wain et al., 2007). El clon ST121, que infecta humanos
y conejos, es un buen candidato para su investigaciéon debido a que se pueden encontrar
aislados de dicho clon de ambos hospedadores. Utilizando los mecanismos de secuenciacion
a gran escala podemos localizar las mutaciones existentes entre ambas cepas. Gracias a este
tipo de secuenciacién seremos capaces de localizar todas las diferencias realizando un
barrido completo del genoma de la bacteria. Posteriormente, mediante mutagénesis dirigida
procederemos a estudiar el efecto que cada una de las mutaciones produciria en una cepa
no adaptada. De este modo podremos recrear la cepa ancestral que mutd para iniciar la

infeccidn en el nuevo hospedador.

Otra aproximacion con la que podemos intentar comprender la adaptacién al
hospedador de S. aureus puede realizarse mediante el estudio de los cambios sucedidos en
una adaptacion forzada a un nuevo habitat, en este caso a un nuevo hospedador (Hinshaw
et al., 1981). Para estudiar esos cambios en esta tesis, utilizaremos cepas humanas que se
veran obligadas a infectar ovejas. Este experimento en el cual se permite la acumulacién de
mutaciones espontdneas se ha utilizado previamente de manera exitosa en organismos
modelo como Echerichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans vy
Arabidopsis thaliana (Denver et al., 2009, Lynch et al., 2008, Ossowski et al., 2010, Barrick et
al., 2009). Durante esta transicién podremos evaluar también el comportamiento de los

EGMs.
1.3.1. S. aureus en conejos

Las explotaciones cunicolas en Espafia comenzaron su modernizacion en la década

de los 50 con la utilizacién de jaulas metalicas y continuaron en los afios 60 gracias a la
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industria de piensos alimentarios (Rosell, 1996). La alta densidad de animales en las
explotaciones provocé el incremento de la afeccidn de los agentes infecciosos dentro de las
mismas, produciéndose un incremento de los brotes por S. aureus en Europa a partir de los

afos 80 (Hermans et al., 2003).

En conejos la estafilococia se caracteriza por una inflamacién supurativa en
practicamente cualquier 6rgano y localizacién de los animales y con frecuencia concluye con
una septicemia fatal (Flatt, 1974). Las infecciones producidas por S. aureus en explotaciones
cunicolas tienen una elevada importancia debido a que son el principal agente causal aislado
de lesiones infectadas y son, a su vez, uno de los motivos mas importantes de desvieje en
granjas (Segura et al., 2007). Casi la practica totalidad de las granjas presentan casos de
infeccidn por S. aureus, que pueden diferenciarse en dos tipos: en el caso de afectar a
gazapos lactantes, los cuadros tipicos son pequeiios abscesos en la piel, a veces subcutaneos
o internos, que provocan cuadros subagudos y muerte del animal. En el caso de las
infecciones en conejos adultos, se producen principalmente mastitis, pododermatitis,
abscesos subcutaneos y en érganos internos, rinitis-conjuntivitis y metritis (Peris & Corpa,

2003, Rosell et al., 2000).

En el caso concreto de las infecciones en piel, que estudiaremos a lo largo de esta
tesis, las bacterias inicialmente producen una respuesta inflamatoria formando abscesos de
hasta 2,5 cm de diametro que provocan necrosis en los tejidos circundantes. Estos abscesos
pueden abrirse, descargando el material purulento al exterior. En ocasiones, también la piel
puede presentar un aspecto apergaminado sin que la lesion llegue a abrirse al exterior

(Corpa, 2009).

A pesar de la importancia en este hospedador, pocos estudios han profundizado en
el estudio de los mecanismos moleculares empleados por S. aureus para infectar a este
hospedador. En un estudio realizado previamente en nuestro grupo se analizaron aislados
de mamitis de conejo, observandose que el clon mas ampliamente distribuido en la costa
mediterranea espanola es el ST121 (Viana et al., 2007, Viana et al., 2010). Esto estaba de
acuerdo con lo propuesto por el grupo de Hermans para cepas de conejo a nivel

internacional (Vancraeynest et al., 2006).

Existe una creciente preocupacion por el clon ST121, puesto que ademas de conejo,
también infecta a humanos. Las cepas ST121 relacionadas con humanos tienen una alta

probabilidad de codificar también la toxina PVL (Conceicao et al., 2010). Estudios recientes
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de aislados de S. aureus obtenidos de ninos mostraron que la mayoria de aislados de este ST
eran MRSA (Nickerson et al., 2009). MSSA ST121 se aisla de lesiones de piel en Africa, Rusia,
India y Estados Unidos. Estudios recientes involucran a las cepas MSSA-ST121-PVL positivos
en brotes de forunculosis y en terapia de sepsis refractaria (Cupane et al., 2012). En otro
estudio, el clon MSSA PVL-positivo mas frecuente era ST121 (Goering et al., 2008). Todo esto

revela una significatividad creciente de este clon (Cupane et al., 2012).
1.3.2. S. aureus en ovejas

S. aureus es el principal agente causal en mastitis en ganado ovino. En un estudio
del afio 2007 el 40% de los casos naturales con mastitis unilateral provocada por S. aureus
presentd S. aureus infectando de forma subclinica a la otra glandula mamaria (Mork et al.,
2007). La mastitis es una enfermedad importante en las ovejas. Esta enfermedad no sélo es
preocupante en los rebafios dedicados a la produccion lactea, sino que también afecta a los
dedicados a la produccidn de carne o lana. Los casos clinicos son habitualmente severos,
presentando signos sistémicos y con una condicion dolorosa. Las glandulas clinicamente
afectadas sufren frecuentemente un dafo parcial o total y no recuperan su funciéon normal.
La reduccién del rendimiento lacteo conlleva un crecimiento mermado de los corderos,
aumentando el problema. Esto conlleva una pérdida econdmica asociada debida tanto a los
tratamientos como al sacrificio, debido al dafio permanente que se produce en la ubre. S.
aureus, por tanto, tiene un gran impacto tanto en la economia como en el bienestar animal

en la produccién ovina.

La mastitis se origina en la mayoria de los casos por la entrada de la bacteria por el
canal del pezén (Figura 1.1). Entonces se adaptan y multiplican en la leche, consiguiendo
acceder a la parte superior de la glandula. Se adhieren al epitelio de los conductos y alveolos
mamarios y comienzan ahi la produccién de toxinas, provocando la activacion de los
macroéfagos y la migracion de los neutréfilos desde la sangre hasta la leche, incrementando
el recuento de células somaticas existentes en leche y provocando la inflamacién de la zona.
De este modo, la bacteria logra alcanzar las capas basales subepiteliares, se une al
fibrindgeno, entre otras proteinas del hospedador, y establece la infeccion (Foster & Hook,

1998).
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Figura 1.1: Etapas de la infeccion natural en ubre de rumiantes (Viguier et al., 2009).

Numerosos estudios genéticos poblacionales han identificado la existencia de
genotipos de S. aureus asociados con vacas, ovejas, y cabra s pero rara vez se aislan de
humanos, lo que sugiere que estdn especializados en infectar hospedadores rumiantes
(Kapur et al., 1995, Jorgensen et al., 2005). Como se ha indicado previamente, varios
estudios indican la existencia de un Gnico complejo clonal (CC133) responsable de la mayoria
de las infecciones intramamarias de pequeiios rumiantes, incluyendo ovejas y cabras y que
también puede causar mastitis en vacas (Ben Zakour et al., 2008, Smyth et al., 2009). En
2010 se realizd un estudio filogenético que indicaba que estas cepas tenian un origen
humano. Estas sufrieron diversificacién y deterioro génico y adquisicién de EGM que se
identificaron por primera vez en estas cepas (las islas Saovl, Saov2 y los bacteriéfagos
dSaovl, dpSaov2, y pSaov3) (Guinane et al., 2010). El aislado ST133 se encuentra en animales
rumiantes en varios paises de Europa y de EE.UU. Esto parece indicar que este clon esta

particularmente bien adaptado a su hospedador.

Una caracteristica que ayuda a S. aureus a infectar a ganado bovino y a pequefios
rumiantes es la capacidad de coagular su plasma. Para este fin, la bacteria codifica dos
proteinas en su cromosoma; Coa y vWbp, que provocan la coagulacién del plasma alrededor
de la bacteria. Ambas interaccionan con el fibrinégeno y la protrombina para evitar la
conversion del fibrinégeno a fibrina, que produce los coagulos (Cheng et al., 2010). La
proteina vWbp que coagula especificamente plasma de su hospedador se localizé por
primera vez en la isla SaPlbov4 y esta copia de la proteina se encuentra codificada en islas
(Viana et al., 2010). En el caso concreto de las ovejas, se identificéd una isla: SaPlov2. Esta

SaPl se encontraba especificamente en cepas CC133 y codifica una copia de vwb en su
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secuencia. Estudios realizados delecionando la isla completa demostraron que SaPlov2 era
capaz de coagular especificamente plasma de oveja, muy probablemente mediante la
actividad de vWbp (Guinane et al., 2010). Este ejemplo implica activamente a las SaPls

codificadas en S. aureus de aislados de pequefios rumiantes en su adaptacién al hospedador.

Actualmente existe la necesidad de averiguar cdmo S. aureus controla su
especificidad de infeccién al hospedador puesto que un posible salto de hospedador hacia
los humanos seria problematico. Con esta cuestidon en mente decidimos estudiar el proceso
gue siguen las cepas a la hora de sufrir modificaciones que les permitan infectar a nuevos
hospedadores. Este estudio lo [levaremos a cabo con andlisis in silico de secuencias en cepas
adaptadas a conejos y posteriormente en infecciones in vivo. Por otra parte, afrontaremos
esta misma investigacidn trabajando con cepas humanas de S. aureus que se enfrentaran a

la infeccion a ovejas por primera vez.
1.4. Pared bacteriana

Cuando los patégenos invaden un hospedador, el hospedador pone en marcha la
respuesta inmune innata y adaptativa y comienzan la identificacion reconociendo a las
bacterias mediante receptores de antigenos. Estos estan en la superficie de los linfocitos B
y T para la respuesta adaptativa y son citoquinas y quimioquinas en la respuesta innata
(Fournier & Philpott, 2005). Es de destacar el hecho de que las estructuras reconocidas por
el sistema inmune innato suelen ser esenciales para las bacterias y no se encuentran en las
células del hospedador (Medzhitov & Janeway, 2000). Los componentes de la pared de S.
aureus como el peptidoglicano, los acidos teicoicos y lipoteicoicos y su alanilacion estimulan
la produccidn de citoquinas, quimioquinas como interleucinas y el factor de necrosis tumoral
TNF-a (Danforth et al., 1995, Keller et al., 1992, Standiford et al., 1994, Heumann et al., 1994,
Kristian et al., 2003).

La pared gruesa que poseen las bacterias Gram-positivas rodea a toda la célula y
mantiene la forma de la bacteria, evitando las tensiones producidas por la presidn osmdtica.
Esta pared de S. aureus se constituye de dos derivados de azlcares: N-acetilglucosamina y
acido N-acetil muramico unidos entre ellos mediante enlaces peptidicos a través de los
aminoacidos L-alanina, D-alanina, D-glutamico y L-lisina (Dengler et al., 2011). Mediante
puentes de cinco glicinas unidas entre los aminodcidos de las distintas cadenas, se
establecen uniones entre ellas para formar multiples capas que hacen resistente la pared.

Este cinturdn protector para la bacteria ha de anclarse a la membrana de algin modo. Ahi
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es donde entran en juego los acidos teicoicos y lipoteicoicos. Estos acidos estdan formados
por unidades de ribitolfosfato unidos por ésteres fosfato y a ellos se les unen D-alaninas. En
el caso de los acidos lipoteicoicos estan compuestos por una cadena principal formada por
poliglicerolfosfatos que estd unida a la membrana externa por un enlace glicolipido
(Reichmann & Grundling, 2011). Por el contrario, los acidos teicoicos estan compuestos por
una cadena de ribitolfosfato unida al acido muramico del peptidoglicano (Brown et al., 2008,
Neuhaus & Baddiley, 2003). Ambos polimeros estan rodeados por ésteres con D-alanina,

gue confieren una carga positiva al polimero negativo.

En una infeccidn, el hospedador utiliza el péptidoglicano de las bacterias para
reconocerlas como elemento extrafio. Para las bacterias Gram-positivas, los acidos teicoicos
y lipoteicoicos que tienen en la pared tienen la finalidad de proteccidn puesto que la
cantidad de estos acidos unidos a la pared estd directamente relacionada con la capacidad
de supervivencia de la bacteria. Los dacidos teicoicos y lipoteicoicos provocan un
impedimento estérico e impiden el reconocimiento de la bacteria por parte del sistema
inmune (Atilano et al., 2011). Estos acidos presentan unida D-alanina, que es el aminoacido
cargado positivamente encargado de contrarrestar la carga negativa de la pared bacteriana.
De esta manera se evita la unidn de las proteinas defensivas del hospedador. Este sistema
de defensa por parte del animal utiliza moléculas anfipaticas con actividad formadora de
poros o desintegradora de la bicapa de la membrana bacteriana (Peschel et al., 1999). Los
péptidos catidnicos son moléculas antimicrobianas producidas por el hospedador, y estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza, existiendo en organismos desde insectos hasta
plantas, pasando por animales mamiferos y vertebrados no mamiferos (Brown & Hancock,
2006). En ratones, los acidos teicoicos D-alanilados de las bacterias producen una reducciéon
de la produccién de superéxido por parte de sus macréfagos, con lo que la supervivencia
bacteriana aumenta. Entre organismos la respuesta provocada por la accidn de los acidos
teicoicos D-alanilados de las bacterias difiere, pero en todos ellos las bacterias lo utilizan
para evadir la respuesta inmune, tanto en insectos como en mamiferos (Tabuchi et al.,

2010).
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El operdn dItABCD es responsable de la D-alanilacion tanto de los acidos teicoicos
como lipoteicoicos (Tabuchi et al., 2010). Estos genes estan codificados en el cromosoma de
S. aureus. Los genes del operdn dItABCD actuan de manera conjunta para conseguir unir la
D-alanina en la parte externa de la pared, aunque su unién se produce primero a los acidos
lipoteicoicos, para desde ellos, transferirse a los acidos teicoicos (Reichmann et al., 2013).
La funcién de las proteinas DItA y DItC esta clara, mientras que se han propuesto dos
funciones posibles para DItB y DItD (Reichmann et al., 2013). En ese mismo estudio de 2013
se elimind la posibilidad de una de las dos hipétesis planteadas, quedando el modelo de
Fischer, en el que DItC se mantiene en el interior de la membrana, como el Unico probable
(Figura 1.2.). Para cualquiera de los dos modelos, DItA esta localizado en el citoplasma y usa
ATP para activar la D-alanina para formar D-alanil-AMP. En un segundo paso, DItA transfiere
este intermediario al transportador DItC. DItC es un pequefio transportador de D-alanil que
se une a través de un enlace tioéster de su grupo prostético fosfopanteteina a la D-alanina
(Yonus et al., 2008). Una vez DItC esta cargado, la proteina DItB, que atraviesa la membrana,
transfiere la D-alanina desde DItC a Css-P, segun la hipodtesis de Fischer, resultando en la
formacién del intermediario de membrana D-alanina-P-Css. La existencia de este
intermediario transmembrana es una hipétesis que no se ha corroborado, puesto que no se
ha podido observar experimentalmente. DItD, con su extremo C-terminal en la cara externa

de la membrana plasmatica, seria el encargado de establecer la unién entre el acido
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Figura 1.2.: Estructura de accidn de las proteinas DIt segun la hipdtesis de Fischer (Reichmann et
al., 2013)
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lipoteicoico y D-alanina (Reichmann et al., 2013). Esta D-alanina se unird a la cadena principal

de glicerol fosfato de los acidos lipoteicoicos (Neuhaus & Baddiley, 2003).

Este operén se ve extremadamente regulado por cationes monovalentes vy
especialmente por divalentes. La regulacién transcripcional depende de elementos cis
localizados entre 325 y 171 pares de bases aguas arriba del primer codén de d/tA y es
dependiente del sistema de dos componentes ArISR. El inicio de la transcripcion del operdn
empieza 250 pares de bases aguas arriba de la metionina de d/tA y el transcrito producido
incluye otra pauta de lectura abierta que estd conservada en el operon dit. Ni la existencia
ni la funcién de este posible gen, denominado d/tX, ha sido demostrada experimentalmente

(Koprivnjak et al., 2006, Reichmann et al., 2013).

Ala hora de iniciar la infeccién en el hospedador, la pared de la bacteria es la regién
mediante la cual el sistema inmune reconoce a la bacteria para comenzar el proceso de
fagocitosis. Para evitar este reconocimiento, la bacteria posee multiples sistemas de evasién.
Antes de que las células inmunitarias lleguen a contactar con la célula existen proteinas
secretadas por S. aureus codificadas por spa, scn o coa. La proteina Spa, mas conocida como
proteina A, aglutina las inmunoglobulinas uniéndose a ellas por su regidn constante evitando
asi su accidn (Lindmark et al., 1983). SCIN bloquea el sistema de complemento, inhibiendo
la actividad de la C3 convertasa, por lo que se impide a su vez la formacién de anafilotoxina.
De este modo, las células fagociticas no se veran atraidas (Serruto et al., 2010). La proteina
Coa reacciona con la protrombina convirtiendo el fibrindgeno en fibrina y produciendo

coagulos que rodean a la bacteria, protegiéndola del ambiente (Cheng et al., 2010).

A pesar de que existen estudios respecto a la actividad de las proteinas DItA, DItC y
DItD, no se conoce el mecanismo de actuacidn de la proteina DItB. Dada la implicacion que
presentard en nuestro estudio, realizaremos un andlisis exhaustivo de su actividad

enfocandonos en su funcidn patogénica.
1.5. Evolucion de S. aureus

A pesar de que las bacterias se reproducen asexualmente, actualmente es
reconocido por todos que las bacterias no se ajustan al modelo de evolucién clonal (Smith
et al., 1993). Los genomas accesorios de la bacteria son una fuente importante de variacion
bacteriana que facilitan la rdpida adaptacion mediante la transferencia horizontal. Del
mismo modo, la adaptacidn que ocurre en el genoma core también es un punto critico para

la supervivencia a corto y largo plazo, y para dar respuesta a presiones de seleccion. Por

16



Introduccion

ejemplo, la resistencia a antibidticos puede ser conseguida mediante sustituciones en genes
altamente conservados del cromosoma bacteriano como pueden ser gyrA o rpoB (Wright,
2007, Maclean et al., 2010, Gordon et al., 2014). En ausencia de recombinacion homdloga
mediada por transferencia horizontal, la adaptacién en el genoma core se ve limitada a la
incorporacién de nuevas mutaciones y a la interferencia clonal, en la que varios clones

conviven en un escenario sin seleccion (Everitt et al., 2014).

En el comienzo de una infeccidn existe un proceso de seleccién muy estricto que
también puede provocar mutaciones. Al inicio, la exposicidon a las especies reactivas de
oxigeno (en inglés: ROS) creadas por el sistema inmune estan entre los acontecimientos mas
frecuentes a los que se tiene que enfrentar S. aureus. Una vez la bacteria ha entrado en el
hospedador, se encuentra con neutréfilos y macréfagos que desatan una respuesta
respiratoria capaz de dafiar las proteinas o el ADN de la bacteria. Para contrarrestar esta
respuesta inmune, S. aureus comienza una respuesta de estrés oxidativo para prevenir o
tratar el dafio generado por ROS. S. aureus se ha de enfrentar a la reparacién del ADN cuando
la prevencion del dafio falla. Aunque ROS es un mecanismo excepcional para eliminar
bacterias por parte del hospedador, cuando alguna bacteria sobrevive a este paso, ocurre
una situacion promutagénica, que lleva a la bacteria a adaptarse al nuevo hospedador. Bajo
estas circunstancias, las mutaciones que han ocurrido en la bacteria pueden seleccionarse y
dar lugar a la adaptacion (Canfield et al., 2013), al igual que las mutaciones que existian en

la poblacidn inicial.

Unavez ha ocurrido el dafio al ADN, se pone en marcha el sistema SOS de la bacteria,
qgue regula genes involucrados en la reparacién del ADN vy la supervivencia celular. Esta
respuesta se controla por los reguladores LexA y RecA, que estan reprimiendo un conjunto
de proteinas. LexA es una proteina autocatalitica que se degrada bajo la accién de los rayos
UV o productos quimicos (Witkin, 1976, Walker, 1984) y asi se permite la transcripcion de
los genes regulados. Si el nivel de dafio al ADN es demasiado grande para no poder ser
reparado por las proteinas del sistema SOS, se activa la fase mutagénica del sistema SOS.
Esta fase esta mediada por polimerasas con baja fidelidad como la polimerasa IV o V que
también se encuentran reguladas por LexA. Estas son ADNpolimerasas que permiten la
replicacion del DNA en ausencia de cadena molde, con lo que se intentan corregir las
mutaciones ocurridas, aunque generando otras nuevas (Patel et al., 2010). Este mismo
proceso es el que ocurre debido a la actividad de antibidticos o de H,0, (Maiques et al.,

2006, Selva et al., 2009).
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Ademas de esta seleccidon propiciada por el hospedador, las bacterias sufren otros
procesos evolutivos como la deriva genética, pues las caracteristicas del conjunto de
bacterias que entran en contacto con el hospedador proporcionan unas caracteristicas
diferenciales que se implantaran, provocando, si tienen éxito, una explosién poblacional que

cambiara la estructura de la poblacién bacteriana.
1.5.1. Epigenética

Las caracteristicas epigenéticas modifican la actividad del ADN sin modificar su
secuencia. En eucariotas por ejemplo, los fendmenos epigenéticos incluyen impronta
genética sobre genes del padre o de la madre, modificacidon de histonas y metilacion del ADN
(Casadesus & Low, 2006). Para las bacterias, el mecanismo epigenético mas conocido es la
metilaciéon selectiva de las adeninas del ADN. La metilacién del ADN ocurre tras su
replicacion y afiade una informacidn secundaria a la informacidn de la propia secuencia
nucleotidica. Esta nueva informacidon provocard cambios a nivel de transcripcion,
transposicion, iniciacion de la replicacion del cromosoma y prevendra de las posibles
mutaciones que podrian producirse por los mecanismos de reparacién celular (Marinus &

Casadesus, 2009)

El modo de accidn de las metilasas suele verse asociado a la infeccion por
bacteriéfagos. Para evitar la entrada en la bacteria de un ADN exdgeno, la bacteria codifica
enzimas de restriccion que son capaces de identificar secuencias de 4 a 6 nucleétidos y
cortarlas. Para que estas enzimas no corten el ADN propio, la bacteria cuenta con metilasas
que protegen al ADN bacteriano. En algunas ocasiones, las metilasas pierden los sistemas de
restriccion que las acompafian, quedando “huérfanas”. Son este tipo de metilasas

desparejadas las que se dedican a la regulacidon epigenética (Casadesus & Low, 2006).

Las bacterias pueden utilizar la metilaciéon de su ADN para adaptarse al medio en el
gue se encuentran. Un ejemplo de esta adaptacion la encontramos en el caso del afido del
guisante Acyrthosiphon pisum, que puede ser verde o naranja segun la temperatura a la que
vivan. Este presenta una bacteria endosimbionte, Regiella insecticola, que es capaz de
aportar al afido caracteristicas como resistencias a patdégenos fungicos y pardsitos,
adaptacion al calor, etc. Esta bacteria también puede inducir cambios morfolégicos en el
afido, como cambios de coloracion seglin la temperatura que parecen mediados por
metilaciones o desmetilaciones en el ADN de la bacteria. La accidn de estas modificaciones

podria afectar la expresion de genes relacionados con la adaptacion al frio o la aparicién y
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desaparicion del pigmento verde (Reingold et al., 2014). Como se ve en este caso, la
regulacidn epigenética puede permitir una rdpida respuesta a los organismos unicelulares

frente a sefiales o estrés ambiental.

Un ejemplo de metilasa ampliamente estudiado en bacterias lo encontramos en la
metilasa dam (DNA adenine methyltransferase). La regulacion por dam puede ser muy
estricta como se observa en Salmonella enterica, donde la ausencia de su expresion causa
una disminucidn de la dosis letal 50 para ratén de 10° por via oral o 10* peritonealmente

(Garcia-Del Portillo et al., 1999, Heithoff et al., 1999).

Cambios en la expresion de Dam son capaces de modificar la infectividad de las
bacterias en uno u otro sentido. En el caso de Pasteurella multocida, una sobreexpresién de
Dam disminuye la infectividad de la bacteria (Chen et al.,, 2003), mientras que para
Actinobacillus actinomycetemcomitans, una supresion de la expresion de dam incrementa
la sintesis y secrecidn de leucotoxina a la vez que disminuye su capacidad invasiva (Wu et

al., 2006).

Al tener un efecto pleiotrdpico, puesto que puede controlar multiples procesos, la
metilacion del ADN es un buen sistema de regulacidn. Lo podemos comprobar en S. enterica,
donde se han descrito varios mecanismos de virulencia que se ven afectados por la
metilacion del ADN. Estos mutantes en dam, ven mermada la capacidad de invasion del
epitelio, presentan motilidad reducida, incrementan la expresién de la proteina fimbrial std
y se sensibilizan frente a la accién de las sales biliares. Todo esto modifica ampliamente la

capacidad infectiva de la bacteria (Marinus & Casadesus, 2009).

En S. aureus la influencia de las caracteristicas epigenéticas en el proceso infectivo
no ha sido estudiada aun y consideramos su estudio como un objetivo de esta tesis.
Investigaremos la participacién de la metilacidn en los primeros estadios del establecimiento
de la infeccion y analizaremos como los cambios epigenéticos existentes en dos cepas

idénticas pueden influir en la cepa que se implantara finalmente en la lesion.
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2. Objetivos

Los objetivos que nos planteamos para la realizacion de la tesis doctoral seran los

siguientes:

e Estudiar el comportamiento de las islas de patogenicidad de Staphylococcus
aureus en un proceso evolutivo in vivo.

e Identificar los cambios que se producen en el genoma en el proceso de cambio
de hospedador de humano a oveja.

e Caracterizar los genes involucrados en la adaptacidn al hospedador desde el

hombre al conejo.
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3. Material y métodos

3.1. Bacterias, plasmidos y medios utilizados en este estudio

Las cepas utilizadas se indican en la tabla 3.1.

Las cepas utilizadas se crecieron rutinariamente en TSB o TSA (caldo de triptona y

soja, Scharlau) a 32, 37 o 42 °C durante toda la noche. Cuando fue conveniente se

incorporaron al cultivo los antibidticos eritromicina (2,5 ug/ml), cloranfenicol (20 pug/ml) o

el producto X-gal (20 mg/ml) (Sigma). Para mantener una copia de reserva de la cepa se

guardo como glicerinado (glicerina 15%) a -80°C.

Las cepas de Escherichia coli DH5a se crecieron en caldo de cultivo Luria-Bertani (LB)

o en placas de agar Luria-Bertani (Pronadisa) a 37°C de manera rutinaria. Para seleccionar

las bacterias con construccion en E. coli se utilizo el antibiotico ampicilina (100 pug/ml).

Tabla 3.1.: Cepas utilizadas en este estudio
Cepa Descripcion Referencia

Cepa DV3 (JP3934) Aislado por Vancraeynest 2006.
A1/111/6. MLST121
HV conejo. Francia. 2002. (Vancraeynes

J Numero de accesion: ERS400835 t et al., 2006)
KH119 (JP311) Aislado por: U. Lipsinka.
A1/111/6. MLST121
HV conejo. Bélgica. 1997. (Vancraeynes
Numero de accesion: ERS400834 t et al., 2006)
IVIA-1
A1/111/6. MLST121
Mamitis de conejo. Valencia. 2003.

IVIA-1 Numero de accesion: ERS400836 (Viana, 2009)

A4599 (JP7687) Aislado por Jerdme Etienne.
MLST121

Humano. Francia. 1981.

Numero de accesion: ERS400826

Este estudio

ST20070579 (JP7690) Aislado por Jerome Etienne.
MLST121

Humano. EEUU. 2001

Numero de accesion: ERS400827

Este estudio

HT20020235 (JP7692) Aislado por Jerdme Etienne.
MLST121

Humano. Espafa. 2002.

Numero de accesion: ERS400828

Este estudio

HT20030134 (JP7696) Aislado por Jerdme Etienne.
MLST121

Humano. Bélgica. 2003.

Numero de accesidn: ERS400829

Este estudio
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Tabla 3.1.: Cepas utilizadas en este estudio
Cepa Descripcion Referencia
HT20050331 (JP7700) Aislado por Jerbme Etienne.
MLST121
Humano. Antillas Menores. 2005.
E Numero de accesion: ERS400830 Este estudio
HT20070227 (JP7705) Aislado por Jerdme Etienne.
MLST121
Humano. Reino Unido. 2007
F Numero de accesién: ERS400831 Este estudio
ST20101201 (JP7707) Aislado por Jer6me Etienne.
MLST121
Humano. India. 2009.
G Numero de accesién: ERS400832 Este estudio
E269 (JP3929) Aislado por Jer6me Etienne.
A1/111/6. MLST121.
Humano. Dinamarca. 1957
H Numero de accesion: ERS400833 Este estudio
6872/1/10 (JP7966)
MLST121.
Mamitis de conejo. Italia. 25-Oct-2010.
DV602 Numero de accesion: ERS400837 Este estudio
DL688
MLST121.
Conejo. Espafia. 20-Jun-2007.
DL688 Numero de accesion: ERS400839 Este estudio
DL645
MLST121.
Conejo. Espafia. 20-Jun-2007.
DL645 Numero de accesion: ERS400838 Este estudio
JP8795 J essB" Este estudio
JP8779 J matE" Este estudio
IP8796 J histidinol" Este estudio
1P8348 Jroth Este estudio
JP8974 J lipase” Este estudio
JP8780 J NADH" Este estudio
JP8853 J aspartate” Este estudio
1P8816 J urease” Este estudio
JP8750 J oxidoreductase” Este estudio
JP8613 J Ahlb Este estudio
JP9548 J ditB" Este estudio
JP8350 | rot" Este estudio
JP9014 | Ahlb Este estudio
JP10035 | dItB" Este estudio
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Tabla 3.1.: Cepas utilizadas en este estudio
Cepa Descripcion Referencia

JP8569 F rot' Este estudio

JP10310 F ditB" Este estudio

JP8897 F Abacteriofago integrasa tipo 3 (hlb+) Este estudio

JP10770 F ditB" T113K Este estudio

JP10500 F ditB" Y260H Este estudio

JP9692 F dItB" *405Y Este estudio

JP10311 F ditB", Rot" Este estudio

JP8781 J Arot Este estudio

JP9982 J AdIB Este estudio

JP11398 J ASplE Este estudio

JP11399 F DItB"T113K restaurado a DItB" Este estudio

1P8707 DH5q pJP148h6 pPMAD para restaurar essB de la cepa de Este estudio
conejo (essB")

1P8708 DH5q pJP148h7 PMAD para restaurar matE de la cepa de Este estudio
conejo (matkE")

1P8754 DH5q pJP.14'8'8 pl\ﬁIAD para restaurar histidinol de la cepa de Este estudio
conejo (histidinol")

1P8343 DH5ha pJP1478 pMAD para restaurar Rot de la cepa de conejo Este estudio
(rot")
1P8837 DH5(.1 pJI'>149(31 PMAD para restaurar la lipasa de la cepa de Este estudio
conejo (lipase")
1PS676 DH5(.1 pJP1483hpMAD para restaurar NADH de la cepa de Este estudio
conejo (NADH")

1PS678 DH5(.1 pJP1485 phﬂAD para restaurar aspartate de la cepa de Este estudio
conejo (aspartate”)

1P8755 DH50.1 pJP1489hpMAD para restaurar la ureasa de la cepa de Este estudio
conejo (urease")

1P8677 DH5a pJP148.4 pMAD para restahurar la oxidorreductasa de la Este estudio
cepa de conejo (oxidoreductase")

JP8611 DH5a pJP1482 pMAD para delecionar el gen hlb Este estudio

DH5a pJP1492 pMAD para restaurar DItB de la cepa de .
1Pp8844 conejo (3SNPs)(d/tB") Este estudio
J1P8749 DH5a pJP1491 pMAD para delecionar del gen rot Este estudio
1P8351 DH5a pJP1£}80 PMAD para introduccién de la secuencia de Este estudio

rot de conejo en los clones humanos (rot")

DH5a pJP1496 pMAD para introduccion de la secuencia de .
1p10148 di/tB de conejo en los clones (3SNPs) (d/tB") Este estudio
1P8408 PHSa pJP1.481 pPMAD para la delecidn del bacteriéfago con Este estudio

integrasa tipo 3 (h/b+)

JP10312 DH5a pJP1497 pMAD para generacién de DItB T113K Este estudio
JP10319 DH5a pJP1498 pMAD para generacion de DItB Y250H Este estudio
JP9620 DH5a pJP1493 pMAD para generacién de DItB *405Y Este estudio
JP1499 DH5a pJP1493 pMAD para generacion de ASplE Este estudio
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Tabla 3.1.: Cepas utilizadas en este estudio
Cepa Descripcion Referencia
. . . (Kuroda et
ovi N315 Cepa usada en la infeccidn inicial de las ovejas al., 2001)
ov2 CH3657 Cepas usadas en la infeccion inicial de las ovejas (Herbert et
al., 2010)
ov3 ED133 Cepas usadas en la infeccidn inicial de las ovejas (Guinane et
al., 2010)
ov4 DS74 Cepas usadas en la infeccidn inicial de las ovejas (Guinane et
al., 2010)
oVv5 DS83 Cepas usadas en la infeccidn inicial de las ovejas (Guinane et
al., 2010)
0Vv1903 CH3657 con 395 dias en oveja (6 pases). Obtenida de la oveja .
. Este estudio
88596. Colonia 1
0ov1918 CH3657 con 340 dias en oveja (5 pases). Obtenida de la oveja | Este estudio
18864. Colonia 1
0Vv1933 CH3657 con 323 dias en oveja (5 pases). Obtenida de la oveja | Este estudio
20112. Colonia 1
0Vv1928 CH3657 con 364 dias en oveja (6 pases). Obtenida de la oveja Este estudio
19136. Colonia 1
0V1953 CH3657 con 338 dias en oveja (5 pases). Obtenida de la oveja Este estudio
19292. Colonia 1
0v1978 N315 con 331 dias en oveja (7 pases). Obtenida de la oveja 92697. | Este estudio
Colonia 1
0v1983 N315 con 378 dias en oveja (7 pases). Obtenida de la oveja 40792. | Este estudio
Colonia 1
0ov1988 N315 con 402 dias en oveja (7 pases). Obtenida de la oveja 270 Este estudio
0OVv1993 N315 con 333 dias en oveja (6 pases). Obtenida de la oveja 23901 | Este estudio
0Vv2023 ED133 con 223 dias en oveja (2 pases). Obtenida de la oveja Este estudio
19280
0v2081 CH3657 con 121 dias en laboratorio. Este estudio
0V2086 CH3657 con 120 dias en laboratorio. Este estudio
ov2077 N315 con 120 dias en laboratorio. Este estudio
0V1955 CH3657 con 338 dias en oveja (5 pases). Obtenida de la oveja Este estudio
19292. Colonia 2
0V1956 CH3657 con 338 dias en oveja (5 pases). Obtenida de la oveja Este estudio
19292. Colonia 3
0V1929 CH3657 con 364 dias en oveja (6 pases). Obtenida de la oveja Este estudio
19136. Colonia 2
0V1930 CH3657 con 364 dias en oveja (6 pases). Obtenida de la oveja Este estudio
19136. Colonia 3
0v1984 N315 con 378 dias en oveja (7 pases). Obtenida de la oveja 40792. | Este estudio
Colonia 2
0V1985 N315 con 378 dias en oveja (7 pases). Obtenida de la oveja 40792. | Este estudio
Colonia 3
0Vv1998 N315 con 370 dias en oveja (6 pases). Obtenida de la oveja 19275. | Este estudio
Colonia 1
0V1999 N315 con 370 dias en oveja (6 pases). Obtenida de la oveja 19275. | Este estudio
Colonia 2
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Tabla 3.1.: Cepas utilizadas en este estudio
Cepa Descripcion Referencia

0V2000 N315 con 370 dias en oveja (6 pases). Obtenida de la oveja 19275. | Este estudio
Colonia 3

JP9473 DH5a pJP1501 para afadir sitio de corte EcoRl en vWbp de la | Este estudio
cepa CH3657.

JP10461 DH5a pBT2 lacZ pJP1502 ArIR ara afadir sitio de corte Hindlll | Este estudio
de N315 con sitio HindlllI.

JP10586 OV2 cuyo vWhbp tiene el sitio de corte EcoRl Este estudio

JP10775 OV1 cuyo ArlR tiene el sitio de corte Este estudio

0Vv1938 CH3657 con 261 dias en oveja (4 pases). Obtenida de la oveja 6115. | Este estudio
Colonia 1

0V1939 CH3657 con 261 dias en oveja (4 pases). Obtenida de la oveja 6115. | Este estudio
Colonia 2

0V1940 CH3657 con 261 dias en oveja (4 pases). Obtenida de la oveja 6115. | Este estudio
Colonia 3

0Vv1904 CH3657 con 395 dias en oveja (6 pases). Obtenida de la oveja | Este estudio
88596. Colonia 2

0OV1905 CH3657 con 395 dias en oveja (6 pases). Obtenida de la oveja | Este estudio
88596. Colonia 3

3.2. Métodos de biologia molecular

3.2.1. Extraccion del ADN gendmico

La extraccion del ADN cromosdmico se realizé mediante el kit “Genelute bacterial

genomic DNA” de Sigma, siguiendo las instrucciones del fabricante, excepto porque las

bacterias se lisaban previamente con lisostafina (Sigma; 12,5ug/ml) a 37°C durante una hora.

3.2.2. Reaccion en cadena de la polimerasa.

Para la reaccion en cadena de la polimerasa se utilizdé un termociclador modelo

Techne Progene. La mezcla de reaccién contenia 2 mM de i6n Mg?*, 200 uM de cada uno de

los nucledtidos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP. Amersham Pharmacia), 200 nM de cada uno de

los cebadores (Tabla 3.2.), 0,5 unidades de ADN polimerasa (Tag Polimerasa HiFi o DreamTaq

DNA Polimerasa -Thermo Scientific-), 40 a 80 ng de ADN purificado y agua hasta un volumen

final de 25 pl.

Tabla 3.2.: Oligonucledtidos usados en este estudio.

Plasmido | Oligonucleétidos | Secuencia (5’-3’)
Rot-1mB CGCGGATCCCTTGAAAAATAACCAATTTAGCC

pIP1478 Rot-2c GTTCTTTCATCGTCGACAGGACGCTCTTTTGTAAATCCATTC

GAATGGATTTACTAAAGAGCGTCCTGTCGACGATGAAAGA

Rot-3m AC
Rot-4cE CCGGAATTCGATTTAGCTTTGGAAAATACACG

pJP1480 |Rot-1mB CGCGGATCCCTTGAAAAATAACCAATTTAGCC
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Tabla 3.2.: Oligonucleétidos usados en este estudio.

Plasmido | Oligonucledtidos

Secuencia (5°-3’)

Rot-5c¢

GTTCTTTCATCGTCGACAGGACGCTCTTT GTAAATCCATTC

Rot-6m

GAATGGATTTAC
AAAGAGCGTCCTGTCGACGATGAAAGAAC

Rot-4cE

CCGGAATTCGATTTAGCTTTGGAAAATACACG

pJP1481 | hlb-1mB

CGCGGATCCCAGTATATTTCGCTTGCTTCG

Aspartate-2c

hib-4cE GGAATTCGCCTGTAACTGTGTCTGAAGG
\p1ag, | NIb-LmB CGCGGATCCCAGTATATTTCGCTTGCTTCG
P hib-2¢ TTTCACCATCATTATCACTCC
GGAGTGATAATGATGGTGAAAGATCATTACCCAATCAAAG
hib-3m cc
hib-4cE GGAATTCGCCTGTAACTGTGTCTGAAGG
NADH-1mBglIl GAAGATCTAAGCGGATTAACAACAGACCG
pJP1483 CGTGAGGCATGGATCCTTTATGACGTTCACGTTGTACAATG
NADH-2¢ G
CCATTGTACAACGTGAACGTCATAAAGGATCCATGCCTCAC
NADH-3m G
NADH-4cE GGAATTCGTGAAACAGCATGTTCATTAGG
i’r‘r'f;ored”dase' CGCGGATCCTAAGTTCCTAGGAAGATTGGG
PIP1484 I idoreductase-2c | GCTACACAGTTCACTCGAATTCCTTTTGGTCCTAATTC
gﬁdored”Ctase' GAATTAGGACCAAAAGGAATTCGAGTGAACTGTGTAGC
Z’C"Sdored”dase' ACGCGTCGACATCAGTACTTCTACGGGCAGC
Aspartate-1mS | ACGCGTCGACAGATTACTGTCTGCTAACAGC
pJP1485 CACAAGGTATTTGATTACTAACAGCAAGTGCCACAGCGGT

CGTATCGGATCCACCTCTGCC

Aspartate-3m

GGCAGAGGTGGATCCGATACGACCGCTGTGGCACTTGCTG
TTAGTAATCAAATACCTTGTG

Aspartate-4cE

GGAATTCTTTTTCTACCGCTTGTTGCCC

pJP1486 |essB-1mB

CGCGGATCCGCGGACTTAATATTGATGTGC

essB-2c CCATCAGCGATTTGATAATCGATGAGTCGATCATTTTCAAC
essB-3m GTTGAAAATGATCGACTCATCGATTATCAAATCGCTGATGG
essB-4cE GGAATTCGTTGTCATACCGATAGCAACC
MatE-1mS ACGCGTCGACGTTGTTGTGTTGATTCAACGC

pJP1487 GTGAATCCCATTAAGATACTCATTAAAAATGCAGGGATCCC
MatE-2c TATTTTAAAG

CTTTAAAATAGGGATCCCTGCATTTTTAATGAGTATCTTAAT

MatE-3m GGGATTCAC
MatE-4cE GGAATTCACCATAATCTACGCGACCACC

pJP1488 | histidinol-1mB CGCGGATCCAACATCCAGAAATTAAGAAACCG
histidinol-2c CTGCTCTAGAAATCATTAATATAAC
histidinol-3m GTTATATTAATGATTTCTAGAGCAG
histidinol-4cE GGAATTCAATTGTAATTCTAACACCAGTTGG

pJP1489 |urease-1mB CGCGGATCCGTTCCGATTCACAGGCAATGG
urease-2c GCTTTTGTTTTTCTGAATTCGACAAATTGGCAATATTGCC
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Tabla 3.2.: Oligonucleétidos usados en este estudio.

Plasmido | Oligonucledtidos | Secuencia (5’-3’)
urease-3m GGCAATATTGCCAATTTGTCGAATTCAGAAAAACAAAAGC
urease-4cS ACGCGTCGACGATACCAAGCAATCCATGGGC
lipase-1mS ACGCGTCGACGTTGTTGTGTTGATTCAACGC
pJP1490 CGTTGTCGATTGGGATCCATTACGTTCAGCATGACGGGTAT
lipase-2c TTTGAACCTGATCATTTITGG
CCAAAATGATCAGGTTCAAAATACCCGTCATGCTGAACGTA
lipase-3m ATGGATCCCAATCGACAACG
lipase-4cE GGAATTCACCATAATCTACGCGACCACC
pJP1491 |Rot-12mB CGCGGATCCACGATGGCTCATATTCATGAC
Rot-13c AACAAACATCCCAACAATCCC
Rot-14m GATTGTTGGGATGTTTGTT ATTGCTGTGTAAGTTTAATAGC
Rot-15cE GGAATTCGAAATTCTTATCAAGGCTTGCG
pJP1492 | Lipoteichoic-ImB | CGCGGATCCGGCTACAGAATGGAATTAGAAG
Lipoteichoic-2c CTTTGTAACACTTTCACTAGTGCTAATGGCAATATTG
Lipoteichoic-3m CAATATTGCCATTAGCACTAGTGAAAGTGTTACAAAG
Lipoteichoic-6¢ CTCCTTTATTATATAAGCTTACCTGAGAAGATTAAAAAGC
Lipoteichoic-5m GCTTTTTAATCTTCTCAGGTAAGCTTATATAATAAAGGAG
Lipoteichoic-4cE CCGGAATTCGAAACTGTAATAAACGTTGTGC
pJP1493 |lipoteichoic-11mB | CGCGGATCCAATTCAATTTATTTCATTCTTCCC
lipoteichoic-13c CTCCTTTAATATATAAGCTTACCTGAGAAGATTAAAAAGC
lipoteichoic-12m | GCTTTTTAATCTTCTCAGGTAAGCTTATATATTAAAGGAG
Lipoteichoic-4cE CCGGAATTCGAAACTGTAATAAACGTTGTGC
pJP1494 |lipoteichoic-11mB | CGCGGATCCAATTCAATTTATTTCATTCTTCCC
Lipoteichoic-6¢ CTCCTTTATTATATAAGCTTACCTGAGAAGATTAAAAAGC
Lipoteichoic-5m GCTTTTTAATCTTCTCAGGTAAGCTTATATAATAAAGGAG
Lipoteichoic-4cE CCGGAATTCGAAACTGTAATAAACGTTGTGC
DItB-1mS ACGCGTCGACCGCTTAATGAAGAACAGTATGG
pIP1495 CTGAGAAGATTAAAAAGCCAACCGTTAATTACCTCTGCAAT
DItB-2c TT
DItB-3m TTGGCTTTTTAATCTTCTCAGG
Lipoteichoic-4cE CCGGAATTCGAAACTGTAATAAACGTTGTGC
Lipoteichoic-1mB | CGCGGATCCGGCTACAGAATGGAATTAGAAG
pJP1496 CCTAACCATTTACTTTGTAACACTTTCACTAGTGCTAATGGC
lipoteichoic-22c AATATTG
CAATATTGCCATTAGCACTAGTGAAAGTGTTACAAAGTAAA
lipoteichoic-21m | TGGTTAGG
lipoteichoic-13c CTCCTTTAATATATAAGCTTACCTGAGAAGATTAAAAAGC
lipoteichoic-12m | GCTTTTTAATCTTCTCAGGTAAGCTTATATATTAAAGGAG
Lipoteichoic-4cE CCGGAATTCGAAACTGTAATAAACGTTGTGC
Lipoteichoic-1mB | CGCGGATCCGGCTACAGAATGGAATTAGAAG
pJP1497 CCTAACCATTTACTTTGTAACACTTTCACTAGTGCTAATGGC
lipoteichoic-22c AATATTG
CAATATTGCCATTAGCACTAGTGAAAGTGTTACAAAGTAAA
lipoteichoic-21m | TGGTTAGG
lipoteichoic-20cE | CCGGAATTCTCGATACCATGCCAAATTCCC
pJP1498 | lipoteichoic-16mB | CGCGGATCCAACGGATGATTCCATATGGTG
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Tabla 3.2.: Oligonucleétidos usados en este estudio.

Plasmido | Oligonucledtidos | Secuencia (5’-3’)
GTCAAAGAATAAATGTAAGCTGTATGCGTACATATATAACC
lipoteichoic-18c ACAAATTGACAAAGCCATGGAAGTCTAATTGTAA
TTACAATTAGACTTCCATGGCTTTGTCAATTTGTGGTTATAT
lipoteichoic-17m ATGTACGCATACAGCTTACATTTATTCTTTGAC
lipoteichoic-19cE CCGGAATTCCTTCAAAAATTTCTACGTCTGG
SplE-1mB CGCGGATCCAGCATCATGAATAAACAGAGG
0IP1499 SplE-2c ATGTGCAATGATATGTGCGCC
SplE-3m GCGCACATATCATTGCACATTGTTCACTTTGGTGGTAACGG
SplE-4cE CCGGAATTCAGGATTGGGTGAATGTCTAAG

pJP1501

vWbp8325-1mS

ACGCGTCGAC GGGATTATTAGCATCAATAGG

vWbp8325-2c

CAATTTCTTTTAAGAATTCCTCACTTTGTTTTTTC

vWbp8325-3m

GAAAAAACAAAGTGAGGAATTCTTAAAAGAAATTG

vWbp8325-4cB

CGCGGATCC ATTTGTTGCTGAGTTTGACGC

pJP1502

ArlRN315-1mB

CGCGGATCC GCAATCAGAATTAACAGAATGC

ArlRN315-2c

CGATCGTATGGTTTAAGCTTGTTTCGTAAATATC

ArlRN315-3m

GATATTTACGAAACAAGCTTAAACCATACGATCG

ArlRN315-4cS

ACGCGTCGAC GAATAATTTGTAATGGTGTTCG

Unaalicuota de 5 pl del producto de PCR de cada gen era analizada por electroforesis
en un gel de agarosa (Molecular Netline, Need) al 1% en tampdn Tris-Acetato-EDTA pH=8,3
(0,4 M Tris, 0,01 M EDTA, 0,2M &acido acético), en presencia de bromuro de etidio (Apex) y

eran fotografiados bajo luz UV.
3.2.3. Mutagénesis por recombinacién

Para conseguir insertar las variantes de los genes de las cepas humanas en las cepas
de conejo, se procedid a la creacidn de plasmidos de recombinacidn usando el vector pMAD
(Arnaud et al., 2004) (Tabla 3.3.) Si la cepa era resistente a eritromicina 2,5ug/ml, como en
el caso de N315, se utilizé el vector pBT2 con resistencia a cloranfenicol 10ug/ml y el gen
lacZ (Bruckner, 1997). El protocolo empleado fue el mismo para los dos casos. Una vez el
plasmido se encontraba en la cepa a mutar, se sometia a los cultivos a 32°C con el antibiético
al que resistia el plasmido para permitir la recombinacion y se sembraron en placas de TSA
con antibidtico y X-Gal y se hacian crecer a 42°C para impide la replicacion del plasmido
extracromosomal. En estas placas, las colonias azules mds claras habian integrado el
pldsmido. Estas se volvian a hacer crecer toda la noche a 32°C sin antibidtico y cuando se
sembraban en placas de TSA-X-Gal y eran blancas, obteniamos alrededor de un 50% de

colonias en las que la recombinacion habia sido exitosa.
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Tabla 3.3.: Plasmidos usados en este estudio

Plasmido

Descripcion

Referencia

pMAD

Vector lanzadera con origen termosensible para S. aureus, gen
de resistencia a ermy el gen lacZ

(Arnaud et al.)

Vector lanzadera con origen termosensible para S. aureus, gen

(Bruckner, 1997)

PBT2 de resistencia a caty el gen lacZ

pJP1486 | pPMAD para restauracion de essB de conejo (essB") Este estudio
pJP1487 | pMAD para restauracién de matk de conejo (matEM) Este estudio

PMAD para restauracion del gen histidinol-phosphate Este estudio
pJP1488 | aminotransferase de conejo (histidinol-phosphate

aminotransferase®)
pJP1478 | pMAD para restauracion de rot de conejo (rot") Este estudio
pJP1490 | pMAD para restauracion del gen lipase de conejo(lipase”) Este estudio

PMAD para restauracion del gen NADH dehydrogenase de Este estudio
pJP1483 ) h

conejo (NADH")

pPMAD para restauracion del gen aspartate kinase de conejo Este estudio
pJP1485 . h

(aspartate kinase")
pJP1489 | pMAD para restauracion del gen urease de conejo (urease”) Este estudio

PMAD para restauracion del gen oxidoreductase de conejo Este estudio
pJP1484 . h

(oxidoreductase")
pJP1482 | pMAD para delecidn de hib (Ahlb) Este estudio

PMAD para restauracion de la secuencia del d/tB humano en Este estudio
pJP1492 | clones de conejo.

DItB" (K113T, H250Y,Y405*)

pPMAD para intercambio de la secuencia de rot en clones Este estudio
pJP1480 . .

humanos por la secuencia de conejo. (rot")

pPMAD para intercambio de la secuencia de d/tB en clones Este estudio
pJP1496 | humanos por la secuencia de conejo.

DItB" (T113K, Y250H,*405Y)

PMAD para restauracion de hlb humano (delecién del Este estudio
pJP1481 . . .

bacteriofago con integrasa tipo 3)
pJP1497 | pMAD para generacion de DItB T113K Este estudio
pJP1498 | pMAD para generacion de DItB Y250H Este estudio
pJP1493 | pPMAD para generacion de DItB *405Y Este estudio
pJP1491 | PMAD para delecion de rot(Arot) Este estudio
pJP1495 | pPMAD para delecion de d/tB (Ad/tB) Este estudio
pJP1494 | pPMAD para generacion de DItB Y405* Este estudio
pJP1499 | pPMAD para delecion de spl/E (AsplE) Este estudio

pPMAD para introduccion del sitio de corte EcoRl en el Este estudio
pIP1501 pseudogen vwb de CH3657
0IP1502 pBT2 para introduccidn del sitio de corte Hindlll en el Este estudio

pseudogen arlR de N315
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Para realizar el seguimiento de los SNPs modificados o Unicamente afiadir sitios de
corte en los genes, introdujimos cambios nucleétidicos que generaban sitios de corte sin

modificar el patrén de lectura de la proteina (Tabla 3.4.).

Tabla 3.4.: Sitios de restriccién creados en los genes de las cepas restauradas.

" Distancia Cambio de Sltl.o de
Anotacion " ‘o restriccion
(nucledtidos) nucleétido v
en gen
EssB 72 ATTGAT 2 ATCGAT Clal
MatE 26 GTATTC>GGATCC BamHI
Histidinol-phosphate i Se crea
aminotransferase Xbal
Rot (repressor of 14 GTTGACGTCGAC |  sall
toxins)
Lipase precursor 34 GGATCA->GGATCC BamHlI
Conserved hypothetical
protein (NADH 22 GGATCA->GGATCC | BamHI
dehydrogenase
superfamily)
Aspartate kinase Il 33 GGTTCC>GGATCC BamHlI
Urease accessory 5 AAATTC>GAATTC |  EcoRl
protein
Probable 15 GAATTA>GAATTC |  EcoRl
oxidoreductase
DItB 1¢ SNP 20 ACTTGT>ACTAGT Spel
DItB 22 SNP 46 ACATGG—>CCATGG Ncol
DItB 3% SNP 9 AAACTT>AAGCTT Hindlll
N315 ArIR - AAGTTA>AAGCTT Hindlll
CH3657 vWbp - GAGTTC>GAATTC EcoRlI

3.2.4. Transformacién de E. coli.
3.2.4.1. Preparacion de células competentes por el método del CaCl,.

A partir de una colonia de E. coli DH5a aislada en una placa reciente, se inocularon
10 ml de medio LB y se crecieron durante toda la noche a 30°C. Al dia siguiente, se usaron 4
ml de este cultivo para inocular 400 ml de LB. Se crecieron en agitacion a 37°C hasta DOsgo
entre 0,3 - 0,4. Se enfriaron rapidamente en bafio de agua-hielo y se centrifugaron 10
minutos a 4000 rpm y 4 °C. El botdn celular se resuspendio en 80 ml de solucidn salina fria y
se mantuvo 30 minutos - 2 horas en hielo. Se centrifugaron de nuevo y se resuspendieron
las células en 16 ml de solucidn salina complementada con glicerol 15%, previamente
enfriado. En este estado permanecian toda la noche. Se repartian alicuotas de 200 pl en
tubos de microcentrifuga previamente enfriados, congelandolas inmediatamente en un

bafio de nitrégeno liquido. Las alicuotas se guardaron a -80°C hasta su uso.
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3.2.4.2. Transformacion por choque térmico.

Se descongeld una alicuota de células competentes lentamente en hielo y se anadié
el ADN (plasmido purificado o ligacién) incubando durante 30 minutos en hielo. El choque
consistio en pasar la muestra bruscamente a bafo de 42°C, donde se incubaba 90 segundos
y enfriar de nuevo rapidamente en el hielo durante 2 minutos. Se resuspendieron las células
en 600 pl de medio LB (Sambrook et al., 1989), se incubaron 60 minutos a 37°C en agitacién

y se sembraron en placas LB con ampicilina 100ug/ml.
3.2.5. Electroporacién de S. aureus.

La transformacion de especies Gram-positivas con ADN fordaneo presenta gran
dificultad debido a las especiales caracteristicas de su pared celular. Ello obliga a recurrir a
la electroporacion como método de transformacion para S. aureus. Para la transformacion
nos basamos en el protocolo descrito por Schenk (Schenk & Laddaga, 1992) con algunas
modificaciones.

3.2.5.1. Preparacion de S. aureus electrocompetentes.

Se realiz6 una dilucion 1/50 a partir de un cultivo estacionario de RN4220 en 100 ml
de medio LB y se incubd a 37°C, a 120 rpm, hasta alcanzar una DOsso de 0,2. Las bacterias se
enfriaron 10 minutos en hielo y se centrifugaron a 3.000 rpm durante 10 minutos a 4°C.
Posteriormente se lavaron 2 veces con 10 ml de sacarosa 0,5 M fria y finalmente se
resuspendieron las células con 1 ml de sacarosa fria, dejandolas en hielo durante 20 min.

Por ultimo se centrifugaron de nuevo y se resuspendieron en 0,5 ml de sacarosa 0,5 M fria.
3.2.5.2. Condiciones de electroporacion.

Se utilizaron cubetas de electroporacién de 1 mm (Bio-Rad) en las que se mezclaron
50 pl de bacterias competentes con 1 pl de plasmido concentrado, resuspendido en H,O
bidestilada para evitar el riesgo de arco eléctrico. Se utilizd un electroporador Bio-Rad
(modelo Gene Pulser Il) junto con la unidad Pulse Controller Plus, en el que se seleccionaron

2,5 Kv de voltaje, 25 uF de capacitancia y la resistencia se fijé a 100 Q.

Inmediatamente después del pulso se afiadié 600 ul de TSB. Tras una hora a 37°C
para su recuperacion, el cultivo se sembré en placas de TSA con 2,5ug/ml de eritromicina o

cloranfenicol 10pg/ml respectivamente.
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3.2.6. Extraccion de plasmido

El ADN plasmidico se extrajo utilizando el kit “Genelute plasmid miniprep” (Sigma)
siguiendo el protocolo del fabricante, excepto que, al igual que en la extraccién de ADN
gendmico, Los cultivos de S. aureus se lisaban previamente con lisostafina (Sigma, 12,5

pug/ml) a 37°C durante 1 hora
3.2.7. Movilizaciéon de plasmidos entre cepas

En el caso de las cepas ST121, se observé empiricamente que el mejor método era
transducir el plasmido con ayuda del bacteriéfago 71. En el caso de las cepas N315y CH3657,

se uso el $80a.
3.2.7.1. Induccién de cepas

De un cultivo crecido a 37°C durante toda la noche, se tomd una alicuota y se dejé
crecer hasta DO=0,3-0,4. Se afiadié mitomicina (2ug/ml) y se dejé crecer entre 4 horas y toda
la noche a 32°C, 80 rpm hasta que el cultivo dejara de estar turbio. Posteriormente se filtraba

con un filtro de 0,2um de didmetro de poro, para eliminar los residuos bacterianos.
3.2.7.2. Infeccidn de cepas

Una dilucién 1:50 en TSB del cultivo de toda la noche de las bacterias donadoras se
ponia a crecer a 37°C hasta que alcanzara DOgso de 0,15. Entonces se centrifugd 5 minutos a
4000 rpm y se resuspendié el botdn celular en la mitad de volumen de TSB y la otra mitad
de Phage Buffer (0,1MMgS0,, CaCl; 1M, Tris 2,5M pH=7,8, NaCl 0,059g/ml). Afladimos 100l
de lisado fagico y se incubé durante 4 horas o toda la noche, hasta que el cultivo estuviera
claro. Posteriormente se filtraba con un filtro de 0,2um de diametro de poro, para eliminar

los residuos bacterianos.
3.2.7.3. Transduccidn de cepas

Se media la DOsso de un cultivo de toda la noche de las bacterias aceptoras y se diluia
hasta obtener DOs4o de 1,4. Se afiadia CaCl, hasta dejarlo a 4,4 mM. 1ml de este cultivo se
mezclaba con 100ul del lisado que transporta el plasmido. Se dejé a 37°C 30 minutos y se
sembraba en placa con el antibidtico correspondiente. Por transduccién generalizada, el
plasmido que se transporta les dara a las bacterias resistencia y seran sélo estas las que

seran capaces de crecer en la placa.
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3.2.8. Seleccion de los mutantes

Seguimos el método de recombinacion de (Arnaud et al., 2004). Se seleccionaron
colonias blancas sin resistencia antibidtica tras la segunda recombinacién y se efectué una
PCR de la zona a mutar de un tamafio menor de 700 pb. Posteriormente, en el caso de que
fuera necesario para la discriminacion, se realizaba la digestion del producto de PCR con el
enzima adecuado.(Tabla 3.4) (Roche, Fermentas) En el caso de la seleccion de las quimeras
de DItB, las PCRs para discriminar cada sitio de corte se realizaban por separado. Tras la
obtencidn de positivos, se extrajo ADN de ese clon y se utiliz6 como molde para realizar una

PCR que cubria toda la zona recombinada que se llevé a secuenciar.

3.2.9. Tipado por MLST (MultiLocus Sequence Typing)

Siguiendo el método descrito por (Enright et al., 2000) se amplificaron por PCR los
siete genes constitutivos utilizados para este tipado: arc (Carbamate kinase), aro (Shikimate
dehydrogenase), glp (Glycerol kinase), gmk (Guanylate kinase), pta (Phosphate
acetyltransferase), tpi (Triosephosphate isomerase), yqgi (Acetyle coenzyme A
acetyltransferase). Posteriormente se secuenciaron y compraron con la base de datos

contenida en la pagina web http://saureus.mlist.net/. Las cepas analizadas se seleccionaron

solo en el caso de que fueran ST 121, cuya combinacién de alelos era la siguiente:

ST arc aro glp gmk pta tpi yqi
121 6 ) 6 2 7 14 )

3.2.10. Secuenciacidn de los productos de PCR

Los productos de PCR se secuenciaron en el IBMCP-UPV donde se resolvia la
secuencia mediante la amplificacién por el método de Sanger marcado por fluorocromos,
con los cebadores utilizados para la PCR, en un secuenciador automatico modelo ABI377 (PE

Biosystems; Foster City, California).
3.2.11. Purificacién y precipitacion del ADN para secuenciacién en masa

Para la secuenciacion, tras obtener el ADN cromosdémico bacteriano se afiadio el
mismo volumen de fenol-cloroformo alcohol isoamilico 25|24 |1. Tras centrifugar a 13000
rpm durante 5 minutos, se recuperaba el sobrenadante. En nuevo tubo se le afiadié 1/10 de
su volumen de Acetato Sddico 3M pH=5,2. Tras mezclar suavemente, se afiadié 2,25
volimenes de etanol 100 % frio. Se volteé suavemente y se mantuvo 30 minutos a -80 °C.

Se centrifugd a 13000 rpm 20 minutos a 4°C y se elimind el sobrenadante para limpiar el
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precipitado con etanol 70 %. Se centrifugd durante 5 minutos a 4 °Ca 13000 rpm y se eliminé
el sobrenadante, dejando secar el precipitado toda la noche. Finalmente se resuspendid en

TE (Tris-EDTA).
3.3. Secuenciacifion gendmica
3.3.1. Secuenciacidn de la cepa IVIA-1

Para la secuenciacién completa del genoma de S. aureus se extrajo una muestra de
ADN conforme al protocolo descrito con anterioridad. En un gel de agarosa al 2 % se corrié

una alicuota de la muestra para comprobar que no existia degradacion.

En el caso de la cepa IVIA-1, una muestra de 10 ug de ADN se envid a la empresa 454
Life Science Corporation (Bradford, Connecticut, EEUU) para secuenciarla mediante
pirosecuenciacion. El resto de la muestra se empled para completar las secuencias inciertas

de ADN (“gaps”) mediante secuenciacién de fragmentos.
3.3.2. Andlisis computacional de IVIA-1

Las secuencias obtenidas mediante la secuenciacién de productos de PCR se
analizaron con los programas BLAST (Basic Local Alighment Search Tool) 2.0 del servidor

NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/) (Altschul et al., 1997)) y el programa Vector NTI

(Life Technologies Corporation, Carlsbad, California). La secuencia gendmica de IVIA-1 fue
anotada y comparada con otros genomas disponibles mediante el programa online RAST

(Rapid Annotation using Subsystem Technology) (http://rast.nmpdr.org), en el apartado

compare/sequence based. (Glass et al., 2010)
3.4. Seleccion de las cepas ST121

La seleccion de cepas a secuenciar se realizd en base a cuatro parametros. El primero
fue el hospedador; ST121 es el genotipo mas ampliamente aislado de infecciones cunicolas.
Asi mismo, crecientes casos de ST121 se estan descubriendo en infecciones humanas, siendo

un problema el acuciante nimero de casos MRSA relacionados con este MLST.

El segundo de los requisitos fue la localizacién de las cepas: En el caso de conejo, ya
gue la cepa IVIA-1 habia sido aislada en Valencia, Espafia, se decidio seleccionar aislados de
otros paises; se secuenciaron dos cepas de Francia y Bélgica. Para las humanas, la mayor
variabilidad posible se dio en este punto, la seleccidon fue de cepas de Francia, EE.UU.,

Espafia, Bélgica, Las Antillas, Reino Unido e India.
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En tercer lugar, se eligieron por el afio de aislado. Puesto que entre las posibles
cepas, para una misma procedencia habia diferentes afios de la toma de muestra, se
escogieron los aislados mas antiguos con la intencién de comparar la evolucién dentro del

MLST de los elementos genéticos mdviles y su adquisicién a lo largo del tiempo.

Por ultimo, el tipado en base a la amplificacién por PCR y RFLP de coa y spa y la
amplificacidn por PCR del gen clfB, que se habia realizado con anterioridad sobre las cepas
de conejo y que proporciona para un mismo ST una aproximacién mayor a la filogenia de las

cepas. Se seleccionaron las cepas que tenian tipados diferentes en este aspecto.

A lo largo de la evolucién, pequeiias mutaciones puntuales pueden ocasionar la
disrupcion del patron de lectura originando secuencias, codificantes o no, con una alta
homologia a genes funcionales. Mediante analisis in silico, analizaremos las secuencias,
esperando, si nuestra hipodtesis es valida que los genomas de las cepas humanas, al haber
tenido mds trayectoria evolutiva, presenten un mayor nimero de ellos (Lerat & Ochman,

2005).
3.4.1. Secuenciacidn de las cepas ST121

Para la secuenciacidon del resto de cepas ST121, las muestras se enviaron al Centro
Superior de Investigacion en Salud Publica (CSISP), donde se secuenciaron al menos 2 ug de
cada muestra con el secuenciador FLX+System (Roche 454) y se ensamblaron mediante
Roche GS De Novo Assembler v2.6. Para disminuir el nimero de contigs, posteriormente se
enviaron 50 ug del ADN a Lifesequencing S.L. para secuenciar por la técnica paired-ends en

[llumina Hiseq y ensamblandolos con Velvet v1.2.08.
3.4.2. Andlisis computacional

Los contigs se alinearon usando el algoritmo Mauve progresivo, filtrado para
bloques colineares de mas de 1000 nucledtidos y los gaps se eliminaron. El alineamiento se
llevd a cabo por recombinacién usando BRATNextGen, excluyendo las regiones predichas
como recombinantes de los siguientes analisis filogenéticos. Los genes especificos de los
aislados de conejo se identificaron comparando sus secuencias gendmicas con las de las

cepas humanas usando la funcién print_novel_contigs function de cortex_var v1.0.5.20.

Los genomas se alinearon con la cepa ED133 (nimero de accesion NC_017337.1). Se
tuieron en cuenta como mutaciones puntuales o indels, sélo en el caso de que esas regiones

tuvieran una calidad de mapeo estandar y estuvieran cubiertas por mas de 30 lecturas
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(scores). Cuando se predijeron mutaciones, se analizaron manualmente en Integrative
Genomes Viewer (Robinson et al., 2011). La presencia o ausencia de factores de virulencia

se confirmd mediante comparaciones en BLAST.
3.4.3. Andlisis bayesianos evolutivos

Basandonos en el alineamiento del genoma “core” generado por Mauve, se
reconstruyd la filogenia de ST121 usando el programa BEAST v1.6.1 con el modelo de
sustitucion nucleétidica GTR (General time-reversible), una correccion gamma para la tasa
de heterogeneidad y un horizonte previo de arbol coalescente. Simultaneamente, utilizamos
una distribucion lognormal no relacionada para modelar la tasa de evolucién y limitamos los
extremos de la filogenia a las fechas de aislado para calibrarla (Drummond et al., 2006). Las
probabilidades posteriores se estimaron de 3 muestras de cadenas de Markov-MonteCarlo
(MCMC) independientes de 3 andlisis independientes, cada uno ejecutado 1x108

repeticiones, con muestreo cada 1000 generaciones y un 10% de descarte como burn-in.
3.4.4. Analisis estadisticos

Todos los datos se almacenaron en hojas de datos Excel 2010 (Office) y los

parametros estadisticos se calcularon utilizando el programa Statgraphics Plus 5.1.
3.5. Infeccidn animal
3.5.1. Infeccién en conejos
3.5.1.1. Preparacion del inéculo

En el caso de la infeccidn en piel de conejo, de un cultivo de toda la noche se realizé
una dilucidn 1:50 en TSB estéril y se dejo crecer a 37°C 120 rpm durante 6 horas, en donde
las bacterias se encuentran en una fase exponencial tardia. (D.O. Ag00=0,8). Se recogieron 2
ml del cultivo y se centrifugaron a 3500 r.p.m. durante 5 minutos. Se resuspendieron y
lavaron las células dos veces con tampdn sodio-fosfato. Finalmente se resuspendieron en
PBS y se midié su densidad optica. Se calculé el nimero de bacterias presentes en la
resuspension, teniendo en cuenta que 1D.0.¢00 = 4.9x10° ufc de S. aureus. Se realizaron
diluciones seriadas en PBS para conseguir obtener las ufc/ml deseadas. Antes de infectar, se
sembraron 100 pl en placas de TSA para comprobar que la infeccidn se realizara con el

inéculo correspondiente.
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3.5.1.2. Infeccién intradérmica en conejo.

Se seleccionaron conejos albinos de dos meses de edad. Para infectarlos, se sedaron
con una combinacidn de ketamina y xylazina y se les afeité el lomo. Usando una jeringuilla
de 1ml con aguja de 25G, se inocularon 100pl de cultivo en la dermis. Cada animal se inoculd
por duplicado con la cepa a testar y una cepa de control, habitualmente la cepa original.
Cada cepa testada se infectdé en un minimo de 20 conejos. El dia 7 se eutanasiaron los
conejos mediante inyeccion intravenosa con barbiturico (Dolethal, Vétoquinol). De todos los
puntos de inoculacién se tomdé una muestra mediante hisopos estériles para su cultivo y

posterior comprobacion.
3.5.1.3. Examen macroscopico e histoldgico de las lesiones.

Durante los 7 dias de infeccidén se fue controlando la evolucién de las lesiones
visualmente y mediante palpacidn. Se midieron la longitud y anchura de las lesiones y se
evalué la presencia de necrosis de la epidermis. Tras el examen post mértem y la toma de
muestra microbioldgica, se tomaron muestras de piel para realizar un estudio histolégico.
Las muestras se procesaron de forma rutinaria y se tifieron mediante la tincidon de
hematoxilina-eosina y la tincién de Gram. Las lesiones estudiadas se clasificaban en cuatro

grupos segun su tamafio y evolucién: negativo, leve, moderado y severo.
3.5.2. Infeccidn en ovejas.
3.5.2.1. Preparacion del indculo para ovejas.

El protocolo de preparacién es el mismo que el que se utilizaba para conejos
(apartado 3.5.1.1.). En el caso de la primera infeccién en mama de oveja, las bacterias sdélo
se dejaron crecer tras la dilucidn del cultivo de toda la noche durante 2 horas, llegando a

una D.O de 0,3-0,4.

Para el caso de las coinfecciones, los inéculos se preparaban de igual manera por
separado y se juntaban en el momento de realizar la dilucidn para cargar las jeringuillas. En
los casos en que se enfrentaban cepas humanas evolucionadas y originales, las 3 colonias
crecidas en TSB durante toda la noche de las cepas evolucionadas se juntaban a la hora de
recoger pellet. Se mezclaban 750 pl de cada una en el mismo eppendorf y se centrifugaban.
Para juntarlas con la cepa original se preparaban los indculos por separado y se juntaban en

la dltima dilucién antes de cargar las jeringuillas. En todos los casos en los que participaba

43



Material y Métodos

mas de una bacteria en la misma infeccién, se sembraron los inéculos del total de bacterias,

asi como también un indculo equivalente de cada una de las bacterias participantes.
3.5.2.2. Infeccién en glandula mamaria de oveja

Las infecciones en la glandula mamaria se realizaron a través del pezén. Previamente
a la infeccién, las ovejas se mantuvieron 2 horas separadas de los corderos en distintos
parques. A la hora de la infeccidn, el pezén se esterilizé con ayuda de etanol 70% y se limpid
con papel. Se descartaron los primeros chorros de leche y mediante una canula estéril
(bovivet) se introdujo 1 ml de PBS con la cantidad de bacterias a inocular a través del pezén,
extrayendo después la cdnula con cuidado. Sujetando la abertura del pezén para mantenerlo
cerrado, se masajed para movilizar el indculo hacia la parte superior de la mamay evitar que
escapase. Para asegurar la persistencia de la bacteria en la mama y evitar que los corderos
mamasen y se perdiera la infeccion, se les mantuvo separados de sus madres hasta 4 horas

después (Cucarella et al., 2002).
3.5.2.3. Muestreo de leche de oveja.

La toma de muestra se realizé siempre en tubos estériles previamente rotulados.
Los corderos se separaron 2 horas antes del muestreo para facilitar el ordefio. De cada oveja
se tomo leche de ambas mamas, como control, ya que sdélo se habia infectado una de ellas.
En las siguientes dos horas, se sembraron las muestras de la mama infectada en agar-sangre
y en TSB las de la mama control. En los casos en los que las muestras tuvieron un recuento
muy elevado de bacterias, se realizé un nuevo muestreo y se diluyé la leche para obtener
colonias aisladas. Asi mismo, de cada muestreo se guardé 1 ml de leche con glicerol 15%
(867l de leche + 133l de glicerol 75%), porcentaje dptimo de conservacién para S. aureus

en leche (Hunt, 2003)
3.5.2.4. Infecciones 22 a 72 de ovejas.

Para evitar el efecto de |la deriva genética quisimos reinfectar con la mayor cantidad
de bacterias posibles. Para ello, de los crioviales con la leche guardada el ultimo dia de la
infeccidn anterior en el caso de las cepas humanas, rascamos fragmentos con un asa de
nicromo estéril sin que llegaran a descongelarse. Estas gotas se descongelaron en una placa
de agar sangre y se repartieron mediante bolas estériles de cristal. La cantidad de leche que
se depositd en la placa dependid de la concentracion de bacterias calculada el dia que se

guardd. Al dia siguiente, se recogieron de 50 a 100 colonias de cada una de las placas de
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agarsangre. Se resuspendieron en PBS y se lavaron 2 veces con PBS (3500 rpm 5 minutos)
para volverse a resuspender en PBS y calcular el nUmero de bacterias que habia segun su

D.O.
3.5.2.5. Pases de cepas humanas y ovinas en el laboratorio.

Cada cepa se sembrd por triplicado en 5 ml de TSB estéril y se mantuvo a 37°C en
agitacion. Cada 12 horas se fueron tomando 5 pl de estos cultivos crecidos y pasandose a 5
ml de TSB estéril nuevo. Una vez por semana se guardé 1 ml con glicerol 10% (800ul + 200pl
de glicerol 75%) en un criovial, se mezclaron y se guardaron a -80°C. En este mismo proceso,
se sembraron 100pl de cada cultivo en placas de agar-sangre de cordero 5%. 10 colonias, se
resuspendieron y se utilizaron directamente como molde para realizar una PCR de

comprobacidn de coa.
3.5.2.6. Experimentos de tasa de crecimiento

De un cultivo crecido durante toda la noche se hizo una dilucién 1/50 en TSB estéril
y se dejé crecer una hora. Entonces se centrifugaron 2 ml de cada cultivo a 3500 rpm durante
5 minutos y se lavé con PBS dos veces. Se resuspendié con PBS y se midié la absorbancia a
A=600nm. Con esa medicién se procedié a calcular la cantidad de bacterias en la
resuspension vy se calculd para obtener 100 ufc/ml de leche o TSB. Cada mezcla de bacterias
+ leche se mezclé bien y se repartié en tantos eppendorf como tiempos de muestreo se

fueran a muestrear. Cada eppendorf sélo se utilizd para un tiempo.
3.5.2.7. Coinfeccidn de cepas humanas y ovinas

Para la identificacion de las cepas ovinas o humanas se utilizaron sus caracteristicas
fenotipicas. Una vez recolectada la leche se sembré en placas de TSA y placas de TSA + 2,5
ug/ml eritromicina en el caso de N315. Sélo las que crecian en eritromicina eran N315. En el
caso de la identificacion de CH3657 sélo se cultivaron en TSA, y la identificacién se llevod a
cabo por el color de las colonias, pues las de CH3657 son amarillas, al contrario que las ovinas

gue son blancas.
3.5.3. Comprobacion de las cepas

Para comprobar que las infecciones que se observaron fueran producidas por las
bacterias inoculadas se tomaron muestras de las lesiones para realizar estudios
microbioldgicos. Las muestras se cultivaron en placas de agar sangre de cordero 5% (Bd). En

el caso de la infeccidn de oveja se sembraban 100ul de leche, mientras que en el caso de las
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muestras de conejo, los hisopos se extendieron mediante triple estria sobre la placa. Las

cepas se identificaban mediante 2 patrones:

- Hemdlisis: las cepas humanas ST121 no tenian B-hemdlisis y las de conejo si. En
infeccion en oveja, las cepas humanas y ovinas tenian distintos halos de
hemadlisis.

- PCR: las bacterias inoculadas en la infeccidn ovina tenian distinto tamafio en Ia
secuencia de la coagulasa. Las cepas ST121 modificadas tenian patrones de corte

introducidos en la mutagénesis diferentes respecto a la misma cepa original.

3.6. Estudios de los cambios fenotipicos en los mutantes DItB

3.6.1. Resistencia a Nisina

De cada cepa se realizd una dilucién 1:50 de un cultivo de toda la noche y se dejo
crecer a 37°C hasta fase exponencial (D.0.s40:0,3-0,4). Conociendo la D.O. se calculd para
realizar diluciones que estuvieran a D.O.s40: 0,05. Una vez en tubos de 5 ml, se afiadié nisina
(Sigma) para que la concentracién final fuera de 10ug/ml en cada cultivo. Se colocé en el
agitador de 37°C y se midié la D.0O.s4 cada hora. Asi mismo, se sembraron 100ul en placas

de TSA para comprobar la correlacidn en el crecimiento bacteriano.

La concentracién de nisina para realizar el experimento se selecciond en base a
experimentos previos en que se utilizaron 4, 10, 50, 100 y 1000 pg/ul, seleccionando la

concentracidn de 10 pg/ul, por ser en la que mas diferencias se podian observar.
3.6.2. Andlisis de la composicién aminoacidica de la pared bacteriana

Los cultivos se crecieron en TSB hasta fase exponencial (0.D.s40=0,3-0,4) y se aislaron
las paredes bacterianas. Se realizdé una hidrélisis acida y una derivatizacidon precolumna
(OPA). LA HPLC se realizé con un gradiente en 30 minutos y se utilizaron tampén sodio-

fosfato como Ay acetonitrilo/metanol/agua como tampdn B.
3.6.3. Anadlisis de la pared bacteriana

Los cultivos se crecieron en TSB hasta fase exponencial (0.D.s40=0,3-0,4) y se aislaron
las paredes bacterianas, que se fraccionaron con muramidasa y se analizaron con UHPLC,
utilizando un tampdn sodio-fosfato 100 mM como tampdn A y tampdn sodio-fosfato en
metanol como tampoén B. Las muestras se pasaron a través de la columna en un gradiente

lineal de 60 minutos.
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3.6.4. Western blot

Se dejo crecer las cepas hasta fase exponencial o fase estacionaria, se lavaron y se
resuspendieron en tampon de lisis (Tris-HCI 50mM pH=7,5, MgCl, 20mM, suplementado con
rafinosa al 30%) con lisostafina. Se sedimentaron los protoplastos por centrifugacién (6000
xg) y la fraccion del sobrenadante, donde se localizan las proteinas asociadas a la pared, se

analizé en un gel de poliacrilamida de electroforesis de dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE).
3.6.5. Supervivencia en sangre

De cada cepa se realizd una dilucién 1:50 de un cultivo de toda la noche y se dejé
crecer a 37°C hasta fase exponencial (D.0.540:0,3-0,4). Se centrifugaron 3500 rpm, 5 minutos
a temperatura ambiente y se lavaron dos veces con PBS. Se midié la absorbanciasoo de cada
cepa y se calculd y diluyé para tener 4x10* ufc en 100 pl de PBS, que se pipetearon con
cuidado a 4 ml de sangre de conejo recién extraida en tubos de heparina. Se mezcld cada
tubo durante 30 segundos voltedndolo y se dejé a 37°C durante las siguientes 2 horas,
tomando muestras en los distintos tiempos, y sembrandolas en TSA. Para representarlo
calculamos la media * el error estandar de tres experimentos realizados por separado y con
ellos realizamos un test ANOVA, usando ajustes de Bonferroni. En la grafica Unicamente

resaltamos las diferencias significativas (p<0,05).
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4.1 Estudio del mecanismo de adaptacion de S. aureus a conejo
4.1.1. Secuenciacion de cepas ST121 humanas y de conejo

Las infecciones por parte de S. aureus en explotaciones cunicolas son un problema
creciente. En estudios anteriores del grupo se identificd el clon ST121 como aislado
mayoritario, pero no se conocian los motivos por los que esto era asi. Para dilucidar qué
hacia de este grupo el mayor agente patdégeno en conejos, decidimos llevar a cabo una
investigacion mads profunda de la base molecular de los mecanismos implicados en la
especificidad de hospedador. Para ello se secuenciaron completamente 12 cepas del clon

ST121 siendo ocho de ellas cepas humanas, y seis de conejo.

Para conseguir la mayor representatividad posible, la seleccion de cepas intentd
ampliar al maximo el rango de localizaciones de las muestras y el afio en el que se
obtuvieron, como se muestra en la tabla 4.1.1. Para ello se seleccionaron cepas de 8 paises

diferentes (abarcando 3 continentes) y obtenidas en un periodo de 50 afios.

Tabla 4.1.1.: Origen y caracteristicas de las cepas de Staphylococcus aureus secuenciadas

Cepa Z:;:;T Hospedador Origen Geografico F:;::: d(ie Nt;n::er:ode
J DV3 Conejo Francia 2002 ERS400835
I KH119 Conejo Bélgica 1997 ERS400834
IVIA-1 Conejo Espafa 2003 ERS400836
DV602 Conejo Italia 2010 ERS400837
DL688 Conejo Espafa 2007 ERS400838
DL645 Conejo Espafa 2007 ERS400839
A A4599 Humano Francia 1981 ERS400826
B ST20070579 Humano Estados Unidos 2001 ERS400827
C HT20020235 Humano Espafia 2002 ERS400828
D HT20030134 Humano Bélgica 2003 ERS400829
E HT20050331 Humano Antillas Menores 2005 ERS400830
F HT20070227 Humano Reino Unido 2007 ERS400831
G ST20101201 Humano India 2009 ERS400832
H E269 Humano Dinamarca 1957 ERS400833

4.1.2. Relacién evolutiva entre las cepas ST121 humanas y de conejo.

Las cepas se secuenciaron con el secuenciador Roche 454 y se depositaron en la base
de datos con los nimeros de acceso correspondientes (tabla 4.1.1.). La cepa IVIA-1 se utilizd
como base para alinear el resto, puesto que previamente se habia cerrado completamente

SU genoma.
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El método paired-ends es utilizado para secuenciar por sus dos extremos los
fragmentos originados al crear la biblioteca gendmica; esto permite colocalizar las parejas
de fragmentos secuenciados. Secuenciamos las cepas también mediante este método y
analizando los resultados de ambos tipos de secuenciacidn conjuntamente, se consiguid

disminuir el nimero de contigs de cada secuencia (Tabla 4.1.2.).

Tabla 4.1.2.: Contigs obtenidos de la
secuenciacion de las cepas

Cepa Numero de contigs
A 47

B 61

C 56

D 59

E 46

F 52

G 40

H 38

IVIA-1 1

I 35

J 42

DV602 63

Aplicamos el método Bayesiano coalescente en el programa BEAST (Bayesian
Evolutionary Analysis Sampling Trees) y empleando un modelo de reloj molecular relajado
reconstruimos la filogenia del ST121 humano y de conejo. En la base de datos publica
existian secuencias gendmicas de 11 cepas de origen humano pertenecientes al clon ST121
(Kurt et al., 2013) que se utilizaron también para la comparacién y la elaboracién del arbol

filogenético, que nos serviria para relacionar las cepas y poder sefialar su origen evolutivo.

El arbol filogenético resultante (Figura 4.1.1) presenta ramas largas en las cepas
humanas, lo cual indica un alto nivel de diversidad entre ellas. Por el contrario, en las cepas
de conejo las ramas son mds cortas, demostrando que las cepas de conejo son mucho mas
similares entre ellas, a pesar de haber sido aisladas en fechas distantes hasta 20 afios entre

ellas y haberse obtenido de 4 paises distintos. (Tabla 4.1.1.).

La tasa de evolucidn calculada para estas secuencias ST121 fue de 1.83 x10°
sustituciones por afio (valor normal para S. aureus). Gracias a ella, se pudo definir la fecha
de la existencia del ancestro comin mas reciente (MRCA) del clado de conejo en 1976 (con
un intervalo de confianza entre 1942 y 1990). La cepa que mas similitud presenta con el

grupo de las cepas de conejo es la cepa humana F. Entre ambos grupos podemos definir un
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MRCA que existio en el afio 1909 (con un intervalo de confianza entre 1804 y 1958; Figura

4.1.1)
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Figura 4.1.1.: Historia evolutiva del complejo clonal ST121. Reconstruccion filogenética bayesiana
del linaje CC121 basado en el alineamiento del genoma “core” con ramas rojas para los conejos y
azules para las humanas.

Segun la estructura del arbol filogenético podemos hipotetizar que existié una cepa
humana ancestral que dio lugar a las cepas de conejo. Esta tendria similitudes con la cepa F

y las cepas de conejo, al ser un paso intermedio entre ellas.

Dada la agrupacion de todas las cepas de conejo bajo un Unico ancestro comun, la
explicacion mds plausible para la existencia del clado agrupado de conejo, es que existiera
un Unico salto de S. aureus desde el humano al conejo y que éste ocurrié hace mds de 38
afos. Esta infeccidn interespecifica debié de ocurrir en el ambito cunicultor, provocando la

emergencia de un nuevo clon asociado a epidemias en granjas de conejos.
4.1.3. Elementos genéticos maviles en la adaptacién a conejo

Habitualmente en los EGM se encuentran localizados genes que codifican factores
de virulencia. Estos podrian ser los responsables de la infeccién selectiva a distintas especies,
puesto que ya se ha visto que ocurre en la adaptacion de S. aureus a rumiantes, aves y cerdos

(Guinane et al., 2010, Lowder et al., 2009, Price et al., 2012).

En el analisis comparativo del genoma accesorio de las cepas ST121 y teniendo en
cuenta también las secuencias de la base de datos, encontramos que la mayoria de cepas

humanas si que contienen elementos genéticos moviles (Figura 4.1.2.) que codifican
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potentes toxinas involucradas en la patogénesis de enfermedades como la Panton-Valentine
leucocidina (PVL) y las toxinas exfoliativas (ET). Las cepas de conejo, por el contrario,

prescinden de las toxinas codificadas en EGM.
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Figura 4.1.2.: Localizaciéon de EGM en cepas ST121. La presencia o ausencia de
EGMs se marcan por los recuadros coloreados o no respectivamente. Los EGM
incluidos son Islas de patogenicidad estafilocécicas (SaPls), bacteriofagos (), o
pldsmidos (p). Estos pueden contener genes como lukF/S (Panton-Valentine
leukocidin), eta (toxina exfoliativa A), etb (toxina exfoliativa B), seb (enterotoxina
estafilococica B), IEC (Cluster de evasion inmune), SCCmec (cassette
estafilocdcico cromosémico mec), y plasmidos codificando resistencias a
bleomicina, kanamicina, compuestos de amonio cuaternarios y trimetoprima
(pR1) o a teicoplanina (pR2), respectivamente. En azul se muestras aislados
humanos y en rojo aislados de conejo.

m

[

Frente al resultado observado en la figura 4.1.2, una opcidn es que las cepas de
conejo ST121 no porten EGMs de ningun tipo. Por otra parte, los EGMs no sélo codifican
toxinas, sino que pueden llevar otro tipo de genes capaces de proporcionar ventaja evolutiva
como pueden ser resistencias frente a antibidticos, proteinas moduladoras de inmunidad,...
Por tanto, la otra opcién es que no hubiéramos localizado los responsables de la ventaja

evolutiva con este rastreo. Para confirmar cual de las dos hipdtesis era correcta, decidimos
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realizar una busqueda de EGMs in silico utilizando la secuencia aminoacidica de las

integrasas de bacteriéfagos e islas de S. aureus como cebo y enfrentandolas frente a las

secuencias completas. El resultado se muestra en la tabla 4.1.3.

Tabla 4.1.3.: Islas y bacteriéfagos presentes en las cepas ST121
Cepa | Hospedador Integrasas islas Integrasas bacteriéfagos
A Humano secuencia | 1 Islaincompleta 3,12

B Humano secuencia | 1 Isla incompleta 2,3,5,12
C Humano secuencia | 3 Integrasa incompleta | 2,3,5,6,12
D Humano secuencia | 5 1,3,6,12
E Humano secuencia |1 3,12

F Humano secuencia 1,2,3,12
G Humano secuencia 1,3,12

H Humano secuencia | 3 Integrasa incompleta | 2,3,12

I Conejo secuencia 12

J Conejo secuencia 12

IVIA-1 | Conejo secuencia 12

DV602 | Conejo secuencia 12

El inico EGM que se localiza en las cepas de conejo se encuentra también en todas
las cepas humanas. Este es un fago atipico, porque posee una integrasa poco comun, la
integrasa de tipo 12. Se encuentra insertado en una proteina con homologia a la glutamine
synthetase, a la cual interrumpe. Este fago también presenta homologia con el fago presente
en la cepa Newbould (Bouchard et al., 2012) (aislado procedente de una mastitis bovina
perteneciente al ST115), aunque la homologia del 99% se da sdélo en los genes que se
localizan antes de la helicasa, donde continua conformando un bacteriéfago distinto,

sugiriendo recombinacidn. Este tipo de integrasa sélo se encuentra en cepas de este ST.

En la totalidad de las cepas humanas observamos que se encuentra el fago con la
integrasa de tipo 3 que evita que las cepas sean betahemoliticas. Este bacteriéfago codifica
en su genoma el clister de evasidon inmuno-especifico para humanos (IEC). La localizaciéon
del sitio de integracidn provoca que al insertarse el fago se interrumpa la ORF que codifica
la B-hemolisina (hlb), generando fenotipos facilmente diferenciables en placas de agar-
sangre puesto que estas cepas son incapaces de producir el halo de B-hemdlisis (Traber et
al., 2008) En las cepas de conejo hlb estd completo, permitiendo una facil diferenciacién por

el halo de betahemdlisis que generan (Figura 4.1.3.).
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6-hemolisis

a-hemolisis

B-hemdlisis

Figura 4.1.3.: Hemolisis de las cepas humanas y de las cepas de conejo. Ninguna de las cepas
humanas presenta 3-hemolisis en comparacién con RN4220 (estria vertical) usada como control.
Las cepas de conejo son 3-hemoliticas por tener el gen hib intacto.

Sorprendentemente, las cepas de conejo no contenian ningun bacteriéfago o isla, a
pesar de que era lo esperado. Esto implica que el tropismo de hospedador del clado de
conejo de ST121 no estd mediado por un grupo de genes accesorios especifico para nicho
como se habiainformado previamente para los clones de S. aureus asociados a aves de corral

y rumiantes (Fitzgerald, 2012).

En base a estos resultados, concluimos que la capacidad de ST121 de infectar a

Ill

conejos debia haber evolucionado a través de eventos mutacionales en el “core genome”

de una cepa progenitora ST121 del clado de conejos.
4.1.4. Distintos genes segtn el hospedador

Para analizar esta posibilidad, decidimos buscar genes que se localizaran
exclusivamente en las cepas de conejo. Sélo se localizé uno, SplE, presente en todas las cepas
de conejo, pero ausente en las humanas. También localizamos cambios en la secuencia que
originaran pseudogenes, considerando dos tipos: inserciones y deleciones (indels) (tabla
4.1.4.) o polimorfismos de nucledtido Unico (SNPs) (tabla 4.1.5.) que afectaran a genes y se
localizaran consistentemente en uno de los dos grupos de cepas. Los genes afectados seran

candidatos a ser los responsables de la adaptacion al hospedador.
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Tabla 4.1.4.: Inserciones y deleciones ocurridas en los genes de las cepas de conejo.

Posicién en secuencia nueva Anotacion % secuencia codificante
ED133 original secuencia afectada
279142 | AAAATGAAATG | A hypothetical protein EssB 97.5%
381320 | TGGG TGG hypothetical protein MatE |42.9%
histidinol-phosphate
786424 | TC TCC aminotransferase 72.5%
1849323 | T TA Repressor of toxins Rot 38.8%

Tabla 4.1.5.: Polimorfismos de nucleétido Unico localizados en las cepas de conejo.

218
oo | ©
Posicion en| SNP/ | codon | nuevo |5 | 8 ) -
. . ol = Secuencia codificante anotada
ED133 | Indel | original | cododn 3 %
g2
o
11335/SNP CCA CTA P |L |histidine ammonia-lyase
41389SNP IACA ata T | putative transposase
45510SNP GCA IACA A [T |conserved hypothetical protein
65511SNP GAT GAG D |[E [Na/Picotransporter family protein
70555 SNP GTT GCT V |A |L-lactate permease
109775[SNP ATG IATA M || [5'nucleotidase family protein
118223SNP GGT GAT G D |[capsular polysaccharide biosynthesis protein CapC
138492SNP GAT GGT D |G [conserved hypothetical protein
140409[SNP IAGA IAGT R |S |hypothetical protein
140953SNP GTA igaa V |E |ABC transporter, permease protein
150450SNP CAT TAT H surfactin/siderphore synthesase
165057|SNP CCT CTT P |L |hypothetical protein
166637|SNP GTA GCA V |A [glucokinase regulator-related protein
170974SNP CCC [TcC P S [ftype I restriction-modification enzyme, R subunit
178367|SNP IAAG GAG K |E [Putative glutathione transporter, permease component
184278SNP GAT IAAT D [N [gamma-glutamyltranspeptidase
199620SNP CAG CGG Q |[R [Two-component sensor histidine kinase family protein
210606[SNP CTC TTC L |F [acetyl-CoA acetyltransferase
213046[SNP GTA GGA V |G [B-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase protein
219237/SNP IAAA IAGA K |R |hypothetical protein
265897/SNP TCC TTC S |F [Choloylglycine hydrolase family protein
283750SNP AGT IAAT S N |virulence protein EssC
294485/SNP GGA IAGA G |R |conserved hypothetical protein
306463/SNP IACG GCG T |A |ABC transporter, ATP-binding protein
319553SNP CAG TAG Q [* [lipase precursor
370183|SNP GAT TAT D NADH-dependent flavin oxidoreductase
373801SNP GGC IAGC G [S |hypothetical protein
376156[SNP TTC TTA F |L [ransport protein, putative
394015/SNP GCT GTT A |V |hypothetical protein
396787/SNP GTG TTG V |L [conserved hypothetical protein
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-- homocysteine
401320SNP CGC ITGC R [C [|methyltransferase
408832/SNP GTA IATA V | |Chromosome partitioning protein ParB
432638/SNP GCT GTT A |V [inosine-5'-monophosphate dehydrogenase
470721|SNP CAA GAA Q |[E |hypothetical protein
485848/SNP GCG GAG A |[E |hypothetical transmembrane protein
497132SNP IAGC IAAC S [N |LysM domain protein
501100SNP GAT GCT D |A [conserved hypothetical protein
503355/SNP CCT GCT P A lutamate synthase, large subunit
504891SNP CAT [TAT H | Elutamate synthase, large subunit
539424SNP GAT IAAT D [N [UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase
572279SNP GGA IAGA G [R |nucleoside permease NupC
586608SNP CCA CTA P [ |hypothetical protein
586966SNP ATG IATC M [ |hypothetical protein
592700SNP CCA [TCA P S [DNA-directed RNA polymerase, beta subunit
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599503|SNP ACA ATA T ||  |ribosomal L7Ae family protein
60924 1SNP ATT IACT I [T [L-ribulokinase, putative
617650SNP CGT CAT R [H [sdrC protein
619440SNP AAA igaa K [E [sdrC protein
635689SNP ITTC TTA F |L |6-phospho-3-hexuloisomerase
650300SNP ITCA ITTA S [L |conserved hypothetical protein
654164SNP GAA CAA E |Q [Diphosphomevalonate decarboxylase
654861SNP ATA IACA | [T [Diphosphomevalonate decarboxylase
655484SNP GCG IACG A [T |phosphomevalonate kinase
656295/SNP GAT GAG D |[E [conserved hypothetical protein
675435SNP GGT GAT G |D |Hydrolase
678502[SNP CAT TAT H |Y [probable esterase or lipase
689310SNP GCA GTA A |V |Na+/H+ antiporter
706375/SNP CGT TGT R |C |nucleoside permease NupC, putative
719366/SNP GAA Qaa E |K [two-componentresponse regulator
729917SNP ACT ATT T || [transcriptional regulator, AraC family
730649SNP CTT CAT L |H franscriptional regulator, AraC family
732738SNP GCG GTG A |V [conserved hypothetical protein
761891SNP CCT IACT P [T [N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase
813400SNP GTC GCC V |A |degV family protein
833512/SNP CAT CGT H |[R [thioredoxin reductase
837248SNP GCT GTT A |V [conserved hypothetical protein
839280ISNP TGT CGT C |R |malate dehydrogenase
843498SNP GTC GCC V |A |hypothetical protein
847351SNP TTG atg L |M [phosphoglycerate kinase
849950 SNP GTC GCC V |A |enolase 2-phosphoglycerate dehydratase
850259SNP GGT GCT G |A |enolase 2-phosphoglycerate dehydratase
851714ISNP GAT GGT D |G [probable membrane protein
867101SNP GAT IAAT D [N [staphylococcal thermonuclease precursor
885877SNP TAC CAC Y |H [conserved hypothetical protein
903320SNP ACA IAAA T |[K |D-alanine lipoteichoic acid and wall teichoic acid esterification protein
903730SNP TAT CAT Y |H |D-alanine lipoteichoic acid and wall teichoic acid esterification protein
904197/SNP TAA TAT * |Y |D-alanine lipoteichoic acid and wall teichoic acid esterification protein
914437SNP GGA GAA G |E |conserved hypothetical protein
914456SNP CAA TAA Q [* |conserved hypothetical protein (NADH dehydrogenase superfamily)
929999SNP TTA ATA L | [argininosuccinate lyase
936781SNP GAT IAAT D [N [ATP-dependent nuclease subunit B
937594ISNP GAT IAAT D [N [ATP-dependent nuclease subunit B
943586/SNP GCT GTT A |V [fumarylacetoacetate hydrolase family protein
943909SNP CGC ITGC R [C [fumarylacetoacetate hydrolase family protein
946614/SNP GCG GTG A |V |probable hydrolase
948776SNP CCA CTA P L [Lipopolysaccharide modification acyltransferase
951585SNP TCA TTA S [L |putative ATP-dependent protease protein
952545SNP TCT TTT S |F |putative ATP-dependent protease protein
964210SNP GCA GTA A |V |oligopeptide transport system ATP-binding protein
964957|SNP GTA Cta V |L |oligopeptide transport system ATP-binding protein
965060SNP AAG IACG K [T |oligopeptide transport system ATP-binding protein
966215 SNP GAT GCT D |A [oligopeptide binding protein
968210SNP ACA GCA T |A |oligopeptide ABC transporter, oligopeptide-binding protein
972027SNP GAT TAT D |v [oligopeptide ABC transporter, permease protein
976389SNP CAA CCA Q [P |probable competence-related protein
981313ISNP TCA TTA S [L |conserved hypothetical protein
1001904iSNP ATG GTG M |V [Serine protease
1016199SNP ACA ATA T || |Heme ABC type transporter HtsABC, heme-binding protein
1021920SNP GAG IAAG E |[K [probable hydrolase
1036100SNP ATT mTT | [F [probable exported protein
1063044iSNP GTG GGG V |G |conserved hypothetical protein
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1065279SNP GTA IATA V || |phosphoenolpyruvate-protein phosphatase
1080147SNP TCA TTA S |L [Spermidine Putrescine transport ATP-binding protein potA
1092356SNP CGT TGT R [C [conserved hypothetical protein
1102818SNP GAT IAAT D [N [probable exported protein
1180231SNP IAGC IAGA S |R [fibrinogen-binding protein
1183493SNP GAC GGC D |G [alpha-hemolysin precursor
1207772SNP TTA [TCA L S [cell division protein
1213204SNP GAT GTT D |V |hypothetical protein
1231095SNP IAAA IAAT K |N |orotate phosphoribosyltransferase
1237125SNP GGT AGT G |S |primosomal protein
1239905SNP IACA GCA T |A |hypothetical protein
1244241SNP ATA IACA | [T [conserved hypothetical protein
1256899SNP GCT IACT A T [fatty acid/phospholipid synthesis protein
1261572|SNP GAT IAAT D [N [chromosome segregation SMC protein
1271122/SNP CGT TGT R |C |hypothetical protein
1285909SNP GAA GAC E |D [ATP-dependent protease ATP-binding subunit of heat shock protein
1295264ISNP GAG IAAG E |K [prolyl-tRNA synthetase
1300223/SNP IACA IATA T || |DNA polymerase lll, alpha subunit
1302552/SNP GAT GAA D |[E [N utilization substance protein A, putative
1310157/SNP GAT IAAT D [N [polyribonucleotide nucleotidyltransferase
1317257SNP ATT ATG | M  [zinc protease
1319722/SNP GTG CTG V L [|acetoacetyl-CoA reductase, putative
1341913SNP CCG TCG P |S [glycerol kinase
1345777SNP GTT GCT V |A [tRNA delta(2)-isopentenylpyrophosphate transferase
1349126/SNP IACG ATG T [M [aluminum resistance protein
13735905SNP GAT GAG D |E [threonine synthase
1395375SNP CAT [TAT H aconitate hydratase
1416114 SNP IACT ATT T || |prephenate dehydrogenase
1422196SNP CAA CTA Q |[L [indole-3-glycerol phosphate synthase
1432102/SNP GAT IAAT D [N [probable oligopeptide membrane permease
1444895SNP CAA TAA Q [* [|aspartate kinase Il
1447050SNP CCA TCA P |S [dihydrodipicolinate synthase
1450422/SNP CTA GTA L |V [probable alanine racemase
1456935SNP CAA IAAA Q |K |probable toxicion resistance protein
1462261SNP CTC TTC L |F |conserved hypothetical protein
1480187/SNP TTA IATA L |l [conserved hypothetical protein
1480834iISNP CAT CGT H |R [conserved hypothetical protein
1482778SNP GTA IATA V | |probable membrane protein
1523689SNP CCA [TCA P S [probable membrane protein
1527206/SNP IAAT AGT N |S [conserved hypothetical protein
1544426SNP ATT CTT | L [conserved hypothetical protein
1556783/SNP GAC ITAC D |¥ [30Sribosomal protein S1
1559039SNP IATC IAAC | |N [L-asparaginase
1562624SNP CGC ITGC R [C [cell surface elastin binding protein
1573416SNP ATG IATA M || [site-specific recombinase
1584325 SNP CCT [TCT P S |maltose operon repressor
1597515SNP TTG GTG L |V [|Arginine pathway regulatory protein ArgR
1608787/SNP GGT GAT G |D |[glycine dehydrogenase subunit 2
1615420SNP GAT [TAT D |Y [Late competence protein, putative
1616237/SNP IAAT GAT N [D [probable late competence protein
1624452/SNP GAT GTT D |V [zinc-specific metalloregulator
1637719SNP GGT igcT G |A |probable recombination protein
1643482/SNP ATT 1T | | |probable membrane protein
1647581SNP GGA GAA G |E |probable methyltransferase
1655981SNP ATT IACT | [T |GTP binding protein protein
1656757/SNP GCT GTT A |V [conserved hypothetical protein
1661261SNP IACA IATA T || |conserved hypothetical protein
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1682767 SNP GGC IAGC G |S [alanyl-tRNA synthetase
1688662SNP GAC IAAC D [N [5-methylaminomethyl-2-thiouridylate- methyltransferase tRNA
1701330SNP ITTC CTC F |L |GTP pyrophosphokinase
1710165SNP GGC ITGC G |C |queuine tRNA-ribosyltransferase
1716935SNP GAC lggc D |G [probable membrane protein
1725221SNP CTT TTT L |F |valyl-tRNA synthetase
1731787SNP CGT TGT R |C [Porphobilinogen deaminase
1737022/SNP GAC GAG D |E frigger factor prolyl isomerase
1741714SNP GTT GGT V |G [lysine specific permease
1742444SNP GGA IAGA G |R [lysine specific permease
1781264ISNP CAT [TAT H |¥ [acetate kinase
1788714SNP GAT TAT D |Y [conserved hypothetical protein
1803503/SNP GAT GGT D |G [Cell surface receptor IsdH for hemoglobin-haptoglobin complexes
1804318SNP AAG IAAT K |N [Cell surface receptor IsdH for hemoglobin-haptoglobin complexes
1808304iISNP GGT AGT G [S |acetyl-CoA synthetase
1821381SNP CAA CCA Q P [SpolllE family cell division protein
1821514ISNP CCT ITCT P [S [SpollIE family cell division protein
1838939SNP GAT GGT D |G [cell wall surface anchor family protein
1855437SNP CCA CAA P |[Q [riboflavin specific deaminase
1880131SNP CCA TCA P |S [|probable lipoprotein
1908851SNP AAT gat N |D [leukotoxin D subunit
1920198SNP GAT IAAT D [N [signal transduction protein
1925410SNP CAC ITAC H |Y [probable peptidyl-prolyl cis-isomerase
1929559SNP ATC IACC | [T |conserved hypothetical protein
1943526SNP TTA TTT L |F [glutamate ATP-binding ABC transporter
2024806[SNP ACA IATA T || [two-component response regulator
2039791SNP GGC IAGC G |S |glutamyl-tRNA amidotransferase subunit B
2048130SNP CCT CTT P [L |[DNAligase
2048649SNP GCA GTA A |V |DNA ligase
2051736[SNP TCT TTT S |F |ATP-dependent DNA helicase
2059268SNP CCA TCA P |S |nicotinate phosphoribosyltransferase
2059610SNP CGT TGT R |C [|nicotinate phosphoribosyltransferase
2060995[SNP CGT CTT R |L [probable nitric oxide synthase
2084165 SNP TTA ATA L |I |beta-hemolysin
2086394SNP GAA IAAA E |K [probable leukocidin F subunit
2088466[SNP GTC GCC V |A |probable succinyldiaminopimelate desuccinylase
2090243SNP ATA ATG | |[M [Permease of the drug/metabolite transporter (DMT) superfamily
2110581SNP CGT TGT R |C |60 kDa chaperonin protein
2121935SNP GGT gct G |A |sucrose-6-phosphate hydrolase
2134100[SNP GCA GTA A |V |probable glycoprotein endopeptidase
2134380ISNP ACA GCA T |A |probable glycoprotein endopeptidase
2142489SNP GTC IATC V | B-isopropylmalate dehydrogenase
2159939SNP GAT GGT D (G [alanineracemase 1
2162049SNP CAA GAA Q [E |probable membrane protein
2164340SNP ACC GCT T |A |potassium-transporting ATPase C chain
h174923 NP GAT AAT D In UDP-N-acetyI.mur.amoylalanyI-D-qutamyI-2, 6-diaminopimelate-D-
alanyl-D-alanine ligase
2186457SNP CCA [TCA P |S |hypothetical protein
2215378 SNP ATT IACT | T |CTP synthase
2245709SNP GGC GAC G [D |glucosamine-fructose-6-phosphate aminotransferase
2247099SNP CAA IAAA Q [K |glucosamine-fructose-6-phosphate aminotransferase
2249215SNP ACA IAAA T |K |PTS system mannitol-specific IIBC component
2276085SNP GGA GTA G |V |probable hemolysin
2278165 SNP TCG TGG S |W |probable membrane protein
2282243ISNP CAT TAT H v (ferrichrome ABC transporter
2283319SNP AAA GAA K |[E [ferrichrome ABC transporter lipoprotein
2300522/SNP CGT TGT R [C [PTS system, lactose-specific IIA component
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2315823SNP GCT GTT A |V [alpha-acetolactate synthase
2325198 SNP AAT GAT N [D [DNA-directed RNA polymerase alpha chain
2338068 SNP IAAG ATG K [M [30S ribosomal protein S10
2346432|SNP [TCC TTC S |F |conserved hypothetical protein
2349214ISNP ATT GTT I |V |multidrug efflux transporter
2374530SNP GGT IAGT G |S |urease alpha subunit
2375137|SNP [TCA tga S [* |urease accessory protein
2384488|SNP GCG IACG A [T |Na+/H+ antiporter NhaC
2395287|SNP CCA [TCA P |S [formate dehydrogenase alpha subunit
2397406[SNP TAC TGC Y |C |probable extragenic supressor protein
2404764 SNP GAT IAAT D [N [conserved hypothetical protein
2413360SNP GGA TGA G [* |probable oxidoreductase
2416509[SNP GGA GAA G |[E |[imidazolonepropionase
2419255 SNP GTT ATT V I |LysR family regulatory protein
2424939SNP GCG GTG A |V |probable epimerase
2429121SNP CGT CAT R |H [probable membrane protein
2431024)SNP IACA CCA T [P [sodium/glutamate symporter
2442856[SNP IAGA IAAA R |K |bicyclomycin and teicoplanin resistance protein
2457670SNP TAT GAT Y |[D |hypothetical protein
2468732]SNP GTA IATA V I [truncated conserved hypothetical protein
2478422|SNP CCA GCA P |A |nitrite extrusion protein
2478884SNP IAAA IAGA K |R [conserved hypothetical protein
2482344)SNP TCT TGT S |C [two component sensor histidine kinase
2485258SNP CAA CAC Q |[H |nitrate reductase beta chain
2498449SNP GAT QAT D [N [probable zinc-binding lipoprotein
2502411SNP CAT CGT H |R [fmhA protein
2510648 SNP GTT GCT V |A  [immunoglobulin G-binding protein
2528037]SNP IACC IAGC T S |probable transporter protein
2540458 SNP GCA IACA A [T |probable 2-dehydropantoate 2-reductase
2544472SNP GAT IAAT D [N |betaine-carnitine-choline ABC transporter
2554534iSNP GAG GAT E [D [ATP-binding ABC transporter
2564514)SNP GAT GGT D (G [oligopeptide transporter putative membrane permease domain protein
2598798|SNP IACT ATT T || [fibronectin-binding protein A
2638247]SNP GTA GCA V |A |pyruvate oxidase
2668994ISNP GGA GAA G [E |probable phytoene dehydrogenase
2675690[SNP GGT AGT G [S |probable membrane-embedded regulatory protein
2683784SNP CCA CTA P |L [probable cobalmin synthesis protein
2687285[SNP TTC CTC F |L |hypothetical protein
2732696/SNP GGC GAC G [D [|alkaline phosphatase Ill precursor
2745714iSNP GAC GAA D |[E [zinc metalloproteinase aureolysin
2753259SNP CGT TGT R [C [mannose-6-phosphate isomerase
2764923ISNP CAT ITAT H |¥ [conserved hypothetical protein
2776821SNP GAA IAAA E [K [LPXTG cell wall surface anchor family protein
2780361|SNP CGC ITGC R [C [LPXTG cell wall surface anchor family protein
2817525/SNP GTC GGC V |G |high-affinity nickel-transport protein
2827683ISNP GTT ATT V]I glucose-inhibited division protein B

Para elucidar cual de los cambios era el mas importante en el cambio de hospedador,

seleccionamos los genes que implicaban un cambio en el tamafio de la proteina codificada.

(Tabla 4.1.6.). Los genes que se seleccionaron estaban mayoritariamente relacionados con

virulencia.
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Hlb es la toxina betahemolitica (Katayama et al., 2013). SplE es una serina-proteasa
gue forma parte del operdn SplA-F (Zdzalik et al., 2013) y se localiza en la isla gendmica vSap.
EssB es una proteina relacionada con la secrecién de toxinas (Burts et al., 2005). MatE es una
bomba de flujo de farmacos que pertenece a la familia de proteinas MATE (multidrug and
toxic compound extrusion) (Costa et al., 2013). Rot fue caracterizado como represor de
toxinas (Said-Salim et al., 2003). La lipasa esta involucrada en la formacion de biofilms (Hu
etal., 2012). DItB esta implicado en la d-alanilacién de la pared para defenderse del sistema
inmune del hospedador. Por su parte, la ureasa es también un factor de virulencia al

encargarse de degradar la urea (Konieczna et al., 2012).

Histidinol-phosphate aminotransferase, NADH dehydrogenase, aspartate kinase y

oxidoreductase son enzimas del metabolismo.

En la lista de genes seleccionados encontramos por una parte grandes mutaciones e
indels y por otra parte SNPs (Tabla 4.1.6.). Hay dos grandes deleciones: hlb sélo es funcional
en las cepas de conejo, y aunque su secuencia se encuentra completa en todas las cepas, en
las cepas humanas se encuentra truncada por la inserciéon de un bacteriéfago. Por su parte,
splE se encuentra sdlo en las cepas de conejo, puesto que en las humanas estd delecionado

por completo.

Dentro de los indels encontramos tanto deleciones como inserciones. EssB presenta
una delecion de 10 nucledtidos en el comienzo de la proteina, lo que propicia que la
traduccion comience mas tarde. MatE cambia la pauta de lectura, ocasionando una parada
cuatro residuos mas adelante del sitio de la mutacién. Respecto a las inserciones, en
Histidinol-phosphate aminotransferase se modifica el patrén de lectura, e inmediatamente
después del residuo modificado aparece un codén de parada, eliminando 255 residuos de la
proteina original. En el caso de Rot, es la propia insercién la que genera el coddn de parada,

acortando 51 residuos la proteina.

En el caso de los SNPs, son los propios cambios los que generan el codén de parada.
La proteina hipotética “NADH dehydrogenase superfamily” pierde 138 residuos de la
proteina original. Aspartate kinase Il pierde 236 residuos. El gen probable oxidoreductase
pierde 77 residuos. En el gen Lipase precursor se modifica una glicina y se pierden 549
residuos de la proteina original humana. Todas estas modificaciones acortan las proteinas
por sus extremos C-terminal. En el gen Urease accessory protein la modificacién hace que la

proteina pierda 69 residuos del extremo N-terminal, lo que hace improbable que pueda
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traducirse en las cepas de conejo. Contrariamente al resto de SNPs, el gen D-alanine
lipoteichoic acid and wall teichoic acid esterification protein (DItB), prolonga en un residuo
su secuencia en la cepa de conejo respecto a la proteina humana (Tabla 4.1.6.). Ademas del

codén de parada, este gen presenta dos cambios de aminodcido en su secuencia.

Tabla 4.1.6.: Genes de cepas de conejo que ven alterada su traduccién respecto a los de las
cepas humanas.
L. g o .., | H Conej .
Anotacion Modificacién | Localizacién ur:nano o'nejo Tipo
(residuos) ((residuos)
B-toxin gene (hib) -phiint tipo 3 331 331 Delecion
Serine protease SplE -SplE 238 0 Delecion
EssB -10 N-terminal 445 432 Delecion
MatE -1 Central 452 259 Delecion
H|s'.c|d|nol-phosphate +1 N-terminal 352 97 Insercién
aminotransferase
Rot +1 C-Terminal 153 102 Insercion
.. . . . Nuevo Humano | Conejo .

Anotacion Residuo original residuo e e i) Tipo
Lipase precursor G * 691 142 SNP
Conserved hypothetical

i D

protein (NADH Q * 409 271 SNP
dehydrogenase
superfamily)
Aspartate kinase || Q * 401 165 SNP
Ureas.e accessory S " 150 31 SNP
protein (UreE)
Probable Q * 293 216 SNP
oxidoreductase
D-alanine lipoteichoic
ac!d and VY§II t(.-:'IChOIC " y 204 405 SNP
acid esterification
protein (DItB)

4.1.5. Infectividad de las cepas ST121 en conejo

Dado que todas las cepas son muy similares puesto que pertenecen al mismo ST,
gueriamos comprobar si aun procediendo de distintos hospedadores, su capacidad infectiva
era similar. Para ello se inyectaron intradérmicamente 300 ufc en 24 conejos. Las cepas A, F
y G testadas se eligieron como representantes de 3 de las ramas del arbol separadas mas
antiguamente (Figura 4.1.1.). Con los resultados de la infeccién se realizaron x? en

comparaciones con dos capas, considerando la cepa y el hospedador (Figura 4.1.4.)
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Figura 4.1.4.: Porcentaje de animales infectados. N=24. La capacidad infectiva de las cepas ST121
en conejo es diferente segin de dénde provenga el aislado.

Sélo las cepas de conejo son capaces de infectar a su hospedador. Las cepas
humanas no fueron capaces de infectar a conejos a dosis de 300, 10* 0 10°, que son los datos
aqui mostrados. Incluso con una dosis superior a la de conejo en tres érdenes de magnitud,

las cepas humanas no tienen capacidad infectiva en conejo.

4.1.6. Estudio especifico de los genes implicados

En nuestra busqueda del gen responsable de la adaptacién a conejo, seleccionamos
los genes que comentamos en la tabla 4.1.6 para restaurar las cepas, con el fondo de la cepa
de conejo, pero con la versién humana del gen seleccionado. Mediante recombinaciones
con el plasmido pMAD, modificamos uno cada vez, los genes de la cepa de conejo J para que
tuvieran la misma secuencia que las cepas humanas. Dado que la cepa de conejo original
infecta a conejos a una dosis de 300 ufc, si el gen mutado fuese necesario, la cepa seria

incapaz de infectar a la misma dosis que la cepa control.

Una vez obtenidos, se paso a infectar mediante inyecciones intradérmicas en el lomo
de conejos con indculos de 300 ufc. Como control se infectaba la cepaJ original con la misma

cantidad de bacterias.

10 de las 12 mutaciones expuestas en la tabla 4.1.6. generaron lesiones

significativamente distintas en comparacién con la cepa J original. (Figura 4.1.5.)
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Figura 4.1.5.: Comparacion de las infecciones intradérmicas con la cepa asociada en la infeccién a
cada conejo. Se adjunta el p-valor calculado con correccién de Yates de la x? para cada una de las

comparaciones. N=16. Dosis: 300ufc/100pl
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Figura 4.1.5.: Comparacion de las infecciones intradérmicas con la cepa asociada en la infeccidn a
cada conejo. Se adjunta el p-valor calculado con correccidn de Yates de la x? para cada una de las
comparaciones. N=16. Dosis: 300ufc/100p

Unicamente en la quimera con hlb de humano puede identificarse una ligera

tendencia que podria indicar que esta parcialmente implicado en la adaptacion.

Los genes rot y dItB se comportaron de distinta manera, por lo que comentaremos

los resultados mas ampliamente en los siguientes apartados.

4.1.6.1. Rot

Rot es una proteina encargada de regular la expresion de toxinas. La mutacién
encontrada en la cepa de conejo podria esperarse como relevante, puesto que la
modificaciéon de su actuacion normal conllevard multiples cambios metabdlicos en el
conjunto de proteinas reguladas. En el caso de esta mutacién, la cepa de conejo restaurada
perdid parte de la infectividad, tanto en lo que respecta al nUmero de animales infectados

(Figura 4.1.6.) como en la severidad de las lesiones provocadas (Figura 4.1.7.)
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Figura 4.1.6.: A) Porcentaje de lesiones producidas respecto al total de puntos de inoculacion.
N=20. Dosis: 300ufc/100pl. p-valor con correccién de Yates: Jwt/JRot": 0.044, I/IRot": 0,0013
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Figura 4.1.7.: Severidad de las lesiones producidas segun la cepa inoculada. N=20. Dosis:
300ufc/100pl

Para confirmar que la pérdida de infectividad no se debia a un efecto de cepa y sélo
era debida a la modificacion del gen, la infeccién se realizé también en la cepa |, ademas de

con la cepa J (Figura 4.1.6y 4.1.7).

La version de rot que se encontraba en las cepas de conejo producia una parada
inesperada de la transcripciéon de la proteina, modificando la original de 153 a una de 102
residuos. Para elucidar si esta proteina generada era o no funcional procedimos a realizar un

mutante delecional en la cepa de conejo.

Como observamos en la figura 4.1.8., la cepa se comportaba igual que la cepa wt, lo
gue queria decir que la falta de funcién de la proteina en la cepa de conejo es la responsable

del fenotipo observado.

100

80

60 -

20 -

J JArot

Figura 4.1.8.: Pocentaje de infeccidn de la cepa con rot delecionado frente a la cepa original. N=20.
Dosis: 300ufc/100pl. P-valor=1
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Hasta ahora habiamos demostrado que esta mutacion era necesaria para conseguir
una alta eficiencia para infectar conejos, pero queriamos saber si este Unico cambio es capaz
de hacer que una cepa que es incapaz de infectar conejos los infecte. Para conocer el
comportamiento de la cepa, se tomd una cepa humana y se modificé su secuencia de Rot
para convertirla como la de las cepas ST121 de conejo. La cepa humana seleccionada fue la
cepa F al ser la mas cercana en términos evolutivos a las cepas de conejo segun el arbol
filogenético obtenido (Figura 4.1.1.). Como vimos en la figura 4.1.4., las cepas ST121
humanas no son capaces de infectar a un inéculo de 300 ufc, asi que se infectd con indculos
de 10" y 10° bacterias en infecciones de 100 pl en lomo de conejo. Sin embargo, el gen rot
de cepas de conejo no le proporcionaba ventaja, porque en ningln caso se observaron
diferencias significativas entre la cepa humana original y la que codificaba la version humana

de Rot.
4.1.6.2. DItB

DItB esta relacionado con la virulencia puesto que se encarga de modificar con
cargas positivas la pared bacteriana para evitar el reconocimiento de la bacteria por parte
del sistema inmune del hospedador. En este gen, las mutaciones estan localizadas en el
residuo 113, 250 y 405. En las cepas de conejo en estas posiciones se encuentran Lisina,
Histidina y Tirosina, mientras que en las cepas humanas existe una Treonina, una Histidina y

en lugar de la Tirosina existe un codén de parada (Figura 4.1.9.)
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Figura 4.1.9.: Comparativa de la secuencia proteica de los DItB de conejo (J) y humano (F).
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En primer lugar quisimos averiguar si la version de la proteina que se producia en la

cepa de conejo era funcional o no. Para ello, delecionamos el gen dltB en la cepa J. (Figura

4.1.10.) Las infecciones en conejo nos muestran una cepa incapaz de infectar, con lo que

concluimos que la versiéon de DItB de conejo si es funcional.
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Figura 4.1.10.: Porcentaje de lesiones en la cepa que no codifica d/tB con inéculo de 300 ufc.
p-Valor con correccién de Yates: 0. N=20

A la hora de hacer una aproximacion, procedimos a modificar los 3 SNPs de DItB a la

vez en la cepa J: K113T, H250Y, Y405%*, para que la proteina fuese igual a la codificada en las

cepas humanas, y la probamos en infeccidn, al igual que habiamos hecho con el resto de

pseudogenes (Figura 4.1.11.). La pérdida de capacidad infectiva fue total.
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p-Valor con correccién de Yates: 0
Figura 4.1.11.: Porcentaje de infectados con la
cepa de conejo ST121 restaurada en los 3 SNPs
de DItB en comparacion con la cepa original.
N=20. Dosis: 300ufc/100pl
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Para comprender mejor la pérdida de la actividad del gen de la cepa de conejo con
la variante humana de DItB se realizaron comparaciones con la cepa humana, con cantidades
de 10* y 10° bacterias, llegando a la conclusién que la cepa J DItB" (3SNPs) no es capaz de

infectar, al igual que la cepa humana (p-valor:1).

Estos resultados sugerian que la variante de DItB que se encuentra en las cepas de
conejo es necesaria para que se produzca la infeccidn. Era el momento de averiguar si la
version de conejo de DItB era suficiente para conferir infectividad a conejos a una cepa
humana. Para ello, se realizé el mutante complementario en la cepa F, intercambiando la
secuencia de su dItB por el de las cepas de conejo, conviertiéndola en DItB® T113K,

Y250H,*405Y y se repitié el experimento en piel. (Figura 4.1.12.)
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Figura 4.1.12.: Porcentaje de animales infectados con la cepa F con DItB como las cepas de conejo
ST121. N=30. Dosis: 300 ufc/100pl. p-valores con correccion de Yates: F/F DItB¢(3SNPs): 0.0038; J/F
DItB® (3SNPs): 0.0097

Sorprendentemente, la cepa F DItB° 3SNPs era capaz de infectar y producir lesiones
a una dosis tan baja como la cepa de conejo original, confirmando que este gen ademads de
ser necesario, era suficiente para que una cepa ST121 sin ninguna otra adaptacion a conejo
pueda generar lesiéon en este hospedador, haciéndolo un requisito indispensable en la

adaptacion de las cepas humanas para infectar conejos.
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No obstante, la capacidad lesiva de F DItB® 3SNPs no llegaba a ser la de la cepa

original de conejo y no se recuperaban bacterias de la lesidén el mismo niumero de veces que

de la cepa original (Figura 4.1.13.y 4.1.14).
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Figura 4.1.13.: Severidad de las lesiones producidas segun la
cepa inoculada. N=30. Dosis: 300ufc/100l
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0.1205 N=30

Necesitdbamos estudiar ahora cual era el aporte a la infectividad de cada uno de los

3 residuos modificados en las cepas de conejo ST121 en la proteina DItB. Para ello, se

generaron 3 cepas del aislado F en las cuales se modificaron los residuos T113K, Y250H vy

*405Y individualmente. Las comparaciones se realizaron al mismo inéculo, 300 ufc, puesto

gue si alguno de los SNPs era el responsable, originaria un resultado similar, evaluable a esta

cantidad de bacterias (Figura 4.1.14.).
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Figura 4.1.14.: Porcentaje de animales infectados con la cepa F con
las distintas mutaciones en d/tB. N=30. Dosis: 300 ufc/100pl. P-Valor
con correccion de Yates F DItB¢ (3 SNPs)/F DItB T113K: 0,7703
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El resultado de este experimento demostrd que los dos ultimos SNPs no eran los
responsables iniciales del salto de especie y el primer SNP era el que le otorgaba la
infectividad al DItB de conejo (Figura 4.1.14). El estadistico calculado nos indica que la
obtencion de la capacidad infectiva de F DItB¢ 3SNPs reside practicamente de manera

exclusiva en el primer SNP al cambiar de una treonina a una lisina.

F DItB® T113K era capaz de infectar y producir lesién, aunque no siempre se

recuperaban bacterias F DItB T113K de las lesiones al final de cada infeccion (Figura 4.1.15.).
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Figura 4.1.15.: Porcentaje de lesiones de las
cepa F DItB® 3SNPs y F DItB® T113K de las
cuales se pudieron aislar colonias. N=30.
Dosis: 300 ufc/100pul.

Como se observa en la figura, en las infecciones con la cepa F3SNPs se recuperaban
bacterias en el 87.5% de las lesiones al final de la infeccidn, esto sugiere que las otras
modificaciones de DItB en Y250H y *405Y son necesarias para conseguir reforzar la accién
de DItB, llegando a lograr en la cepa humana F DItB® (3SNPs) una infectividad similar a la de

la cepa de conejo J Rot", (p-valor con correccién de Yates: 0.78).

La implicacién de la modificacion de este residuo 113 es tal, que las lesiones
provocadas por F DItB¢ T113K presentaron una histopatologia similar a la de la cepa de
conejo original J. Los abscesos dérmicos producidos evolucionaban hasta alcanzar 2 cm de

diametro el séptimo dia de infeccién (Figura 4.1.16.).
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Figura 4.1.16.: Figura A: evolucidén temporal de las lesiones en piel de conejo segun la cepa (300
ufc). Figura B: secciones transversales de lesiones en piel de conejo y tinciones de las mismas con
hematoxilina eosina, provocadas por la cepa de conejo y por la cepa humana con DItB modificado.
Dia 7 post-infeccion.

En las tinciones con hematoxilina-eosina se visualizaban abscesos formados por

areas de material purulento rodeadas por fibrosis e infiltrado de neutrdfilos principalmente.

Para finalizar, quisimos comprobar que el cambio observado se debia Unicamente a
la accion de nuestra mutacion. A lo largo del proceso de mutagénesis, se somete a la bacteria
a sustancias toxicas como es el X-gal y pasa por varias etapas de crecimiento a distintas
temperaturas (32, 37 y 42°C), que podrian provocar mutaciones no deseadas. Para descartar
la posibilidad de que el cambio que incrementaba la infectividad se hubiera producido
aleatoriamente a lo largo de estos procesos de recombinacién, decidimos revertir la
mutacion de F DItB T113K, como control. El comportamiento de la cepa fue el esperado

para la cepa F original, siendo incapaz de infectar con un indculo de 300 ufc en ningln caso.
4.1.7. Funcion de DItB

El operdn DItABCD tiene como funcidon modificar la pared para equilibrar las cargas

negativas de los acidos teicoicos y lipoteicoicos con el fin de evitar la accidn de las proteinas
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del sistema inmune del hospedador que reconocen las cargas negativas como extrafias. Para
ello, se exportan y unen a la pared D-alaninas; residuos con carga positiva que se unen a los
acidos lipoteicoicos modificando la carga neta exterior de la bacteria. En concreto, DItB es |a
proteina encargada del trasporte transmembrana de la D-alanina (Peschel et al., 1999).
Uniendo esta informacidn con nuestros datos, consideramos que un cambio en la actividad
de la proteina generard un defecto o un exceso de D-alaninas en el exterior de la bacteria,
que daria como resultado una diferencia en la supervivencia de las bacterias a la hora de

enfrentarse al sistema inmune del hospedador.

Para los experimentos decidimos utilizar las cepas de conejo y humana salvajes y las
versiones con d/tB intercambiado de ambas cepas. Usamos también como control, la cepa

de conejo con dItB delecionado.

Para estudiar esta resistencia a los péptidos catidnicos del sistema inmune
enfrentamos a las cepas al péptido nisina, segin se describe en el apartado material y
métodos. Las cepas conformaron 4 grupos significativamente diferentes en el andlisis

estadistico ANOVA (Figura 4.1.17.).
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Figura 4.1.17.: Densidad éptica del cultivo con nisina medida a 600nm a diferentes tiempos de las
diferentes cepas. Se realizé un test ANOVA con correccién de Bonferroni.

Las cepas de conejo J wty J d/tB" presentaban mayor resistencia a la nisina, mientras
gue la cepa de conejo con ditB delecionado no era capaz de sobrevivir en este medio. Las

cepas humanas comenzaban a crecer mas tarde, con diferencias significativas entre la
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original y la cepa con dItB de conejo. Pero, al contrario de lo que esperdbamos, era la cepa

mas parecida a la de conejo la que resistia peor de las dos.

Dado que la accién del operén DItABCD parece estar implicado en la D-alanilacion
de la pared celular, una aproximacidon mas directa del comportamiento de los mutantes es
evaluar la cantidad de D-alaninas incorporadas a la pared celular de la bacteria. Se extrajo la
pared celular de cada cepa y se analizaron las muestras por HPLC. La altura de los picos de
D-alanina se mantuvo constante en todas las muestras (Figura 4.1.18.). No sélo respecto a
D-alaninas, sino que tampoco se localizé ningln cambio que estuviera relacionado con DItB

respecto a la composicion aminoacidica global (Figura 4.1.18.).

J J DItB" 3SNPs A DItB

J ADItB F

F DItB€ 3SNPs
Figura 4.1.18.: Curvas resultantes de HPLC de los aminoacidos unidos a la pared de las cepas de
conejo y humanas

Si DItB estuviese implicado en la modificacion de la pared celular, podriamos
localizar diferencias si estudiamos la composicidon de esa pared en los distintos mutantes

mediante UHPLC.
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El patrén de las curvas es similar en todos los casos, identificAndose Unicamente un
pico a los 4:30 minutos que se eleva en el caso de las dos cepas humanas, por tanto no

relacionado con la actividad de DItB (Figura 4.1.19.).
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Figura 4.1.19.: Curvas resultantes de HPLC del muropéptido de las cepas de conejo y humanas.

Podemos concluir asi que no se encuentran diferencias en la composicién del

muropéptido debido a la alteracidn de la proteina DItB.

DItB es una proteina de membrana. Mediante una prediccion de su topologia
realizada con el método TMHMM, se comprobd que la proteina traspasa la membrana 10
veces. Las 3 mutaciones encontradas en las cepas de conejo ST121 se localizan en la region

mas extracelular de la proteina (Figura 4.1.20.).
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Figura 4.1.20.: Estructura prevista para la proteina DItB. En rojo se marcan las mutaciones
encontradas en la proteina de las cepas de conejo ST121.

Para comprobar si DItB interferia con otros componentes de la pared celular que le
pudieran ayudar en el proceso infectivo, realizamos un anadlisis de las proteinas de la
superficie, que nos indicaria si existe alguna diferencia en la cantidad de proteinas unidas a
la membrana. Este experimento se realizd mediante una electroforesis SDS-PAGE (Figura

4.1.21.).
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Figura 4.1.21.: Electroforesis de las proteinas de membrana desnaturalizadas con SDS en gel de
acrilamida.
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Aunque existen bandas caracteristicas de las cepas segun el hospedador del que
provengan, no se observan diferencias que estén relacionadas con la copia de d/tB que se

codifique.

Por otra parte, debido a su localizacién, DItB podria interactuar con los componentes
de sistema inmune innato, justificando que diferentes DItB sean necesarios para la bacteria
segun el hospedador a infectar. Por este motivo decidimos realizar un experimento que
tuviera en cuenta la interaccidn de las bacterias con el sistema inmune innato, emulando las
condiciones a las que las bacterias se tienen que enfrentar en una infeccidn real en conejo.
Para ello, Ilevamos a cabo un experimento haciendo crecer las bacterias en sangre entera de
conejo y sembrandolas en placa a las 2 horas, puesto que en experimentos preliminares
constatamos que es el tiempo en el que mayor mortalidad de células se visualiza. Para ello
se emplearon las cepas de conejo y humana salvajes y las versiones con d/tB intercambiado
de ambas cepas. Usamos también como control, la cepa de conejo con d/tB delecionado

(Figura 4.1.22.).
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Figura 4.1.22.: Porcentaje de supc: viveiuia €N sangre entera de conejo medida & us « 11ur S POSt-
desafio.

En los resultados del test ANOVA se obtiene que los datos se relinen en tres grupos.
Una vez mas, la cepa con d/tB delecionado no es capaz de sobrevivir. A pesar de que F d/tB¢
3SNPs se comporta significativamente diferente a la cepa F original, su porcentaje de

supervivencia es mucho menor que el de la cepa de conejo. Es mas, la cepa J con d/tB
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humano no presenta diferencias con la cepa de conejo original. Todo esto indica que la

supervivencia en sangre no estd relacionada con la proteina DItB que se codifica.

Desgraciadamente, no encontramos una funcion de DItB que explicara el efecto de
la mutacién de d/tB en la infeccién en piel. Por ello, consideramos que DItB debe tener otra

funcidn alternativa que interviene en este caso.
4.1.8. Importancia de DItB en el reino Bacteria
4.1.8.1. DItB en otros MLST

Como ya hemos demostrado, el complejo clonal ST121 es capaz de cambiar de
hospedador mediante un cambio en d/tB. En este momento podemos plantearnos la

hipétesis de que en otros STs de S. aureus haya ocurrido lo mismo.

Un analisis filogenético de cepas de S. aureus basado en las secuencias de los genes
gue se secuencian para identificar el MLST produce un drbol sin raiz que presenta cepas de
conejo en todas sus ramas principales (Figura 4.1.23.). Esto indica que la evolucién de S.
aureus al nuevo hospedador cunicola ocurrid varias veces, que podemos suponer en eventos

evolutivos desde humano a conejo.
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Figura 4.1.23.: Filogenia bayesiana de la especie S. aureus reconstruida
utilizando la secuencia de 5 locus MLST no recombinantes. El arbol se
calculé con 108 STs representantes de todo tipo de hospedadores.
Sefialados en rojo estan los STs o complejos clonales (CC) que tienen
representantes en conejo y humanos.

Como esta indicado en el arbol, ademds del ST121, existen otros ST de S. aureus (ST1,

ST8, ST9, ST45, ST96, ST133 y ST398) que se aislan tanto de conejo como de humanos. De
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estas cepas se secuenciaron sus d/tB y se compararon con las secuencias de d/tB de otros

MLST y otros origenes, no sélo de humanos sino también de rumiantesy aves (figura 4.1.24.).
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Figura 4.1.24.: Alineacién de la secuencia aminoacidica de los DItB de cepas de S. aureus con
distinto hospedador realizada en el programa Praline.

De las 445 cepas humanas examinadas sélo 8 d/tB tenian una o mas mutaciones no
sindnimas. Esto representa un 1,8% del total. Sin embargo, de las 39 cepas de conejo, el
100% contenian una o mas mutaciones no sindnimas. Esta diferencia indica que las cepas de
conejo se han adaptado a este hospedador mediante la mutacion de d/tB y esto ha ocurrido

en multiples ocasiones, presentando adaptaciones ortdlogas que muestran convergencia
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evolutiva en dItB. Esta hipdtesis se refuerza mas aun por el hecho de que las secuencias de
d/tB dentro de un mismo tipo de secuencia también pueden ser diferentes, como en el caso
de la ST1y ST398, indicando al menos 2 saltos de hospedador diferentes del mismo tipo de

secuencia (tabla 4.1.7.).

Tabla 4.1.7.: Polimorfismos no sinénimos en DItB de conejo en comparacién con DItB de las cepas
aisladas de humanos. En negrita los residuos que tienen polimorfismo en mas de un clon.

Complejo clonal (CC) Tipo de secuencia (ST) Polimorfismos no sinénimos
1 12277, G401D
1 1 12T, *405Q
2780 12T, *405Q
8 1227S, *405Q
8 407 H121Q, 1227T, *405Q
879 H121Q, 1227T, *405Q
9 9 G401D
45 45 V61G, Y346S
96 96 K402R, *405Q
121 121 T113K, Y250H, *405Y
133 133 Q231R, Y247H, Y346H, G401D
398 *405Q
398 398 Y346C

Asi, como apuntabamos en el apartado anterior, otro dato a destacar es que la
mayoria de las mutaciones de d/tB, no sélo en ST121 sino en todos los STs, estdn, segln la
prediccién in silico de la molécula, ubicadas en la regidn de la proteina que se localiza hacia
el exterior (Figura 4.1.25.). Esta porcidn de la proteina estara mas expuesta a la accién de las

moléculas del hospedador y por tanto sometida a mayor presidn de seleccion.

Extracelular
B
® ®@E0®
o [CoE" o™® CU00) o®
@0 ©00% 0CY 1503 00%) 0GCL,
e o®® o®®
1003 0000 &0 00)
U000 loeY 0000 @© 50y Qep 008
Cep 100Y 0G0) 603 @D
0000 0 0 8 ] 0
OPEEOAO @ @ & HEEEAEOO®
©) () @
® @ @
® &) 6
@ © 6
3 3
0 ®
Citoplasma

Figura 4.1.25.: Estructura prevista para la proteina DItB. En rojo se marcan las mutaciones
encontradas en la proteina de las cepas de conejo ST121. En verde estdn marcadas las que se
encuentran modificadas en los otros STs que también se aislan de conejo.

81



Resultados

Esta diversidad alélica de d/tB no se encuentra en otros genes como podria ser rot,
gue, excepto en el caso de ST121, en el resto de STs se encuentra conservado como en las
cepas humanas; o hlb, que en la mayoria de las cepas de conejo con otros ST estd
interrumpido por el bacteriéfago con integrasa tipo 3. Esta conservacion de genes entre

hospedadores indica que no son necesarios en el primer paso de la adaptacién a conejo.

4.1.8.2. DItB en otras especies bacterianas

Siguiendo con la comparativa, DItB no sdlo participa en la adaptacién de S. aureus,
sino que en distintas especies bacterianas también representa un gran papel en el cambio
de hospedador, presentando variantes segun en cual se encuentre. Existen 2 subtipos de
Bacillus amyloliquefaciens que estan adaptados a dos medios diferentes: FZB42 vive en las
raices de la planta, mientras que DSM7 esta adaptado a vivir en el suelo. La version de DItB
de la cepa de suelo, DSM7, presenta mutaciones sinénimas y estd alargado en un residuo

mas de Histidina respecto a la cepa de las raices FZB42 (Figura 4.1.26.).
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Figura 4.1.26.: Comparativa de la secuencia aminoacidica de DItB entre los 2 subtipos de Bacillus
amyloliquefaciens
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Encontramos otro ejemplo en el caso de Streptococcus pneumoniae, donde varias
cepas humanas no relacionadas entre ellas, tras sufrir una presién selectiva y adaptarse a
nuevas condiciones después del uso de vacunas en humanos presentan todas una secuencia

proteica de DItB alargada en varios residuos (Figura 4.1.27.).
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Figura 4.1.27.: Comparativa de la secuencia aminoacidica de DItB entre 4 subtipos de Streptococcus
pneumoniae
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Teniendo en cuenta tanto nuestros datos como éstos, podemos suponer que las
variantes alélicas de DItB juegan un papel potencialmente importante en la adaptacién a

nichos ambientales o especificos de hospedador.
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4.2 Adaptacion de S. aureus in vivo a un nuevo hospedador
4.2.1. Evolucion forzada de cepas humanas

Segun el primer apartado de esta tesis podriamos hipotetizar que para comenzar a
adaptarse a un nuevo hospedador los cambios que comienzan ocurriendo son pequefios. En
el caso de S. aureus ST121, las cepas ya se encontraban adaptadas y hemos inferido los
cambios originales necesarios para el cambio de hospedador mediante la secuenciacion. Sin
embargo, puede realizarse otra aproximacion mediante un experimento en el que se fuerce
a una cepa a adaptarse a un nuevo hospedador para estudiar de primera mano lo que ocurre

en estos primeros estadios.

Nos propusimos infectar la glandula mamaria de ovejas con cepas humanas, con el
fin de conocer qué cambios gendmicos ocurren al inicio del proceso de adaptacidn. Asi
mismo, esperabamos conocer cual era el papel de los EGMs en esos estadios iniciales puesto
gue al contrario que en las cepas de conejo, en las cepas de oveja si que se suelen encontrar
EGMs (Guinane et al., 2010), asi que nos propusimos también estudiar su movilizacidn,

seleccidn y fijacién en las cepas.

Las cepas humanas utilizadas fueron CH3657, que pertenece al ST8 y N315 del ST5.
Las cepas ovinas fueron DS74, DS83 y ED133 (Guinane et al., 2010) y pertenecian todas al
ST133. Estas Ultimas codificaban los bacteriéfagos dSaovl, dpSaov2 y dpSaov3 vy las islas
SaPlov1 y SaPlov2. Estos EGMs podrian movilizarse y servirian para transferirse a las cepas

humanas y ayudarles a establecer la infeccién en este nuevo hospedador.

Las ovejas se infectaron en mama a través del pezdn. Al comienzo del estudio se
tomaron por cada cepa humana 6 ovejas recién paridas, productoras de leche y sin
infecciones en las glandulas mamarias y se inocularon con una dosis de 400 ufc/ml en 1ml
de PBS estéril. Para propiciar una movilizacién de los EGMs a las cepas humanas, todas las
ovejas convivieron en el mismo parque junto con otras ovejas infectadas con cepas de S.
aureus ovinas del mismo modo, que actuaron como potenciales donadoras de EGM. Otras
cepas donadoras podrian ser los S. aureus que se encontraban en las fosas nasales de las
ovejas portadoras. La infeccidn se prolongd hasta 60 dias, que es el tiempo en el que los

corderos empiezan a dejar de mamar y las ovejas proceden a su secado.

Se llevaron a cabo infecciones consecutivas en distintas ovejas con la intencién de

gue cada cepa se adaptara, no sélo a las caracteristicas de un animal sino a las caracteristicas
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de la especie en conjunto. Por eso, en las siguientes rondas de infeccidén se seleccionaron

nuevas ovejas para proseguir la infeccién en ellas. Seglin la necesidad o dificultad de

mantener la linea evolutiva, por cada oveja que superé los 30 dias de infeccion anterior, se

infectaron entre 2 y 7 ovejas nuevas. Las bacterias utilizadas fueron las obtenidas al final de

la infeccidn previa. Esta infeccion continuada se mantuvo durante 7 infecciones

. 4931
kX
2447
4601
, 38625 [ET20Y
56163
\ 56659
. 27297
| 2420
| 3147
4917
N2 <220 |
0791
4687
| 3111
| 6609 [ 57544
7085
| 4965
| 38619 — 3126
| 2479
\
IPTIYRAN o 675
CH3657 \ 38578 £ [3TTS
9508
1128
, 6639 ([
19280
\
P 6115
| 4493
| 2015 NIETYERSTTY
38764
. 1706
| 38765
SRR 3439
| 2025
. 4912
| 9115

w
~
©
©
w

\ 38616 | kil
3172

3312

38639
9379

3157

- 9912

- 1762

- 2379

87753

- 18760

N
©
o
<

19292

- 65789

- 12042

65717
57584

consecutivas, compartiendo parque con las
ovejas donadoras. En todos los casos,
incluso en las cepas mas evolucionadas, las
infecciones por parte de las cepas humanas
fueron subclinicas.

Tras estas infecciones, las cepas obtenidas
al final habian vivido y evolucionado en 7

hospedadores diferentes.

/3179

) 0819

=3
~
]
=]
©
N
-]
©
~

9474 84076 11}

| 0889
—— 40792
7259
Tora P25
. 4932
a2 56193
2184 (GRS 100
2158y
270
5991 98821 pommmn
3664
BN 0598
1287
e 56139
7234
N31
a5 Lasior [
5798 (—FELLE]
0371 [
0871 02752
\ — 56272
| | 2398 <
| — S -04511 EELT

‘ . 1758

138660 05797 <—

43757

2013
19040
- 4925 - 7262
S — m , 9281 26486
8411
19275

' 0838 ,04503 -

' 68096

1
1

SDREER— 1128 — 45197 19280

Figura 4.2.1.: Arbol de los pases ocurridos en oveja para las cepas humanas y ED133. Cada recuadro
representa una oveja. Los recuadros verdes representan los clones secuenciados. Los rojos las

oveias infectadas aue no llegaron a mantener la infeccién 30 dias.
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Por desgracia, en algunos casos las bacterias no eran capaces de mantenerse en infeccidn
(Figura 4.2.1.).

4.2.2. Modificaciones sufridas durante la evolucién

Para confirmar que las cepas humanas en infeccién de oveja estaban sufriendo una
presidn de seleccion, procedimos a establecer cultivos por separado de las cepas humanas
CH3657 y N315 y de la cepa ovina ED133, refrescando el medio de cultivo cada 12 horas. Las
mutaciones que encontrariamos en las cepas con crecimiento en el laboratorio deberian ser

distintas a las que se encontraran en las cepas procedentes de la infeccidn en oveja.

Con la intencién de sefialar los cambios ocurridos a lo largo del proceso adaptativo,
se procedié a la secuenciacion de las bacterias (Tabla 4.2.1.). Se seleccionaron para la
secuenciacién las cepas originales de las que se partié en el experimento para compararlas
con las evolucionadas en oveja. Como representantes de éstas ultimas, fueron secuenciadas
completamente cinco cepas CH3657 y cuatro cepas N315 aisladas de la leche de las ovejas
infectadas. La seleccidn de estas cepas se realizd en base a que hubieran vivido en la cisterna

del mayor nimero de ovejas.

Para comparar la tasa de cambio que se produce en S. aureus al estar en ese medio,
se secuencid una cepa ovina con la que se habia infectado a tres ovejas donadoras
consecutivamente (OV2023) y se comparé con la secuencia de esa misma cepa al inicio del
estudio (OV3). Por ultimo, para ver cémo los cambios sufridos durante el crecimiento en
laboratorio se fijan en la poblacidn, se seleccionaron los tres cultivos que mas tiempo

estuvieron dandose pases en el laboratorio, un cultivo de la cepa N315 y dos de la CH3657.

Tabla 4.2.1.: Cepas secuenciadas en este estudio.

Stock OV | Cepa | Oveja Dlas.de Numero de. Numerc.: de Lugar de crecimiento
cultivo | pases en oveja generaciones

0OV1903 | CH3657 | 88596 395 6 43754 Cepa humana en oveja
0V1918 | CH3657 | 18864 340 5 37662 Cepa humana en oveja
0OV1933 | CH3657| 20112 323 5 35778 Cepa humana en oveja
0V1928 | CH3657 | 19136 364 6 40320 Cepa humana en oveja
0OV1953 | CH3657 | 19292 338 5 37440 Cepa humana en oveja
0OV1978 | N315 |92697 331 7 23832 Cepa humana en oveja
0OV1983 | N315 |40792 378 7 27216 Cepa humana en oveja
0OV1988 | N315 270 402 7 28944 Cepa humana en oveja
0OV1993 | N315 |23901 333 6 23976 Cepa humana en oveja
0OV2023 | ED133 | 19280 223 2 - Cepa ovina en oveja
0OVv2081 | CH3657 121 - 5140 Cultivo en laboratorio
0OV2086 | CH3657 120 - 5097 Cultivo en laboratorio
0OV2077 | N315 120 - 5097 Cultivo en laboratorio
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Tabla 4.2.1.: Cepas secuenciadas en este estudio.

Stock OV | Cepa | Oveja Dlas.de Numero de. Numer? de Lugar de crecimiento
cultivo | pases en oveja generaciones
ovi N315 0 0 0 Cepa original
ov2 CH3657 0 0 0 Cepa original
ov3 ED133 0 0 0 Cepa original

Las mutaciones que se observaron se pueden diferenciar en pequefios cambios
(SNPs) o modificaciones mas substanciales del genoma en forma de indels y grandes
deleciones. Comenzando por las grandes modificaciones, hay algunas de las deleciones que
se refieren a la excisién de bacteriéfagos completos, aunque no hay involucradas islas en

ninguna de las cepas.

En el caso de las lineas evolutivas de CH3657, 4 de las 5 cepas evolucionadas en oveja
perdieron el $11 (Tabla 4.2.2.). OV1903 perdié también el $13, siendo la que mas cantidad
de secuencia perdié. La cepa OV1928 perdié ademads una region de 28 Kb en la que se
codificaban los operones SplAF y EpiAD. Adicionalmente la cepa OV1933 perdié un regulador
de resistencia a bacitracina y una permeasa. La cepa OV1953 por su parte, mantuvo todos

sus fagos.

Indels y grandes deleciones
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Figura 4.2.2.: Grandes cambios en el genoma presentes en las cepas secuenciadas. El orden exacto
en el que han ocurrido los cambios dentro de cada rama no se conoce.

En lo relativo a los SNPs la cepa que mds cambios puntuales presenté fue OV1928,

en la que 9 de los 10 SNPs que presenta afectan a la traduccidn de alguna proteina, siendo
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el otro SNP intergénico. Entre los genes afectados estd el gen rpsH, la hialuronato liasa,

relacionada con virulencia, el enzima Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, relacionado

con la glucdlisis y la “tape measure-protein” del bacteriéfago 13. Esta modificacidon también

la presentaron las cepas OV1933 y OV1918. La cepa OV1953 sdlo presentd dos SNPs que

modificaban el gen essB y la proteina C. Sélo en el caso de la cepa OV1903 hay un SNP que

produce un cododn de parada. Otro de sus SNPs afecta al gen de metabolismo ispD.

Tabla 4.2.2.: Modificaciones sufridas en las cepas CH3657 evolucionadas

Posicion

0Vv2086
0V2081
0Vv1953
0oVv1933
0ov1918
0Vv1903

Gen/Locus

Producto

Funcion

98945

o |Nt. Previo

> | ovi92s

ISAOUHSC_00092

Proteina hipotética

ITranscripcion

120749

>
)

ISAOUHSC_00115

Proteina de biosintesis
de polisacéarido de la
capsula

Superficie,
\virulencia

245287

ispD

proceso biosintético de
isoprenoides

Metabolismo

280449

ISAOUHSC_00261

Proteina hipotética,
contiene el dominio a
IT7SS_EssB, asociado
con secrecién tipo VII

464931

ISAOUHSC_00463

Proteina hipotética

568990

ISAOUHSC_00560

Proteina hipotética

Desconocido

588150

ISAOUHSC_00586

Proteina hipotética

Desconocido

706223

ISAOUHSC_00723

Proteina hipotética,
lenzima de unién de
corismato, para-
laminobenzoato
sintetasa

SNPs

721884

ISAOUHSC_00736

Proteina hipotética,
contiene el dominio
catalitico de la

diacylglycerol kinasa

778092

ISAOUHSC_00795

Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa

Metabolismo

1550169

ISAOUHSC_01628

Proteina hipotética

Desconocido

1727352

ISAOUHSC_01821

2045511

2095322

ISAOUHSC_02264

Proteina hipotética,
Metilasa de ADN
lespecifica de Adenina
(Replicacion de ADN,
recombinacion y
reparacion)

Proteina de medicidn
de la longitud de la cola
del fago 13

Gen regulador
laccesorio de la
proteina C

Regulacién de
la virulencia

2286918

ISAOUHSC_02463

Hialuronato liasa,
factor de virulencia

\Virulencia

2311214

rpsH

Proteina Ac Ribosémica
S8

624931

Indels

DEL

ISAOUHSC_00634

Proteina
transportadora ABC de
unién a sustrato

[Transporte
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Tabla 4.2.2.: Modificaciones sufridas en las cepas CH3657 evolucionadas

L ot |m om0 |m
3|88 |a|a |2 |a S
Posicién | £ (8 (8 (o [d o [ |o Gen/Locus Efecto Producto Funcion
1> (> (22|22 (2
g O|O|O|O|O|O O
Proteina hipotética,
Sistema de dos
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652687 * [- |- |- [- |- - |sAOUHSC_00665 [c2MPiode (OmpR,
pauta regulador de la
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2 @ resistencia de
[a) N
2 bacitracina
Insercion de Proteina hipotética,
658823 * |- |- |- v |- [- [- [SAOUHSC_00670 , transportador [Transporte
P4 codén . L
inorganico
Cambio de Permeasa
13236120 * |- |- [- |- = [- |- [SAOUHSC_01379 transportadora de [Transporte
a pauta ) -
oligopéptidos
1831000- T 2 oL SAOUHSC_01924- |Delecidn (28 [Proteasas séricas
1859000 o 1953 kb) SplA/F y EpiA/D
wv
Q
S |11923000- SAOUHSC-2014-  [Delecidn (44 )
0 * @l a (- o | @ T Bacteriofago 11
S 11967000 &8 &8 [8]|8 02090 kb) acteriolago
o
3 Bacteriofago 13
- (contiene
[ =
© |2032000- . | SAOUHSC-2164-  |Delecidn (43 [estafilokinasa,
© 2075000 02239 kb) hidrolasa del
o o péptidoglicano e
a o .
hidrolasa)

Por lo que respecta a la N315 (Tabla 4.2.3.), la linea en la que mas modificaciones se
han seleccionado fue la de OV1993, con la mayor delecidon de N315, de 8 Kb. También es la
gue mas SNPs no sindnimos presenta, entre ellos la de la B-subunidad de la RNA polimerasa.
0V1983 presenta pequefias deleciones en fnbB y en vraS. OV1978 y OV1988 son casos
curiosos, puesto que no presentan ninguna deleciéon. OV1978 sélo tiene 4 SNPs; dos son
codones de stop y 2 son cambios de residuo, pero todos ocurren en proteinas sin funcién
conocida. OV1988 es la cepa que menos cambios presenta de todas; sélo 2 SNPs afectan a
proteina: uno sobre una proteina hipotética y otro a la resolvasa de unién tipo Holliday,

encargada de procesos recombinatorios y reparacion de dafio del ADN.

Tabla 4.2.3.: Modificaciones sufridas en las cepas N315 evolucionadas

o
IR (2|98
sl ololg|l &l
2N | A [ 33|«

Posici6 sSis>s 21> > 2 .
osicion | 5 |6 | O | & | & | O | Gen/Locus | Efecto | Producto Funcién
580166 | C - T - - - rpoB N.o . B-sybunldad de a ARN Transcripcion
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No
758669 | G - - T T T SA0664 N Proteina hipotética Transporte
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& Separacién
2 correcta de
© los
N Resol d ion ti
1486091 | A - - G - G recU .o . esc? vasa de union tipo cromosomas
sinonimo | Holliday L
y reparacién
de dafio en
ADN
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Tabla 4.2.3.: Modificaciones sufridas en las cepas N315 evolucionadas

o
IR R 2|08
st |lo|loa gl &
(N g|gd|g |3
Posicién | 5 8 (=] 8 8 O | Gen/Locus | Efecto | Producto Funcién
Sensor de membrana de
, , , , No la transduccidn de sefial
1948268 | A - - - T - vraS L )
sinonimo | de fosfotransferencia del
sistema VraRS
2035898 | G - - - T - SA1790 Stop Proteina hipotética Desconocida
. N Transporte
h h hiphil
2320771 |G |- |A |- |- |- [sA2056 No ydrophobic/amphiphilic | oo e
sinonimo | exporter-1, HAE1 family
de drogas)
4 No
2 2575229 | A - - - G - SA2292 N Proteina hipotética Desconocida
»n sinonimo
. Transporte
E I
2626125 |C |- |A |- |- |- |sA2339 No xportador putativo dela |
sinonimo | superfamilia de la RND
de drogas)
. . , . , Proteina hipotética (con
2743605 | G - - SA2439 Stop médulo GA)
, . Transporte,
2751067 |G |- [T |- |- |- |sA2444 No | Proteinaaccesoriade superficie,
sinonimo | secrecion Asp2 . .
virulencia
1473472 | * - DEL | '- - - SA1271 Sl Treonina deshidratasa Metabolismo
de pauta
Sensor de membrana de
Cambio la transduccidn de sefial
1 12| * " " " "
K] 9477 DEL vras de pauta | de fosfotransferencia del
% sistema VraRS
£ Cambio
de coddén . L
2568567 | * " " " DEL | - fnbB > P.rotelnas.de union de
L, fibronectina
delecion
de coddn
@ § Regidn rica en Ser-Asp de
T 0o 605000- |, " DEL | - " " SA0519- Delecién | union a fibrindgeno,
© E 613000 SA0521 (8 kb) proteina de union a la
O % sialoproteina de hueso

Como dato destacable sélo las cepas de CH3657 perdieron bacteriéfagos completos
en casi todos los casos, pero ninguna cepa de los dos grupos perdid islas. A pesar de que en
un principio habiamos supuesto como mas importante la participacién de los EGMs vy
esperabamos una transferencia mas rapida, las cepas ovinas estan tan adaptadas que en el
caso de coexistir en mama no habia tiempo de que la cepa humana pudiera captar el
bacteridfago o la isla para hacer frente a la ovina y la cepa humana se perdia rdpidamente.
Esta pérdida de EGMs de las cepas humanas, no obstante, podria ser un primer paso en la

adaptacion.

En las 3 cepas evolucionadas en laboratorio, tanto CH3657 como N315, |la cantidad
de SNPs fue mucho mayor que en las que crecieron en oveja, a pesar de que estuvieron
creciendo entre la mitad y un tercio de dias en comparacion con las que estuvieron
infectando oveja (Figura 4.2.3.). Esto confirma que el crecimiento en oveja supone una

presion de seleccidn, permitiendo sélo la aparicion de las mutaciones beneficiosas.
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Figura 4.2.3.: Polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs) presentes en las cepas secuenciadas. El
orden exacto en el que han ocurrido los cambios no se conoce.

Ademas de los cambios que se observaron a nivel de secuencia, a simple vista ya se
observaron modificaciones respecto a las cepas originales. Las bacterias de la cepa CH3657
sufrieron cambios fenotipicos respecto a la coloracién de las colonias y de la hemdlisis
producida por las mismas. Una de las lineas evolucionadas de CH3657 (oveja 19136) habia
perdido parte de la coloraciéon amarilla y no era hemolitica. La otra linea evolutiva de CH3657
(oveja 19292) presentaba menos hemdlisis, pero no cambid su coloracidn. Los motivos de
las modificaciones deben ser distintos pues no comparten ninguna mutacién entre ambas
cepas. En el caso de las bacterias de N315 no se podia diferenciar ningin cambio ni de

apariencia ni en hemdlisis. (Figuras 4.2.4.y 4.2.5.)
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Figura 4.2.4.: ED133 como comparacién CH3657 Figura 4.2.5.: N315 y 3 réplicas de las cepas
y 3 réplicas de las cepas evolucionadas de las evolucionadas de las ovejas 40792 (izquierda) y
ovejas 19292 (izquierda) y 19136 (derecha) 19275 (derecha)

4.2.3. Competicidn bacterias originales vs. evolucionadas

Para comprobar si los cambios sufridos durante la evolucion en oveja habian
supuesto una ventaja adaptativa para las cepas humanas, realizamos coinfecciones con la
cepa humana original y las cepas humanas evolucionadas (1000 ufc). Para identificar las
cepas interfiriendo lo minimo con su metabolismo, procedimos a introducir un sitio de corte
en la regidn no codificante de un pseudogen: para CH3657 modificamos la parte final de vwb
cromosémico y en el caso de N315, la regién final de arlR. De esta manera, en cada toma de
muestras se tomaban al menos 10 ufc para realizar PCR y digestion de la zona modificada,

para identificar el porcentaje de bacterias de uno u otro tipo que se encontraban presentes.

Las bacterias aisladas de las ovejas que se utilizaron en las coinfecciones se
seleccionaron en base a poseer mayor distancia evolutiva, proviniendo de lineas

diferenciadas desde la primera infeccion.
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En todos los casos las infecciones fueron subclinicas. Las ovejas presentaron
rapidamente sdlo una de las dos bacterias. Asi, los resultados estdn expresados en ovejas

infectadas sdlo con un tipo de bacteria.

De las cepas de N315, las bacterias evolucionadas de la oveja 19275 son
significativamente mas resistentes al nuevo hospedador si consideramos una probabilidad
del 10%. Por su parte, en CH3657 la cepa 19136 es significativamente mas eficiente para
infectar a las ovejas con su genoma evolucionado (Tabla 4.2.4.). Esto demuestra una

verdadera adaptacién obtenida experimentalmente in vivo.

Las bacterias de 19292 asi mismo, presentaban esa tendencia también, aunque no

significativa (Tabla 4.2.4.).

Tabla 4.2.4: Ovejas que permanecieron infectadas sélo
con un tipo de bacterias N=20 p-valor(19292)= 0,5224,
p-valor(19136)= 0,0157, p-valor(19275)= 0,0974
. Bacterias Bacterias
Oveja . . .
originales evolucionadas
19292 7 13
i3 19136 2 18
o
5 6115 10 10
88596 10 10
1 40792 10 10
2 19275 4 16

4.2.4 Competicidn bacterias no evolucionadas.

Como hemos comentado previamente, en el resultado de estas coinfecciones
esperabamos ver que las bacterias que estuvieron creciendo en oveja pero que no hubieran
adquirido caracteristicas adaptativas convivieran junto con las originales al no haber
desarrollado capacidad para diferenciarse fenotipicamente. Sin embargo, cualquiera de los
dos tipos de bacterias se apoderd rdpidamente del medio, aln en los casos de 6115, 88596
y 40792, donde el numero de ovejas que quedaban infectadas Unicamente con la cepa
evolucionada era igual al nimero de ovejas que quedaban infectadas exclusivamente con la
original. Podiamos intuir que la implantacién de una de las cepas se debia Unicamente a
procesos aleatorios, si suponemos que estas cepas no habian adquirido caracteristicas
beneficiosas. Estos cambios podrian modificar la actividad del ADN y aunque no sean
modificaciones de secuencia, puedan ser heredables. Dichos cambios se denominan

epigenéticos.
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Si esto es cierto, dentro de un mismo indculo, las bacterias descendientes de al
menos una de las bacterias colonizadoras se apoderardan por completo del medio,
implantandose y excluyendo al resto. Introduciendo el sitio de corte EcoRl en el pseudogen
vwb modificamos de manera practicamente imperceptible la cepa CH3657 para comprobar
si en una infeccién con dos cepas virtualmente iguales una de ellas se acaba implantando
exclusivamente en el medio. A estas dos cepas, que no habian infectado nunca a ovejas, se

les hizo competir en ese nuevo medio, la glandula mamaria de oveja.

3 de las 21 ovejas se definieron ya el primer dia, manteniendo esa dominancia hasta
el final de la infeccién. El dia 7 ya encontramos 12 ovejas definidas. Sélo en un caso se
mantuvieron las dos cepas coinfectando durante largo tiempo, pero finalmente ocurrid la

dominancia el dia 42 (Figura 4.2.6)
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Figura 4.2.6.: Porcentaje de aislados exclusivos en las ovejas coinfectadas. N= 20 p-valor: 0.7506
La cantidad de ovejas que se mantuvieron infectadas con una y otra cepa no es
significativamente distinta, lo que concuerda puesto que las dos cepas son practicamente la

misma.

Con este resultado confirmamos que las bacterias que se establecen en una
infeccidn son seleccionadas desde el momento de la inoculacidn para acabar infectando sélo

con una de las variantes infectadas
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5. Discusién

5.1.IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DEL GEN IMPLICADO EN ADAPTACION A CONEJOS

La transferencia zoonética de patdgenos bacterianos por contacto representa un riesgo
importante para la salud publica. De particular importancia son los patdgenos potenciales que
muestran resistencias a tratamientos antimicrobianos utilizados en humanos como es el caso de
S. aureus (de Boer et al., 2009, Garcia-Alvarez et al., 2011). MRSA ya se ha hecho comun entre
animales y uno de los tipos de secuencia que lo presentan, el ST398, ha llamado la atencidn
debido a la alta transmisibilidad entre ganado y humanos. Incluso se han presentado casos de
resistencia a vancomicina en cepas obtenidas de ganado bovino (Guinane et al., 2008). El riesgo
gue supone la existencia de reservorios de Staphylococcus aureus resistentes a este tipo de
antibidticos en animales (Sung & Lindsay, 2007) remarca la necesidad de comprender la
dinamica basal mediante la cual S. aureus es capaz de comenzar a infectar de manera
interespecifica (Shepheard et al., 2013). Con esta idea en mente fue con la que decidimos

comenzar el estudio objeto de esta tesis.

Por otra parte, la industria cunicola estd muy arraigada en los paises del sur del
mediterraneo, como son ltalia, Francia, Bélgica y Espafia en los que anualmente se producen
5.71 kg, 2’76 kg, 2’73 kg, y 2’61 kg de carne de conejo por habitante al afio respectivamente
(Lebas, 1997). S. aureus es el patégeno mas comunmente aislado en lesiones de conejo en
cualquiera de esos paises, en concreto el clon ST121. Asi mismo, se ha informado de casos en
los que este clon se ha aislado de humanos, donde se encuentra en fosas nasales de personas
de todo el mundo y se puede ver asociado tanto con infecciones de piel superficiales como con
infecciones de larga duracién (Kurt et al., 2013). La industrializacion de la cria del conejo y los
casos en humanos van a la par temporalmente. De hecho, cada vez mas se presentan casos de
ST121 en humanos, teniendo presencia propia como grupo en aislados de individuos sanos
(Melles et al., 2004). En concreto, este clon suele presentarse como MSSA, pero tiene la
posibilidad de adquirir la toxina PVLYy eta, con lo que hay que prestarle especial atencion (Chen
et al., 2010). Existen clones de S. aureus que han sido relacionados como patdgenos de otras
especies animales y se ha identificado que la responsabilidad de dicha adaptacién recaia en los
EGMs, en concreto en las islas de patogenicidad. (Guinane et al., 2010, Lowder et al., 2009, Viana
et al., 2010). Nos parecid necesario en este punto conocer a qué se debia la relacion con el

conejo y cudles eran los motivos genéticos subyacentes responsables de dicha adaptacion.
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Analisis de los EGM segun las proteinas patdgenas que codifiquen.

En el sistema hospitalario, en cuanto a la identificacidn de S. aureus, los patégenos se
clasifican segun las resistencias que presentan y se testan en base a los genes que proporcionan
estas resistencias. Los EGM codifican estos genes de manera habitual, pues son los que les
proporcionan caracteristicas beneficiosas para su persistencia y expansién, ya que aumentan la
capacidad infectiva de la bacteria. La identificacidn rutinaria en los hospitales de bacterias con
estas caracteristicas se puede realizar de dos maneras diferentes; mediante la amplificacion por
PCR de una region del EGM involucrado o mediante una reaccidn con un anticuerpo disefiado
especialmente para reaccionar con la proteina objetivo (Poulsen et al., 2003, Zhang et al., 2005).
Entre los genes objeto de estudio se pueden encontrar lukF/lukS para PVL, mecA (responsables

del fenotipo MRSA) y eta y etb (toxinas exfoliativas)

Al igual que ocurre en otros hospedadores, hipotetizamos que para el conejo los genes
responsables de la adaptacion al hospedador se encontrarian codificados en EGMs (Guinane et
al., 2010, Lowder et al., 2009, Viana et al., 2010). Debido a que buscabamos EGMs relacionados
con la capacidad infectiva diferencial entre hospedadores, las proteinas que éstos deberian
codificar serian toxinas. Por eso, como objetivo de las busquedas se utilizaron estas proteinas.
Al no encontrarse consistentemente ninguna de dichas proteinas en ninguna de las cepas de
conejo, se abria la puerta a dos posibles hipdtesis: Podia ser que la adaptacién a conejo se
realizara mediante proteinas nuevas que no habian sido estudiadas hasta el momento o la otra
posibilidad podia ser que las cepas fueran capaces de adaptarse a conejo sin necesidad de EGMs,
Unicamente mediante su propio genoma. La existencia de nuevos genes adaptados a conejo
codificados en bacteriéfagos o islas no descritos era muy remota, pues se habrian localizado
alguna similitud con proteinas de virulencia in silico, pero podia haber sido posible. Por otra
parte, como ya hemos dicho, hasta ahora la adaptacion de S. aureus siempre se habia visto
mediada por EGMs. Para poder averiguar si los EGMs estaban involucrados o no, decidimos
realizar una busqueda de bacteridfagos e islas mediante las secuencias de sus integrasas. Existen
12 integrasas diferentes para los bacteriéfagos de S. aureus y 6 para sus islas (Goerke et al.,
2009, Novick et al., 2010). En caso de encontrar alguna posteriormente se analizarian las
proteinas que codificaran. El hallazgo fue que las cepas de conejo no sélo no codificaban ninguna
isla en su genoma sino que sélo transportaban el genoma de un bacteriéfago que también se
encontraba en todas las cepas humanas ST121, por lo que no le debia proporcionar
caracteristicas identificativas para infectar conejos. Dicho bacteriéfago codifica la integrasa de

tipo 12, que es poco comun (Goerke et al., 2009) y no codifica factores de patogenicidad. En
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estudios anteriores del grupo se comprobé que este bacteriéfago no era capaz de movilizarse
en presencia de la mitomicina C (Viana, 2009). Esto, junto a la presencia del mismo bacteriéfago
en las cepas humanas nos lleva a pensar que este bacteriéfago se integré en el genomay perdié
su movilidad en un paso evolutivo previo a la adaptacion al nuevo hospedador, y que por este
motivo ya estaba presente en el genoma del ancestro comun mas reciente entre las cepas de

conejo y humanas.

Cepas ST121

Las cepas ST121 se establecieron como los clones que en mayor numero de aislados se
encontraban en conejo (Vancraeynest et al., 2006). Las localizaciones de los aislados utilizados
en esta tesis siguen la distribucion de las del estudio de Vancraeynest, utilizando cepas de paises
tradicionalmente dedicados a la cunicultura como son Francia, Espafia, Italia y Bélgica. Para los
datos de las cepas espafiolas se utilizaron las que se habian aislado previamente en estudios
previos del grupo. En una publicacién anterior de nuestro grupo, se aislaron e identificaron 301
aislados de 259 conejos de 30 granjas de las regiones con mayor densidad de granjas de conejos
habia en la Comunidad Valenciana (Viana et al., 2007). En dicho articulo, se tipaba mediante
coa, spa y clfB las cepas, y se indicaba que la mayoria de ellas eran A1/111/8. Posteriormente se
comprobd que todas ellas pertenecian al MLST121, lo que concordaba con los resultados

obtenidos previamente a nivel europeo (Viana, 2009, Vancraeynest et al., 2006).

En este estudio analizamos cepas ST121 de localizaciones de todo el mundo, obtenidas
de paises con sistemas de sanidad avanzados en distinta medida. Introdujimos un aislado
obtenido de una isla, las Antillas menores, en caso de que estuviera filogenéticamente separado
por barreras fisicas. Para poder obtener una vision mas global de la filogenia de ST121, también
utilizamos aislados de distintos anos, introduciendo en el estudio uno del afio 1957. Este aislado
antiguo, segln nuestros resultados, es anterior al momento en que ocurrid el salto a conejo.
Para obtener un arbol filogenético en el cual no hubiera sesgo debido a la recombinacidn, se
excluyeron los EGMs de la comparativa, realizdndose Unicamente con el genoma cromosémico.
El arbol presentd una estructura en la cual las cepas de conejo tienen una estrecha relacion
dentro de él. La probabilidad de la separacién por grupos de conejo y humanos es muy alta,
demostrando que las cepas de conejo sdlo surgieron de un Unico salto entre hospedadores. En
el arbol resultante, las cepas humanas no se agruparon evolutivamente segun el pais de

procedencia ni por el afio en que fueron aisladas.
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Seleccion de cepas para las infecciones experimentales

Para estudiar la capacidad de infecciéon de las cepas humanas en conejo y poder
generalizar el resultado, utilizamos cepas provenientes de distintas ramas del arbol. Esto lo
hicimos asi ya que cuanto mas alejadas estuvieran las ramas, mayor distancia evolutiva existiria
entre ellas y tanto mds diferentes serian. Si queriamos comprobar que ninguna cepa de las
estudiadas fuera capaz de infectar conejos, era el modelo mas sencillo de tener a todas las cepas

representadas con el menor nimero de experimentos.

En lo que respecta a las infecciones con las cepas de conejo, a pesar de que la cepa IVIA-
1 tenia toda su secuencia cerrada y hubiera sido mds adecuado utilizarla en los experimentos
pues se conocia totalmente su secuencia, sus caracteristicas no permitian la selecciéon de
mutantes durante el proceso de mutagénesis, puesto que son capaces de metabolizar el
producto X-gal y las colonias se hacian azules, del mismo modo que debian hacerse las colonias
transformantes. Por este motivo no pudo usarse su fondo genético en los intercambios con los
genes humanos. Frente a esta situacion, la cepa J fue la seleccionada para el estudio. El motivo
fue que no sdlo fue posible la seleccion de mutantes con ella, sino que fue mas rapido trabajar
con ella. Alo largo del proceso de mutagénesis se necesita transformar el pldasmido pMAD para
movilizar la nueva construcciéon desde RN4220 a la cepa de destino. En el caso de la cepa
aceptora J, se obtenian muchas mas colonias en esta cepa ST121 que en cualquier otra cepa
utilizada en este estudio. EIl motivo de que uUnicamente la cepa J aceptara facilmente ADN
exogeno es que presenta una modificacion en comparacidn con las otras cepas de conejo del
sistema de modificacidn-restriccion que codifica. La cepa J presenta la subunidad de
especificidad S de dicho sistema acortada en 68 aminodacidos. Esto permite que el
reconocimiento de secuencias extrafias a la bacteria esté mermado y pueda aceptar pladsmidos
metilados de distinta manera al tipo de metilacién del grupo clonal que pertenece. Una vez el
plasmido estaba en la cepa J, era mas facil conseguir transducirlo al resto de cepas, puesto que
la metilasa encargada del sistema de modificacion estaba conservado en todas las cepas ST121

del estudio.

En algunos casos, en las infecciones con la cepa de conejo J obteniamos resultados en
los que se perdia infectividad mediante la modificacién de un Unico SNP. Para evitar los falsos
positivos que podriamos haber obtenido mediante la utilizacién de una Unica cepa y para poder
corroborar que los resultados obtenidos se debian exclusivamente a la mutacién y no al fondo

genético de la cepa J en concreto, decidimos utilizar otra cepa de conejo. La cepa elegida fue |,
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de origen francés, y que no presenté problemas en la mutagénesis. Con este experimento en el
cual se utilizaba otra cepa nos asegurdbamos que el resultado era generalizable. En el caso de
haber utilizado solamente una, no hubiésemos podido saber si se debia a algiin gen concreto

que esté en la cepa J, pero no esté en el resto de cepas de conejo.

Para las mutaciones sobre cepas humanas, fue seleccionada la cepa F por su proximidad
filogenética. En la figura 4.1.1. se puede observar que se diferencia del resto de cepas humanas,
compartiendo con ellas el mismo ancestro comun que las cepas aisladas de conejos. Siendo que
esta cepa se habia demostrado que infectaba humanos, puesto que fue aislada de ellos, y que
estaba tan relacionada con las cepas de conejo, era la candidata ideal para que al provocarle la
modificacion adecuada fuera capaz de desarrollar infecciones en conejo con la minima dificultad
posible debida a la distancia filogenética. De todos modos, los resultados de F DItB® T113K se
confirmaron introduciendo dicha mutacién en las cepas humanas Ay G, de otras ramas humanas

mas alejadas.

5.2. ANALISIS DE LOS GENES IMPLICADOS

Al analizar las secuencias de las cepas, se localizaron dos genes que ejercian su funcién
Unicamente en las cepas de conejo. También se encontraron genes que presentaban
consistentemente una secuencia en las cepas humanas y otra secuencia diferente en las cepas
de conejo. Entre ellos, se encontraban pseudogenes. Asi mismo, habia un gen que alargé su

secuencia un residuo en las cepas de conejo.
Betahemolisina

La secuencia de la betahemolisina, en las cepas de conejo se encontraba interrumpida
por un bacteriéfago y no podia transcribirse. Desde el afio 1965 se conoce la existencia de
bacteriéfagos capaces de modificar la capacidad de beta-hemdlisis (Winkler et al., 1965). El gen
responsable de este fenotipo esta codificado en el cromosoma de S. aureus y la integracién o
escision del bacteriéfago en el attB existente provoca su inactivacion o recuperacién de funcion
(Coleman et al., 1991). Se ha demostrado que la betahemolisina es responsable de una
capacidad infectiva mayor en ratdon (Katayama et al., 2013). En esta tesis comprobamos que las
cepas de conejo presentan hlb intacto, por lo que hipotetizamos que la funcionalidad de hlb
podia tener alguna relacidn con la adaptacion. En nuestros resultados observamos que esta
proteina no era la principal responsable de |la especificidad de hospedador, aunque el estadistico
obtenido puede indicar que podria estar relacionada, no siendo la responsable del salto, pero

aportando especificidad.
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SplE

El otro gen que sélo se encontraba en las cepas de conejo fue SplE, pues toda su
secuencia esta eliminada en las cepas humanas. La relacion con el hospedador sea parasitica o
simbionte, puede verse afectada por cambios muy pequefios en el genoma de las bacterias. El
calamar Euprymna scolopes, presenta una bacteria bioluminiscente simbionte Ilamada
Vibrio fischeri. V. fischeri también puede aislarse de peces, y estos aislados no son capaces de
infectar al calamar. En un estudio del afio 2009, se analizaron las secuencias de los genomas de
V. fischeri aisladas de calamar y de pez para estudiar cuales eran las diferencias que originaban
esa especificidad de hospedador. El gen responsable de dicha especificidad fue rscS, que es una
kinasa sensora que activa un activador transcripcional encargado de la agregacion de mucus del
calamar, proceso involucrado en la colonizacién de este por parte de la bacteria (Mandel et al.,
2009). En el caso de S. aureus, las cepas ST121 humanas y de conejo comparten todos los genes
excepto uno. Sélo hay un gen que se encuentra exclusivamente en una de las cepas (SplE). En
un primer momento pensamos que este gen podria ser el responsable de la adaptacion, pero al
delecionarlo en la cepa de conejo descubrimos que no era necesario para la infeccion en este

hospedador, pues la capacidad infectiva de la cepa no se perdia.
SNPs

Los SNPs son mutaciones que se producen en la secuencia genémica de forma aleatoria,
debido a errores de la replicacion del ADN. Si se localizan en el cromosoma y no se corrigen
antes de la divisién celular, se convierten en heredables. Las mutaciones que suceden de manera
aleatoria son base para la seleccién evolutiva, pudiendo proporcionar caracteristicas
beneficiosas a la bacteria que las codifica. Estas mutaciones puntuales pueden ocurrir en
regiones codificantes o no. En el caso de que se modifique una secuencia no codificante el
resultado puede no ser significativo, aunque en el caso de ocurrir en secuencias de
reconocimiento para el inicio de la transcripcién podrian suponer un problema. En las otras
ocasiones, en las que los SNPs ocurren en secuencias codificantes, pueden desembocar en dos
posibles resultados; si no se modifica el aminodcido que se codifica provocaria una mutacién
silenciosa. Es posible que incluso en este caso, aunque el aminodcido codificado sea el mismo,
el uso de ese coddn sea menor y los ARNt no sean tan abundantes en el citoplasma, lo que podria
originar un descenso de la eficacia de la traduccidn, que provocara una menor eficiencia de

produccidon de la proteina. En el ultimo caso, en el que la modificacidn afecte a una secuencia
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codificante y ademds provoque un cambio de residuo, puede mantenerse la proteina con otro

residuo o generarse un coddn de parada.

Continuando la busqueda del gen implicado en la adaptacién a hospedador,
continuamos estudiando los pseudogenes. La seleccion de genes a estudiar se realizé
seleccionando los genes que presentaban un coddn de parada modificado entre los distintos
hospedadores. Como ocurre en el caso de la cepa bovina ET3-1, la mayor parte de los genes que
se localizaron implicados con un cambio de patrén de lectura estan relacionados con la

virulencia (Herron-Olson et al., 2007).
Rot

Rot es un regulador global que presenta similitud en su secuencia con homdlogos de
SarA (McNamara et al., 2000). La accién de Rot mantiene a la bacteria en un estado poco
infectivo, en el cual se priorizan acciones como la expresion de proteinas de superficie y laaccidn
de SarS, que es a su vez un activador de la proteina estafilocdcica A (SpA) (Cheung et al., 2001).
El regulador global Agr es responsable de inactivar transcripcionalmente a rot cuando se alcanza
un numero de bacterias minimo. En ese momento, como Rot actla controlando la expresiéon de
genes relacionados con la virulencia, se empiezan a expresar proteinas como las toxinas,

comenzando un proceso infectivo (Said-Salim et al., 2003).

En esta tesis vimos que la actividad de Rot se encontraba disminuida en las cepas de
conejo ST121. En la version de conejo, rot presenta 153 residuos menos que en las cepas
humanas. Esta pérdida de funcionalidad ocurre a pesar de que un 66.8% de la secuencia de la
proteina se mantiene en las cepas de conejo. Estos resultados concuerdan con la estructura
deducida de rot. Mediante cristalizacidn, se consiguié conocer la estructura molecular. A la hora
de efectuar su papel, dos moléculas de Rot se unen de forma dimérica. Las proteinas en esta
conformacion presentan un dominio WHTH (winged hélix-turn-helix: hélice alada-giro-hélice) y
un motivo de horquilla-beta conectado mediante un giro flexible. (Zhu et al., 2014). En otro
estudio se consideran importantes los residuos R°! porque esta en el extremo del ala y podria
jugar un papel con la unién al DNA y Y® porque puede unirse mediante este residuo a los

promotores objeto de represion o activacion (Killikelly et al., 2015)

Respecto a la adaptacion al hospedador, la hipdtesis que barajamos fue que ya que la
funcidén reconocida de rot es actuar como represor, si éste no se encontraba activo
completamente, la infectividad de la cepa seria superior. Al ser un regulador, pensdbamos que

podria ser un posible candidato a gen responsable de la adaptaciéon puesto que su mutacion

105



Discusion

afecta a multiples funciones de la célula. Sin embargo, la infeccidn de las cepas de conejo con su

propia version de rot fue mayor que con la copia de rot humana.

Las cepas de conejo con rot humano, ademas de ser menos capaces de generar numero
de infecciones, también eran menos virulentas, pues un 16.4% de las infecciones que producian
lesiones eran leves y un 12% eran moderadas, quedando exclusivamente un 1.7% que fueron
severas, en comparacion con la cepa de conejo J wt, que era capaz de producir una infeccidn

severa en un 44.9% de los casos.
DItB

En este estudio fuimos capaces de reconocer que la proteina DItB que se generaba en
las cepas de conejo era funcional, puesto que la comparacién con un mutante delecional nos
revelé que este Ultimo perdia totalmente la capacidad de infectar. Esto eleva el interés de la
proteina DItB, pues indica que la modificacidn ocurrida en el salto evolutivo no es sélo un cambio
aleatorio, sino que se realizé en un sentido en el que la actividad de la molécula se mantuviera.
Ademas, esta modificacion debid de ser valiosa, puesto que se mantuvo y se extendid en el

nuevo hospedador localizdndose en todas las cepas de conejo.

Cuando se modificd la cepa F humana con el gen d/tB de la cepa de conejo para
introducirle los 3 SNPs y comprobar si era este gen el responsable de la especificidad de
hospedador se obtuvo un resultado muy favorable. Este indicaba que Unicamente con el gen
d/tB de conejo, una cepa humana era capaz de comenzar a infectar a conejos, como lo puede
hacer una cepa de conejo actual. Este resultado sefala que este gen fue, con una alta
probabilidad, el responsable del inicio de la infectividad de las cepas ST121 en conejos. Entre los
genes localizados en este estudio y que estaban modificados entre hospedadores y se
mantenian conservados dentro de cada grupo de hospedadores (tabla 4.1.5.), podia existir otro
gen que hiciera la misma funcién que DItB en el salto evolutivo, pero debido a la gran diferencia
existente entre las cepas con y sin la modificacion en dItB, lo mas probable es que éste sea el
cambio mayoritariamente responsable de la adaptacion, permitiendo que otros genes se

involucren en esta adaptacion pero no en tan alto grado.

Ademas de localizar el gen responsable del salto de hospedador, localizamos en
concreto la modificacién ocurrida en él. Se comprobé la capacidad infectiva por separado de
cada uno de los 3 SNPs que presenta la cepa de conejo en comparacion con la cepa humana. En

este resultado conseguimos identificar que de cada 30 lesiones que provoca F DItBS, F T113K
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DItB¢ seria el responsable de provocar 23,3 lesiones. Esto explica un 77,6% de las infecciones

debido a la modificacién de un Unico nucleétido.

Otros casos de adaptacion al hospedador

Hasta este momento se habian descrito mutaciones en residuos de genes involucrados
en virulencia en virus eucariotas. En el caso de la gripe aviar, la proteina PB2 es responsable de
la afectacién a aves, y una mutacidn en el residuo 627 modifica el glutamato por lisina,
permitiendo la infeccién a células de mamifero (Subbarao et al., 1993). En el VIH encontramos
otro ejemplo en la proteina Gag. Se comprobd in silico que durante su evolucién ocurridé una
mutacidn del residuo 30 en la que se modificé una metionina de los virus de chimpancés a una
lisina en los virus humanos. Este cambio permitié incrementar la replicacidn en linfocitos T CD4+
(Wain et al., 2007). Estos ejemplos utilizaban andlisis in silico e in vitro para demostrar las
funciones de las proteinas implicadas, pero posteriormente se ha confirmado que para ambas,
la adaptacion a hospedadores mamiferos requiere de mas de un gen (Naffakh et al., 2008,

Etienne et al., 2013).

Respecto a la adaptacién en bacterias, encontramos un caso en Listeria monocytogenes.
En la infeccién de L. monocytogenes interviene la internalina A entre otras, e interacciona con
la E-cadherina para introducirse dentro de células no fagociticas como pueden ser las células
epiteliales. La E-cadherina humana sdlo se diferencia de la de ratén en un aminodcido, y el
cambio de éste permite a las bacterias introducirse en las células del nuevo hospedador in vitro
(Lecuit et al., 1999). Inversamente, modificando dos residuos de la internalina inlA, se demostré
in vivo que se incrementaba la internalizacién de las bacterias en un nuevo hospedador, porque
se modificaba la interaccidén con la E-cadherina de los hospedadores (Wollert et al., 2007). Una
vez mas, nuestro estudio se refleja mas especifico que éste, pues en este caso la modificacion
se debia a un residuo, mientras que en el caso de DItB la adaptacidn a hospedador se debe a

una mutacion en un unico nucleétido.

Hasta ahora, el mecanismo de accidon de DItB no se habia averiguado y su funcidn se
habia propuesto como algo hipotético (Reichmann et al., 2013). En esta tesis no se consiguio
elucidar la actividad realizada por DItB. Es por eso, que el siguiente paso en el estudio de DItB
debera ser la identificacion de la estructura de la proteina y la localizacién tridimensional de los
residuos, principalmente el 113, para averiguar la proximidad al posible sitio de interaccion con

D-Ala o con las otras proteinas del operdn y averiguar asi su modo de actuacion.
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En una comparativa in silico de la proteina contra la base de datos general, DItB presentd
similitudes con proteinas de la familia MBOAT (del inglés membrane bound o-acyl transferase).
Esta es una familia de proteinas que transfiere acidos organicos, tipicamente acidos grasos a
grupos hidroxilo, ejerciendo una funcién sefializadora (Hofmann, 2000). De todos modos, esta
actividad no se ha podido demostrar experimentalmente para DItB, pero podria ser un posible

camino de estudio.

5.3. EL CONEJO COMO HOSPEDADOR ANCESTRAL PARA S. aureus

En estudios previos de adaptacidn de S. aureus al hospedador, los EGMs se han visto
constantemente implicados en estos procesos. En esta tesis, es la primera vez que se observa
un hospedador de S. aureus que se caracteriza por una ausencia total de EGMs en las cepas de
conejo. Este hecho podria conducir a la hipdtesis de que debido a que las bacterias no necesitan
de ningun otro elemento accesorio, su evolucién comenzara a partir de este hospedador. Esta
hipdtesis podria reforzarse debido al hecho de que en el genoma de S. aureus se encuentran
genes que son funcionales Unicamente en conejo. Es el caso de la coagulasa coa codificada en
el cromosoma. Esta proteina, incluso la codificada por las cepas humanas, muestra su actividad
en suero de conejo activamente, pero sin embargo no es capaz de hacerlo con plasma humano.
La explicacién mas razonable seria que la proteina hubiese mantenido su funcidn sobre plasma
de conejo, pero aun no hubiese conseguido evolucionar para conseguir coagular plasma
humano. Otro resultado que lleva a pensar esto es el gen h/b. En el caso de conejo, hlb estd
completo, produciendo su proteina, pero en las cepas humanas este gen esta inactivado por la

integracion del bacteriéfago en un 90% de los casos (Verkaik et al., 2011).

Conejo como animal de experimentacion

Otro motivo por el que podemos sugerir que el hospedador ancestral de S. aureus es el
conejo, lo vemos en la capacidad infectiva de las cepas en conejos. Las cepas ST121 de conejo
con capaces de infectar a una dosis de 300 ufc. En ratdn, la dosis en infeccidn de piel necesita
una cantidad mucho mayor de bacterias, que suele oscilar entre 10%-108 ufc (Tkaczyk et al., 2013,
Kwiecinski et al., 2013). De cualquier manera, por este motivo, y afiadiendo el hecho que una
cepa humana modificada con un Unico nucleétido en d/tB es capaz de infectar a esa dosis de 300
ufc, estamos en disposicién de proponer al conejocomo animal de experimentacion en S. aureus

y a la cepa F DItB¢ T113K como cepa de experimentacidon en modelos de experimentacion in vivo.
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5.4. EVOLUCION FORZADA EN GLANDULA MAMARIA DE OVEJA

Adaptacion en leche.

Decidimos que las infecciones se llevaran a cabo en las glandulas mamarias de las ovejas
con las cepas humanas. La leche es un medio rico poco restrictivo que presenta azlcares
disponibles para la bacteria. En leche humana, por ejemplo, existen ademas oligosacaridos que
no se metabolizan por parte de la bacteria y que promueven el crecimiento de S. aureus en la
glandula mamaria (Hunt et al., 2012). Para los experimentos de adaptacién de las bacterias
humanas a un nuevo hospedador nos enfrentdbamos a un compromiso en el cual, por una parte,
necesitdbamos que las bacterias fueran capaces de crecer y llevar a cabo sus funciones
normalmente, para poder aceptar en el caso de que ocurriera, la transferencia de EGMs in vivo.
Por otra parte, necesitdbamos un medio que si que fuera restrictivo, para poder suponer un reto
al que las bacterias tuvieran que enfrentarse. Este compromiso se cumplié de una manera
satisfactoria en el caso de este experimento. Por una parte, las bacterias fueron capaces de
sobrevivir en la leche hasta el momento de su secado, permitiendo la evolucidén de éstas en un
nuevo hospedador. Por otro lado, la cantidad de ovejas que fueron capaces de eliminar la
infeccidn producida por las cepas humanas de S. aureus fue muy alta, de 37.4% para CH3657 y
de 46.3% para N315. Los motivos por los que unas ovejas fueron capaces de mantener la
infeccidn respecto a las que la eliminaron estdn en las caracteristicas del animal. En ocasiones la
cepa con la que se infectaba a distintas ovejas era la misma, provocando en unos animales la

pérdida temprana de la infeccidn y en otros casos dando lugar a una infeccion duradera.

Establecimiento de la infeccion

S. aureus sufre dos procesos evolutivos principalmente al inicio de una infeccién en
mama de oveja. Estos dos mecanismos actlan conjuntamente, pero propiciados por dos
motivos distintos. De las bacterias que se encuentran en piel o en el suelo, latentes para empezar
la infeccidn, sélo unas pocas conseguirdn llegar al canal del pezdn. Posteriormente llegaran a la
cisterna para finalmente acabar invadiendo los alveolos. En primer lugar, las bacterias sufren un
proceso de deriva genética. Esta se da cuando las bacterias se recogen del suelo o se posicionan
en el lugar correcto para introducirse en la mama, exclusivamente por azar. Por ejemplo,
mediante este cuello de botella, una parte aleatoria de las bacterias de la poblacién inicial sera
la responsable de comenzar la infeccion. Esto origina una ventaja en un grupo de bacterias,

permitiendo que aun siendo clonales, una de las variedades pueda dominar.
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Por otra parte, a la par que la deriva, actiia un proceso de seleccién. El sistema inmune
de la oveja que se estd infectando atacara a la bacteria con todo su arsenal. Este realizard una
criba, en la que Unicamente las bacterias mas preparadas para hacer frente a estos ataques
serdn seleccionadas y seran capaces de comenzar su implantacion. En este paso juegan un papel

importante los genes de virulencia adaptados al hospedador.

Las bacterias que se estan seleccionando son todas iguales en secuencia, por lo que la
implantacion de una de ellas puede ocurrir por azar o por variaciones que estén en la bacteriay
sean heredables, pero no estén codificadas en la secuencia. El primer caso es poco probable,
puesto que evolutivamente no es beneficioso para una bacteria permitir que su supervivencia
sea algo aleatorio. En el caso de que algunas de las bacterias sean seleccionadas, al ser clonales,

seria en base a variaciones epigenéticas.

En la bibliografia se encuentran algunos casos de epigenética en relaciones patégeno-
hospedador. Por ejemplo, en el caso de Neisseria meningitidis se describié una metiltransferasa,
mod, que tiene bajo su control varios genes involucrados en colonizacién e infeccion, catalasas
para la defensa frente a stress oxidativo producido por el hospedador... El gen modD es el Unico
gen que se vio fuertemente asociado con el complejo clonal 41/44 y, junto con estos resultados,
se sugiere que esta regulacion por la metiltransferasa podia ayudar a las bacterias de este
complejo clonal 41/44 a adaptarse a distintos medios en el hospedador (Seib et al., 2011). En
nuestro estudio comprobamos que en una cepa con el minimo de variaciones en la secuencia
(ahadimos un sitio de corte en un pseudogen), la exclusién se producia de manera rutinaria,
indicando la presencia de modificaciones epigenéticas, que no se encuentran en la secuencia,

gue provocan diferencias en la supervivencia bacteriana.

Evaluacion de RCS en leche para confirmar la actividad patégena de la bacteria.

En cuanto a las bacterias humanas que se encontraban en la glandula mamaria de oveja
quisimos comprobar que las bacterias a pesar de no estar adaptadas al nuevo hospedador
estaban generando lesion en el epitelio de la glandula. La posibilidad a descartar era que en la
leche obtenida en cada muestreo, las bacterias se encontraran alli simplemente creciendo en el

medio liquido, sin estar afectando a las células animales.

Cuando ocurre una infeccién bacteriana, el principal mecanismo de defensa de la
glandula mamaria es la fagocitosis de S. aureus por parte de los leucocitos polimorfonucleares
(PMNL) (Sutra & Poutrel, 1994). En leche de ovejas sanas, los PMNL suponen un 74-80% del total

de las células que se encuentran en la leche. Existe una gran correlacion entre el porcentaje de
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PMNL y el recuento total de células somaticas (RCS) en leche (Bergonier et al., 2003). El RCS es
un modo rapido de identificar una mastitis en leche (Dohoo et al., 1981). Junto con su sencillez
de andlisis es el motivo por el que se utiliza para determinar la infeccion de una ubre en
ganaderia extensiva. En nuestro estudio se estimé el RCS de la ubre en la que habiamos
infectado con S. aureus y lo comparabamos con el RCS de la ubre contraria, no infectada. En
todos los casos el RCS se incrementaba al menos un orden de magnitud, pudiendo confirmar asi

que las bacterias estaban infectando realmente.

Transferencia de EGMs in vivo.

A pesar de que existen experimentos in vivo de adaptacidn de bacterias frente a
tratamientos antibidticos (Dobson et al., 2014, Pereira et al., 2014), no existia un estudio

realizado in vivo que se centrase en la adaptacién de una S. aureus a un hospedador ovino.

La transduccion de bacteridfagos de S. aureus in vivo ya se describié en 1965, aunque 5
afios antes ya se habia descrito entre cepas de Salmonella en aves y ratones (Velaudapillai,
1960). Posteriormente, en el estudio de Jarolmen se observaron transductantes de S. aureus en
rifidn de ratdn (Jarolmen et al., 1965). En ovejas también habia un estudio que se realizd en su
sistema digestivo. En él se observd transduccién in vivo para un bacteriéfago. En este estudio se
inoculaban dos cepas de E. coli, una portadora de un fago lisogénico (donadora) y otra aceptora
para acabar encontrando transductantes en la heces (Cornick et al., 2006). En todos estos
experimentos, la presién selectiva era externa, pues se necesitaba de una dosis de antibidtico

para forzar dicha transduccién.

En el estudio que aqui presentamos quisimos evaluar la movilizacién de bacteriéfagos e
islas en S. aureus en una infeccién en mama, pero la diferencia es que la fuerza selectiva eran
las proteinas codificadas por los EGMs responsables de la adaptacién al hospedador.
Encontramos resultados en los que las cepas de CH3657 habian perdido algun bacteriéfago,
como es el $11 en 4 cepas evolucionadas, ademas del ¢13 para una de ellas (OV1903). Las otras
3 lineas de CH3657 también modificaron la actividad del $13, mutando su “tape measure
protein”. Estos timidos resultados nos sorprendieron, pues esperdbamos no sélo pérdida de
EGMs, sino también una ganancia de los elementos que portaban las cepas ovinas, con lo que
las cepas humanas podrian adaptarse mejor a infectar ovejas. Nuestra hipotesis frente a estos
resultados es que la evolucidn dirigida por esta presidn de seleccidon es menos intensa de lo que
esperabamos y los resultados observados son los que se ven al inicio de la adaptacién a un nuevo

hospedador. En este proceso, las bacterias humanas comenzarian por desprenderse de aquellas
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regiones moviles de su genoma que no necesitan, para posteriormente, cuando se encuentren
con un EGM que les favorezca, poder aceptarlo para incrementar asi su “fitness”. Esto podria
dar lugar a un nuevo planteamiento de las ventajas que ofrecen los EGMs. Ademds de la accidn
de los genes que codifiquen, a una bacteria codificar islas en su genoma le ofrece un beneficio
porque le protegen frente a infecciones de bacteridfagos (Ram et al., 2012), y codificar
bacteriéfagos puede ayudarla protegerse frente a una infeccién litica de un nuevo bacteriéfago
(Brussow et al., 2004). De todos modos, nunca se ha realizado aproximacion desde el punto de

vista del coste que le supone a la bacteria codificar una isla o un bacteriéfago.
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6. Conclusiones

Las cepas de S. aureus ST121 de conejo se agrupan evolutivamente cercanasy provienen
de cepas humanas.

El salto evolutivo de S. aureus desde humanos a conejos ocurrié una Unica vez hace
alrededor de 40 afios.

Las cepas de conejo ST121 no presentan bacteriéfagos ni islas de patogenicidad
caracteristicas que les den capacidad de adaptacion al hospedador.

Las cepas humanas 121 no son capaces de infectar conejo a dosis tan altas como 10° ufc.
Las cepas de conejo ven mermada su capacidad de infectar a conejo con la version
humana del gen rot y pierden totalmente la capacidad de infectar con dItB, llegando al
nivel de infectividad que presentaria una cepa humana ST121.

La modificacién del nucledtido 178 de la secuencia de DItB origina el cambio de residuo
T113K, y fue necesaria y suficiente para permitir la infectividad de las cepas ST121
humanas en conejos.

Las cepas de S. aureus que se encontraban por primera vez en mama de ovejas no fueron
capaces de aceptar bacteriéfagos o islas ovinas en un estado natural de infeccién in vivo.
Tras 7 pases de las bacterias humanas sobre ovejas, se incrementd su capacidad de
adaptacion frente las cepas originales.

Al principio de una infeccidn en glandula mamaria de oveja, una porcién del indculo es
capaz de apoderarse del medio, siendo el Unico tipo de bacteria que se aisla
posteriormente de dicha lesién. El motivo de esta implantacion no depende de la

secuencia del genoma bacteriano.
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