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En el presente trabajo se pretende poner a punto la metodologia necesaria para
identificar genes codificados por cepas multirresistentes de Enterococo necesarios para la
colonizacion del tracto intestinal. Para ello, se utilizard un sistema de mutagénesis por

transposicidn y secuenciacion masiva.

Se transformard la cepa E1162 de Enterococcus faecium con el plasmido pZXL5, que
contiene un transposén que codifica para resistencia a gentamicina y que se insertara
aleatoriamente en el genoma bacteriano. El plasmido pZXL5 es termosensible, por lo que a una
temperatura superior a 302C no es capaz de replicarse.

La cepa transformada con el plasmido serd crecida a una temperatura superior a 302C
en medio que contengan gentamicina, creciendo por tanto solo aquellas bacterias donde el
transposon se haya insertado aleatoriamente en el genoma, ya que el plasmido no puede
replicarse a dicha temperatura. Dichas bacterias serdn sensibles a cloranfenicol, ya que habran
perdido el plasmido.

Posteriormente, utilizando la técnica de secuenciacién masiva, se identificara el lugar de

insercion del transposdn en el cromosoma y la abundancia relativa de los mutantes obtenidos.

Palabras clave:

Mutagénesis; Secuenciacidn masiva; Enterococcus faecium; Colonizacién del tracto intestinal.




Application of Mutagenesis by Transposition and Massive Sequencing for the
functional study of genes coded by E. faecium

Author: Cristina Garcia Bonillo
Supervisor: Dra. Ana Jiménez Belenguer
Co-supervisor: Dr. Carles Ubeda Morant

Valencia, June 2015

The aim of this work is to elaborate an appropriate methodology to identify genes
encoded by multidrug-resistant strains of Enteroccus faecium which are necessary for
colonization of the intestinal tract. In order to do so, a mutagenesis system by transposition

and massive sequencing will be used.

The strain E1162 Enterococcus faecium will be transformed with the pZXL5 plasmid
which contains a gentamicin resistant coding transposon that will be randomly inserted into
the bacterial genome. The pZXL5 plasmid is temperature sensitive making it unable to replicate
at temperatures above 30°C.

The strain transformed with the plasmid will be grown in medium with gentamicin at a
temperature above 302C, obtaining only those bacteria where the transposon was randomly
inserted in the genome.

Finally, by massive sequencing technique, the transposon insertion site in the

chromosome will be identified and the relative abundance of mutants will be measured.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Importancia clinica del Enterococo.
1.1.1. Enterococo

El género Enterococcus estd incluido en la familia Enterococcaceae junto a los géneros
Bavariicoccus, Catellicoccus, Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus y Vagococcus.
(Lebreton et al., 2014). Este género se compone de especies, en su mayoria comensales, cuyo
entorno de desarrollo se encuentra en el tracto gastrointestinal tanto de humanos y animales
como de insectos. No obstante, algunas de estas especies han conseguido adaptarse para
subsistir en alimentos fermentados, productos lacteos y diferentes ambientes como el suelo, el
agua o los cultivos herbaceos.

El Enterococcus es un género de bacterias Gram positivas anaerobias facultativas, que se
caracteriza por ser cocos dispuestos en parejas o cadenas. Una clave importante para su
amplia distribucidn en la naturaleza deriva de ser organismos notablemente resistentes en
ambientes extremos: altas concentraciones de sal, temperatura (10 2C a 45 2C), rangos de pH
(4.5 a 10.0) y pueden llegar a crecer en presencia de un 40 % de bilis (Porte et al., 2007). Todas
estas caracteristicas les permiten habitar un amplio espectro de nichos.

La taxonomia de este género ha sido modificada continuamente durante la ultima
década. En la actualidad, el género incluye 35 especies (Euzéby, 2013) y 8 mas (Enterococcus
lactis, plantarum, quebecensis, rivorum, rotai, ureasiticus, ureilyticus, 'y viikiensis)
caracterizadas entre 2012 y 2013 (Morandi et al., 2012; Niemi, et al., 2012; Sedlacek, et al.,
2013) con metabolismos exclusivos, caracteristicas fenotipicas diferentes y adaptadas a
entornos distintos. Algunas de las especies mas destacadas de este género son Enterococcus
faecalis y E. faecium, ya que son las mas abundantes en la materia fecal humana (Devriese et
al., 1994) y son las responsables de la mayoria de las enfermedades asociadas a este género
(Malani et al., 2002).

1.1.2. Patogenicidad y virulencia

En los ultimos afios el género Enterococcus ha cobrado una gran importancia clinica a
nivel internacional debido a la elevada incidencia en las enfermedades nosocomiales y por la
adquisicion de resistencias a penicilinas, cefalosporinas de varias generaciones y
aminoglucésidos. Algunas de las especies del género Enterococcus son consideradas patégenos
oportunistas para los humanos pudiendo causar diferentes enfermedades como: endocarditis,
bacteriemias, infecciones del tracto urinario, neonatales, intra-abdominales y pélvicas (Porte
et al., 2007).

En general las especies del género Enterococcus tienen poco potencial patogénico en
huésped sano. De hecho se pueden encontrar como habitantes habituales del intestino sin
causar enfermedad. Sin embargo, en humanos de edad avanzada y pacientes
inmunocomprometidos, estos microorganismos pueden producir infecciones graves. Dentro
de los factores de virulencia codificados por este género encontramos: hemolisinas-citolisinas
(Cyl) codificadas en islas de patogenicidad presentes en el 30 % de E.faecalis capaces de lisar
glébulos rojos; asi como sustancias de agregacion, bacteriocinas, proteasas como GelE y SprE
que afectan a la degradacion de tejido y modulacidon de la activacién del sistema inmune (SI) y
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aglutininas; que desarrollan un papel fundamental en la formacién de biofilms y quorum
sensing (Arias y Murray, 2012). Ademas, los carbohidratos de la pared celular y sitios de unién
a fibronectina favorecen la adherencia a los tejidos gastricos del huésped, incrementando la
patogenicidad (Dupdn et al., 2008).

1.2. El microbioma intestinal humano

El sistema digestivo humano es el lugar donde habitan miles de millones de
microorganismos que juegan un papel clave en muchos procesos relacionados con el huésped
que tienen un profundo efecto en la salud humana y el desarrollo o evolucién de
enfermedades. Esta compleja comunidad se conoce como el microbioma intestinal, siendo
definido con frecuencia como “la gran coleccion de microorganismos simbidticos en el sistema
gastrointestinal humano y la interaccion de sus genomas” (Kimross et al., 2011).

La microbiota intestinal estd altamente jerarquizada, cada especie juega un papel
especifico para crear los microambientes necesarios para su supervivencia sin interferir con el
huésped, dando lugar a un equilibrio relativamente estable. Los principales componentes de la
flora microbiana intestinal humana son los filos Bacteroidetes y Firmicutes. Bacterias de ambos
filos interaccionan entre si, lo que lleva a un equilibrio a nivel intestinal. Por ejemplo, bacterias
pertenecientes al filo Firmicutes (Bifidobacterium longum) alteran la expresion de glicosilasas
en Bacteroidetes thetaiotaomicron, perteneciente al filo Bacteroidetes (Sonnenburg et al.,
2006), lo que influye en el crecimiento de este ultimo.

El microbioma juega un papel fundamental en el desarrollo del individuo, su sistema
inmune y nutricion (Kau et al., 2012). Por tanto, no es de extrafiar que en la Ultima década se
hayan relacionado diversas enfermedades con trastornos de la microbiota intestinal (Kimross
et al,, 2011).

1.2.1. El microbiomay su relacion con las infecciones producidas por Enterococo.

Dentro de las funciones del microbioma destacamos la resistencia a la colonizacidn
(Vollaard y Clasener, 1994). Esta es la funcion por la que el microbioma impide la entrada de
bacterias exdgenas, incluyendo patdgenos oportunistas como el Enterococo. Los mecanismos
por los que la microbiota protege frente a patégenos incluyen el ataque activo a través de la
produccién de bacteriocinas por parte de ciertas bacterias comensales, la competencia por los
mismos nutrientes o, de manera mas indirecta, a través de la activacion del sistema inmune
(Stecher y Hardt).

Variaciones drasticas de la microbiota intestinal pueden provocar un balance negativo
en las interacciones entre especies comensales, que conduzcan a un riesgo potencial de
desarrollar una infecciéon (Ubeda et al., 2010). Estas variaciones pueden venir dadas por el uso
de sustancias antibidticas. De hecho, estudios de los cambios de la microbiota intestinal,
basados en la secuenciacidon masiva del gen 16S rDNA han demostrado los cambios y pérdidas
notables de la diversidad microbiana asociados a un tratamiento con antibidticos, lo que
promueve la colonizacion del intestino por parte de microorganismos resistentes (Ubeda et al.,
2013). Por ejemplo, Ubeda y colaboradores mostraron que tanto en humanos como en
ratones, el tratamiento con antibidticos produce cambios drasticos en la microbiota, lo que
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permite al Enterococo-vancomicina resistente (VRE) alcanzar elevados niveles en el intestino lo
gue a su vez promueve la posterior diseminacion a sangre (Ubeda, et al., 2010).

Teniendo en cuenta los efectos beneficiosos de las bacterias comensales como defensa
frente a patdgenos oportunistas se ha despertado el interés sobre su uso como probidticos. La
idea detras del uso de probidticos es la restauracién de las especies bacterianas beneficiosas
que ayudan a combatir las infecciones.

Estudios previos demuestran que la transferencia de la microbiota de un donante sano
en un receptor enfermo por medio de bacterioterapia (trasplante fecal), puede provocar su
recuperacion a través del restablecimiento de la microbiota normal (Khoruts et al., 2010). Por
lo tanto, la manipulacion dirigida del microbioma intestinal se presenta clinicamente
prometedora.

En relacién con el Enterococo recientes estudios realizados por Ubeda y colaboradores
(Ubeda et al., 2013) han identificado poblaciones bacterianas relacionadas con la eliminacion
de este patdégeno oportunista en el tracto gastrointestinal. En dichas investigaciones,
utilizando el ratén como modelo experimental se demostré que las bacterias pertenecientes al
género Barnesiella se asocian con la resistencia frente a la colonizacion intestinal del VRE. De
hecho, ratones que no habian recuperado Barnesiella eran altamente susceptibles a la
infeccion por VRE. Mds aun, en este mismo estudio se demostré que aquellos pacientes
hospitalizados con menores niveles de Barnesiella en heces eran mas susceptibles de ser
posteriormente colonizados con VRE. En el mismo estudio, los autores descartaron la
induccién del SI como mecanismo por el cual Barnesiello pudiera estar inhibiendo la
colonizaciéon intestinal de VRE. Estos resultados sugieren que otros mecanismos como la
produccién de sustancias inhibitorias o la competicion por nutrientes podrian tener un papel
importante en la eliminacién de VRE por parte de la microbiota. La identificacién de dichos
mecanismos podria dar lugar a tratamientos alternativos frente a un patdgeno que es
resistente a la mayoria de antibidticos disponibles (Zhang et al., 2012).

1.3. Colonizacidn del tracto intestinal por E. faecium.

Con el fin de tratar de impedir la colonizacién intestinal por parte de VRE y teniendo en
cuenta la importancia de la microbiota en su proteccidon, diversos estudios como los
comentados anteriormente han tratado de identificar las especies comensales que nos
protegen frente a VRE. Sin embargo, si queremos en un futuro ser capaces de desarrollar
farmacos capaces de inhibir la colonizacion intestinal de VRE, es imprescindible conocer los
factores codificados por VRE en su genoma que le permiten colonizar y persistir en el intestino.

Estudios anteriores han abordado esta cuestion centrandose en genes que se suponia
estaban relacionados con la colonizacidn intestinal. En concreto, el trabajo de Zhang vy
colaboradores identifica un locus que codifica para el sistema fosfotransferasa (PTS). Este
sistema se encuentra en muestras fecales de aislados clinicos pero no en muestras de
humanos sanos. La deleccidn de pstD, que codifica para la subunidad IlID de PTS, provoca una
colonizacion deficitaria de E. faecium en el tracto gastrointestinal de ratén durante y después
del tratamiento con antibidticos (Zhang et al., 2013).
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Estudios de aislados clinicos de E. faecium han revelado otros elementos genéticos
candidatos para la colonizacidén gastrointestinal y procesos infectivos del Enterococo, entre
ellos, un plasmido que codifica para una hialuronidasa de la familia glicosiltransferasas (Hylfm)
(Rice et al.,, 2003), MSCRAMMs (componente de la superficie microbiana), EmpABC
(involucrado en la formacion de pili) (Sillanpaa et al., 2008) y la proteina de superficie Esp
(Willems et al., 2001). Esta ultima proteina fue descartada recientemente como esencial para
la colonizacidn del tracto gastrointestinal de ratdn por Heikens y colaboradores demostrando
en su trabajo que la capacidad de adhesidn a células epiteliales intestinales de ratdn no se veia
afectada significativamente por la deficiencia en esta proteina (Heikens et al., 2009).

Por otro lado, es posible que VRE suprima activamente la defensa innata inducida por la
microbiota intestinal y que, junto a las poblaciones bacterianas que no se recuperan tras la
retirada del antibidtico y que no oponen resistencia a su expansion, ésta sea la principal causa
de la colonizacidn y persistencia de VRE durante largos periodos de tiempo en el intestino
(Arias y Murray, 2012).

1.4. Métodos de mutagénesis por transposicion para el estudio de las funciones de

los genes codificados por un microorganismo.

Como se ha comentado en el apartado anterior, diversos estudios han identificado la
funcidn de genes utilizando técnicas de biologia molecular mediante las que se puede
delecionar un gen en concreto. Sin embargo, dicha metodologia no nos permite un estudio en
conjunto de los genes que necesita el Enterococo para colonizar el intestino. Para poder
estudiar de manera general la funcionalidad del genoma del Enterococo, es necesario utilizar
metodologias basadas en el uso de transposones.

Los transposones son elementos genéticos méviles (Fig. 1) que se pueden escindir e
integrarse en distintos sitios del genoma. Al insertarse un transposdn en un gen en concreto,
se obtendria una bacteria modificada que habria perdido la funcién ejercida por dicho gen.
Puesto que la insercidn en el genoma es aleatoria, utilizando transposones se pueden obtener
mutantes en los distintos genes que componen el genoma de una bacteria. De esta manera,
mediante el uso de transposones, se puede realizar un estudio general de la funcionalidad de
los genes codificados por el genoma de una bacteria. La figura 1 muestra la estructura de un
transposon tipo Il utilizado en los estudios de mutagénesis por transposicién. Dichos
transposones codifican una transposasa y estan flanqueados por repeticiones terminales
invertidas que incluyen los sitios de unidn a la transposasa necesarios para que se lleve a cabo
la transposicion. La transposicidn resulta en la escisién del elemento del DNA en el que se
encontraba y su integracién en una nueva regién del DNA gendmico. (lvics et al., 2009).

ITR ITR

€ I R Resistencia a Gentamicina Wi S PP

Figura. 1. Esquema de transposon clase Il. ITR: Repeticiones inversas. Caja blanca ITR: Puntos de unidn

de la Transposasa. Caja amarilla: DNA que compone el transposén (genes de interés, marcadores de
resistencia, etc) Caja azul: Transposasa. Estos elementos pueden hallarse en el mismo plasmido, en
plasmidos separados o regiones diferentes del genoma.
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Los sitios preferentes de integracion determinan muchas veces la utilidad de los
transposones. Para seleccionar mutantes que cubran el mayor numero de genes de un
organismo es preferible que tiendan a insertarse dentro de genes y regiones codificantes, sin
que existan preferencias o patrones de insercidon (“hotspots” y “cold regions”) (lvics et al.,
2009).

La mutacién por transposiciéon como método para identificar los genes necesarios para
realizar funciones de interés ha sido utilizada en numerosos trabajos. Por ejemplo, Kristich y
colaboradores (Kristich et al., 2008) utilizaron este mismo sistema de mutagénesis para
determinar los genes involucrados en la formacién de biofilm en Enterococcus faecalis, asi
como en recientes estudios de Camino y colaboradores (Camino et al.,, 2014) en los que
utilizan el plasmido pZXL5 y el método de mutagénesis por transposicion para determinar
genes de resistencia a diferentes antibidticos en el patégeno nosocomial Enterococcus faecalis.
Otro ejemplo es el trabajo realizado por Reinaldo y colaboradores en el que, utilizando un
sistema similar al expuesto de mutagénesis por transposicién consiguieron identificar un
cluster de virulencia de Mycobacterium tuberculosis (Reinaldo et al., 1999).

1.4.1. Mutagénesis por transposicion para identificar la funcion de genes
codificados por VRE.

Aunque existen diversos articulos como los descritos anteriormente, en los que se
demuestra la importancia de algunos genes concretos en la colonizacién intestinal por VRE, se
desconoce el papel que la mayoria de los genes codificados por VRE pudieran tener en la
colonizacion intestinal.

Un método eficaz para abordar un analisis global de la funcionalidad del genoma del VRE
es el utilizado por Zhang y colaboradores (Zhang et al., 2012) con el fin de identificar los genes
que otorgan a E. faecium resistencia a ampicilina. Para ello utilizaron el plasmido pZXL5 (Fig. 4),
gue contiene un transposén que confiere resistencia a gentamicina. Puesto que el plasmido es
termosensible, a una temperatura superior a 30 2C, el pldsmido no puede replicarse, asi que
las Unicas bacterias que mantienen la resistencia a gentamicina son aquellas en las que el
transposon se ha integrado en el genoma de la bacteria (método de seleccién de los mutantes
por transposicién). Por otro lado, puesto que la transposasa es eliminada junto con el plasmido
(estd codificada en el plasmido fuera del transposén), la insercién del transposén es
permanente una vez se ha perdido el pldsmido. Una vez desarrollado el proceso de
mutagénesis por transposicidn, se obtuvo una libreria de mutantes en las que en cada bacteria
el transposdn se habia integrado al azar el genoma de la bacteria. Dicha libreria puede ser
crecida en distintas condiciones, en el caso del estudio, en presencia o ausencia de ampicilina,
para estudiar como afecta el cambio en las condiciones de cultivo al crecimiento de los
mutantes obtenidos. Por ejemplo, si el transposdn se integra en un gen que codifica resistencia
para ampicilina pero que no es necesario para el crecimiento de la bacteria en ausencia del
antibiotico, dicho mutante no crecera cuando haya ampicilina en el medio. Una vez crecida la
libreria de mutantes en presencia/ausencia de ampicilina, los autores utilizaron el método
descrito en la figura 2 con el fin de identificar mutantes que habian crecido menos en
presencia de ampicilina y poder identificar genes que confieren resistencia a ampicilina a E.
faecium.
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Dicha metodologia se basa en:

(i) extraccién y digestién del DNA obtenido de la libreria de mutantes.

(ii) amplificaciéon del fragmento de DNA donde se ha insertado el transposén mediante
ligacién de los fragmentos obtenidos en la digestién y PCR inversa mediante oligos que
hibridan en el transposdn.

(iii) obtencion de RNA que incluye la region flanqueante al transposén (sitio de
insercidon) mediante la induccién de la expresién in vitro a partir del promotor T7 presente al
final del transposén. Posterior conversién de RNA a cDNA.

(iv) hibridacién del cDNA frente a un “micro-array” que representa el genoma de dicha
cepa de E. faecium.

(v) comparacién de la abundancia de mutantes en las dos condiciones de cultivo
mediante analisis de los niveles de hibridacidn con las distintas sondas del “micro-array”.

A p "l ; ) Extraccion DNA B
) gt ‘gendémico. Biblioteca
Digestion Alul BHI BHI + amp
Mutante 1™ P (D
— -7 = — utante 1o (HED w—mlp -
— = — — i

Mutante 2 b (e G
Mutante n s el So(Eupe R I

0000000 R e

Ligacién DNA digerido

PCR inversa Sl oRen
Generacion de 1as sondas e
hibridacion en el Microarray

W —
L S—
C — O ‘ O

Digestion Alul A B C
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Hibridacion -
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Figura 2. Esquema de la metodologia de mutagénesis por transposicion utilizada Zhang et al., 2012.

(A) Esquema del sistema M-TraM screening. En azul: Transposén, contiene el gen de resistencia a
gentamicina. En amarillo: Repeticiones finales anexas a éste (ITRs) y promotor T7, reconocido por
una RNA polimerasa especifica.
El DNA gendmico fue aislado de la biblioteca de mutantes de E. faecium. EI DNA fue digerido con el
enzima Alul y los fragmentos fueron ligados consigo mismos. Los fragmentos del pull que
contienen el transposdn junto a un fragmento de DNA gendmico fueron amplificados mediante
PCR con oligos que hibridan en el transposoén (flechas azules). Se digirié con Alul de nuevo para
eliminar los fragmentos de DNA pertenecientes al transposén. Los fragmentos purificados se
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transcribieron in vitro para obtener cadenas de RNA que posteriormente fueron transcritas a

Iﬂ

cDNA. Después de ésto se llevé a cabo la hibridacién en el “micro-array”.

(B) Esquema-resumen de la estrategia utilizada para identificar genes mediante M-TraM. Se comparan

tres genes (A, B y C) procedentes de mutantes diferentes (1, 2...n). Cada mutante contiene una
Unica copia del transposon insertado en su genoma (azul), interrumpiendo un gen determinado y
como consecuencia, su funcion.
La libreria de mutantes fue crecida en un control (BHI) y en presencia de Ampicilina (BHI + Amp).
Posteriormente se realizd un “micro-array” con sondas especificas para cada uno de los genes
codificados por VRE, con el fin de identificar la abundancia relativa de los distintos mutantes de la
libreria. Mientras que la abundancia de los mutantes en genes Ay C es la misma en medio con y sin
antibidtico, la abundancia del gen B es menor en medio con ampicilina. Este resultado indica que el
gen B podria ser importante para que el Enterococo pueda crecer en presencia del antibidtico.

1.4.2. La mutagénesis por transposicion unido a la secuenciacion masiva para el
estudio funcional del genoma.

Recientemente se han comenzado a utilizar técnicas de secuenciacién masiva (SM),
sustituyendo a los “micro-arrays”, para identificar la abundancia relativa de los mutantes
obtenidos por transposicion crecidos en distintas condiciones. La SM surge del desarrollo de la
Secuenciacién de Siguiente Generacién (NGS), la cual ha permitido el desarrollo de técnicas
eficientes y de alto rendimiento, menos costosa y mas rdpida (Quince et al., 2011). Las
plataformas mas utilizadas son Illumina (Solexa®) y Pirosecuenciacion 454 (Roche®).

En el presente de Trabajo Fin de Grado (TFG) se ha utilizado la técnica de SM
desarrollada por lllumina. Esta es una técnica basada en la secuenciacién por sintesis (PCR tipo
puente descrita en la figura 3), la cual provee de lecturas de hasta 400 pares de bases (pb).
Dado que la secuenciacidn es simultanea se consiguen obtener miles de lecturas en pocos dias
(Mardis, 2008).
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puente.

Figura 3. Secuenciacion masiva por lllumina. Imagen modificada de Mardis (2008). Tras ligar el DNA a
los oligos se afiaden nucledtidos marcados en el extremo 3’-OH extendiendo las hebras un nucleétido.
Después, los nucleétidos no afiadidos y las DNA polimerasas son lavadas; seguidamente, se escanea
cada hebra para conocer si el nucledtido se ha unido y se afiaden los productos que escinden los
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marcadores de los nucleétidos dejando libre el extremo 3’-OH para volver a afadir nucleétidos y DNA
polimerasa. Este ciclo es repetid hasta obtener la secuencia completa del fragmento.

La secuenciacién masiva unida a la mutagénesis por transposicidn fue utilizada por Klein
y colaboradores (Klein et al., 2012) para identificar genes esenciales para el crecimiento de
Porphyromonas gingivalis in vitro. Los autores desarrollaron una técnica de mutagénesis por
transposicion similar a la descrita anteriormente para el Enterococo. De la misma manera, una
Unica copia del transoposon se integraba de manera aleatoria en el genoma de P. gingivalis.
Posteriormente, mediante fragmentacion del DNA, amplificacién de los fragmentos que
contienen el transposdn y secuenciacidon masiva de dichos fragmentos, consiguieron identificar
los sitios del genoma donde se habia integrado el transposén (posteriormente en material y
métodos se describe con mas detalle el proceso de mutagénesis y secuenciacién masiva). De
esta manera los autores pudieron estudiar la abundancia relativa de los distintos mutantes en
la libreria de mutantes e identificar aquellos genes esenciales para el crecimiento de P.
gingivalis in vitro (genes donde la abundancia de mutantes era muy baja o nula).

La aplicacion de la secuenciacion masiva tiene ciertas ventajas con respecto al uso
“micro-array” para determinar la abundancia de los mutantes obtenidos por transposicion:

Ill

(i) La SM es una técnica mads cuantitativa que el “micro-array”; se puede conocer
con exactitud el nimero de veces que un mutante se encuentra representado
en una libreria de mutantes, mientras que con el “micro-array” se comparan

niveles de fluorescencia.

(ii) La técnica puede aplicarse a cualquier cepa bacteriana, independientemente de
gue exista un “micro-array” comercialmente disponible de dicha cepa.

(iii) Resulta mas econdmico, gracias a los bajos costes actuales de la SM.

(iv) La SM permite un analisis global del genoma, incluyendo partes no codificantes,

micro-RNAs y no se centra en el estudio de genes candidatos que han de estar

IM

representados por sondas en el “micro-array”.

(v) Puede detectarse, en caso de que hubiera, aquellos fragmentos de DNA
contaminantes de otras especies bacterianas (como ocurre in vivo en el
intestino, donde se pretende aplicar dicha tecnologia). En el caso del “micro-
array”, el DNA contaminante podria interferir con los resultados en el caso que

|ll

las secuencias del mismo fueran similares a una de las sondas del “micro-array”.

Por todos estos motivos, creemos que la secuenciacion masiva podria dar mejores
resultados a la hora de identificar los genes necesarios por VRE para colonizar el intestino
(actual tema de estudio del grupo donde realizo el TFG). Sin embargo dicha metodologia no ha
sido utilizada hasta la fecha para la identificacion de mutantes en el género Enterococo. Por
tanto el objetivo global de mi TFG consiste en poner a punto dicha metodologia con el fin de
poder estudiar aquellos genes que VRE necesita para poder colonizar el tracto gastro-
intestinal.
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OBIJETIVOS

El presente trabajo pretende poner a punto la metodologia de mutagénesis por

transposicién en combinacion con la técnica de secuenciacidén masiva con el fin de estudiar la

funcionalidad de genes codificados en el genoma de E. faecium. Dicha metodologia sera

utilizada en un futuro por el grupo de investigacion donde realizo el trabajo de fin de grado

con el fin de identificar genes codificados por E. faecium necesarios para colonizar el tracto

gastrointestinal.

Los objetivos concretos de este Trabajo Fin de Grado son:

Identificacion de las condiciones dptimas de cultivo para poder transformar con el
pldasmido pZXL5 la cepa de E. faecium E1162 siguiendo el protocolo de (Li et al., 1995).

Puesta a punto del protocolo de mutagénesis por transposicién desarrollado por Zhang
y colaboradores (Zhang et al., 2012). Comprobacién de que la mutagénesis por
transposicion ha sido efectiva mediante métodos microbiolégicos (siembra selectiva
en distintos medios de cultivo conteniendo distintos antibidticos) y métodos
moleculares (PCR de los mutantes por transposicién obtenidos).

Identificacion de un método de extraccion de DNA de E. faecium que dé resultados
reproducibles y suficiente cantidad de DNA para poder realizar la posterior

secuenciacién masiva de los sitios del genoma donde se ha integrado el transposén.

Desarrollo de la metodologia necesaria para identificar mediante secuenciacién masiva
los sitios del genoma donde se ha integrado el transposon.

Analisis de las secuencias obtenidas por secuenciacién masiva con el fin de identificar
los sitios del genoma donde se ha integrado el transposon.
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3. MATERIALES y METODOS

3.1.

Cepas bacterianas

3.1.1. DH5a

La cepa E. coli DH5a se utilizd para propagar y amplificar el pldsmido pZXL5. Esta cepa es

muy util en procedimientos de DNA recombinante y proporciona un buen soporte para

obtener transformaciones con alta eficiencia debido a que posee mutaciones como endA’, que

elimina la actividad de la Endonucleasa |, y hsd, que provoca fallos en el sistema de metilacion

del DNA aumentando la eficiencia de transformacion.

3.1.2. Enterococcus faecium E1162

La cepa de E. faecium E1162 fue aislada a partir de una infeccion de sangre en un

paciente hospitalizado en Francia en 1996 (Van Schaik, et al., 2010). Dicha cepa es la que

utilizamos en el estudio de mutagénesis por transposicién ya que:

(i)

(ii)

(iii)

3.2.

E. faecium coloniza facilmente el tracto gastrointestinal de ratén (modelo
experimental que utiliza el grupo donde se realizd el presente TFG (Rice et al.,
2009).

Su genoma se encuentra secuenciado completamente (Lam et al., 2012) y esta
disponible en KEGG GENOME como genoma de referencia

Ha sido utilizada previamente en un estudio de mutagénesis por transposicion
utilizando el mismo transposén que utilizamos en el TFG (Zhang et al., 2012)

Plasmidos

3.2.1. pZXL5

El plasmido pZXL5 (Fig.4) fue desarrollado por Zhang et al., 2012 con el fin de identificar

los genes de resistencia a Ampicilina en E. faecium mediante el método de mutagénesis por

transposicion descrito en la introduccidn (apartado 1.4).

El plasmido pZXL5 contiene:

(i)
(ii)

(iii)

(iv)

Un origen de replicacidon ColE1 que le permite propagarse en E. coli.

Un replicdn Gram-positivo termosensible (repA(ts)). De manera que el plasmido
puede replicarse en Enterococo pero Unicamente a temperaturas inferiores a
30¢9C.

Un gen que codifica para la cloranfenicol acetiltransferasa (cat) que confiere a la
bacteria resistencia a cloranfenicol.

El “casset” (acc(6’)-aph(2”)) que confiere a la bacteria resistencia a gentamicina.
Dicho “casset” esta flanqueado por dos repeticiones inversas que son
reconocidas por una transposasa (C9) que codifica el plasmido. Dicha
transposasa estd regulada bajo un promotor inducible por nisina. De esta
manera, si se le afiade nisina al medio, la transposasa permitira la integraciéon
del gen que codifica resistencia a gentamicina en un punto aleatorio en el
genoma del Enterococo. Las resistencias tanto a gentamicina como a
cloranfenicol se expresan en E. coli DH5a y E. faecium E1162 confiriendo
resistencia a estos antibiéticos. La concentracién de antibiético a utilizar en el
presente trabajo se obtuvo a partir de estudios previos de CMI en estas cepas.
(Zzhang et al., 2012)
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Figura 4. Plasmido pZXL5. Las flechas indican la direccién de la transcripcion. Se muestran los sitios de
restriccion Unicos o relevantes. Se indican los genes que confieren resistencia a gentamicina (aac(6’)-
aph(2”) gene) flanqueados por repeticiones inversas que reconoce la transposasa C9 y el gen cat que
confiere resistencia a cloranfenicol y a cloranfenicol. Los genes nisK y nisR reprimen la expresion de la
transposasa C9. Dicha represién es eliminada por la presencia de nisina en el medio. pWO01 ori permite
la replicacion del plasmido en bacterias Gram positivas a una temperatura inferior a 302C. ColE ori
permite la replicacion del plasmido en E. coli.

El plasmido pZXL5 fue generosamente donado por el Dr. Willem van Schaik. Dicho
plasmido fue transformado en la cepa E. coli DH5a con el objetivo de propagarlo y obtener
suficiente cantidad del mismo para transformar la cepa E. faecium E1162.

E. faecium fue transformado posteriormente con este mismo plasmido pZXL5 con el
objetivo de insertar en su genoma el transposén de manera aleatoria, interrumpiendo los
genes constituyentes del genoma de E.faecium al azar.

3.3. “Primers”

Tabla 1. Lista de los “primers” utilizados.

“Primers”

Secuencia Descripcion Referencias
Primer directo utilizado para amplificar el gen de Zhang, et al
genta_probe_F 5'-ACAGAGCCTTGGGAAGATGA-3' resistencia a gentamicina en el transposén de ’ ’
pZXL5. (2012)
Primer reverso utilizado para amplificar el gen de Zhang et al
genta_probe_R 5'-TGCCTTAACATTTGTGGCATT-3' resistencia a gentamicina en el transposén de ’ )
pZXL5. (2012)

MiSeq-poliG

5’-TCGTCGGC
AGCGTCAGATGTGTATAA
GAGACAGGGGGGG
GGGGGGGGGG-3’

Primer utilizado para la adiccion del adaptador | al
DNA mediante unidn a cola poli-C.

Este trabajo
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5-GTCTCGTGG

GCTCGGAGATG ) inad s adiccion del adantad |
MiSeq-Himarl TGTATAAGAGACAGG Primer llgtlllza o para aa .I’CCIOFI ela ay?ta orlla
mediante unidn al transposon.
TTCGCTGGGTTTTAATACG
ACTCACT-3’

5'-CGACGGAGAGTTAGGTTATTGGG- Primer directo utilizado para la identificacion del

Este trabajo

CmR-1F gen cat (Resistencia a cloranfenicol) Este trabajo

3[
Plasmido pZXL5

Primer reverso utilizado para la identificacién del

CmR-2R 5'-GCCAGTCATTAGGCCTATCTGAC-3’ gen cat (Resistencia a cloranfenicol) Este trabajo

Plasmido pZXL5

3.4. Medios de cultivo y condiciones.

Los medios de cultivo utilizados en el presente trabajo fueron esterilizados en autoclave
durante 20 minutos a una temperatura de 120 2Cy 1 atmdsfera de presion.

Los compuestos termosensibles se afiadieron tras la esterilizacion en campana de flujo
laminar y siempre y cuando el medio de cultivo se encontrase a una temperatura inferior a 40
oC.

o Cultivos liquidos.

Los medios de cultivo en estado liquido se almacenaron a temperatura ambiente (entre
18 y 22 °C). Para crecer las cepas en caldo de cultivo se utilizaron tubos estériles de 15 mL
soportados por una gradilla fijada a la estufa en constante agitacién para asegurar una buena
aireacion.

o Cultivos sdlidos.

Estos medios se guardaron a una temperatura no superior a 4 2C ni inferior a 2.2 9C. Los
cultivos sdlidos se crecieron en estufa en placas Petri de 100x15 mm, invertidas y estaticas a la
temperatura que requirieran las cepas correspondientes.

3.4.1. DH5a.
D Sin transformar. E. coli se cultivd a 37 2C en agitacion (200 rpm) en LB (Luria-

Bertani) liquido, compuesto por 0.01 g/L triptona, 0.005 g/L de extracto de levadura
y 0.01 g/L de NaCl.
O Transformada con pZXL5. En este caso se necesitd crecer E.coli en presencia de

cloranfenicol y gentamicina para comprobar la presencia del plasmido pZXL5. Se
cultivd a 37 °C en medio LB liquido en presencia de 10 ug/mL de cloranfenicol y 25
ug/mL de gentamicina y en agitacidn (200 rpm). Las condiciones son idénticas para
el cultivo en LB-Agar en estatico. EIl medio LB sélido fue suplementado con
European Bacteriological Agar (15 g/L).

3.4.2. E. faecium E1162.
> Sin transformar. E. faecium se cultivé a 37 2C en agitacion (200 rpm) en medio BHI

(Brain Heart Infusion), compuesto por una infusion de cerebro-corazéon (5 g/L),
fosfato de disodio (2.5 g/L), D-Glucosa (2g/L), peptona (10 g/L), cloruro sédico (5
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g/L) a pH 7.4 £ 0.2 (25 oC). Para cultivos sélidos se afiadié European Bacteriological
Agar (15 g/L).
O Transformado con pZXL5. Para la seleccion de las cepas de E. faecium se cultivé a 28

oC en agitacién (200 rpm) y medio BHI liquido con 4 pg/mL de cloranfenicol y 300
ug/mL de gentamicina. Para cultivar en medio sdlido se suplementé dicho medio
con European Bacteriological Agar (15 g/L) manteniendo la temperatura a 28 °C.

O Pérdida de pZXL5. E. faecium se cultivé a 37 9C en agitacion (200 rpm) y medio BHI

liguido con 300 pg/mL de gentamicina. Para cultivar en placa Petri se afiadio
European Bacteriological Agar (15 g/L).
D Medios para la transformacion. Los medios para la electroporacién se prepararon

como se describe en (Li et al., 1995; Arias and Murray, 2012):

- BYGT: BHI (19 g/L), extracto de levadura (5 g/L), dextrosa (2 g/L), Tris (12.1
g/L). pH=8.

- BYGT (6%) a: BHI (19 g/L), extracto de levadura (5 g/L), dextrosa (2 g/L),
(60 g/L), Tris (12.1 g/L). pH=8.

- BYGT-Sacarosa: BHI (19 g/L), extracto de levadura (5 g/L), dextrosa (2 g/L),
Tris (12.1 g/L), sacarosa (85.5 g/L). pH=8.

- Sacarosa-MgCl,: Sacarosa (213 g/L), cloruro de magnesio hexahidratado
(0.2 g/L). pH=4.

3.5. Cepas competentes y transformaciones.
3.5.1. DH5a.

La cepa de E. coli DH5a fue transformada siguiendo el método choque térmico; para ello
las células se llevaron al estado de competencia previamente haciéndose permeables al DNA
foraneo por medios quimicos (CaCl, 0.1M) creando porosidades en la membrana que hacen
que, al incrementar la temperatura rapidamente en un breve periodo de tiempo, el DNA
extrafio se introduzca en las células bacterianas (Panja et al., 2008).

3.5.1.1 Preparaciéon de DH5a competentes.

Para la preparacion de células competentes de E.coli se sembrd una colonia en 10mL de
medio liquido LB en tubo “falcon” y se dejé crecer durante toda la noche (24 h) a 37 ¢C en
agitacion (200 rpm). De este tubo “falcon” se traspasé 1mL a un matraz con 50mL de medio
liqguido LB. Posteriormente se crecié el cultivo a 37 2C hasta alcanzar una absorbancia de 0.3-
0.4 (2 h). Se incubd durante 10 min en hielo. Se centrifugé a 3000 rpm a 4 2C durante 5 miny
se resuspendid el precipitado en 5 mL de CaCl, (0.1 M). Tras centrifugar durante 5 min a 3000
rpm, 4 2C se resuspendié el precipitado en 2 mL de CaCl, vy se alicuotaron las células en
alicuotas de 200 pL.

3.5.1.2. Transformacion de DH5a con el plasmido pZXL5.

Para introducir el plasmido en las bacterias competentes se utilizaron 200 uL de éstas y
se incubaron durante 30 min en hielo con 10 ng/uL del plasmido pZXL5. El choque térmico se
llevd a cabo incubando a 42 °C las células durante 90s y posteriormente se incubaron en hielo.
Finalmente se afiadié 1 mL de medio LBy se incubaron las células 30 min en agitacion a 37 C.

Las células transformadas se sembraron en medio sélido LB con 10 pg/mL de
cloranfenicol y 25 pg/mL de gentamicina, con el fin de seleccionar las cepas correctamente
transformadas. Las placas se incubaron durante toda la noche (24 h) a 37 2C.
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Todo el procedimiento contd con un control negativo (no se anadié plasmido en el
primer paso de la transformacion).

3.5.2. E. faecium.

Debido a que, por lo general, E. faecium es mas dificil de transformar, se optd por la
técnica de electroporacidon que también requiere que las células bacterianas sean competentes
previamente. La exposicidon de las células a un impulso eléctrico provoca un aumento de la
conductividad eléctrica y un consecuente aumento de la permeabilidad de la membrana
celular bacteriana dejando pasar al interior al DNA foraneo.

La transformacion de E. faecium se llevd a cabo segln el protocolo descrito en (Li et al.
1995, Arias y Murray, 2012) modificandolo en los puntos en los que fue necesario.

3.5.2.1. Preparacion de E. faecium competentes.

Para que las bacterias adquirieran la competencia primero se crecieron en 3 mL de
medio BYGT (BHI, extracto de levadura, dextrosa y Tris) suplementado con glicina al 5%, siendo
ésta la concentracién dptima para la inhibiciéon del crecimiento a 37 9C. Las bacterias se
crecieron durante toda la noche (24 h) en agitacién (200 rpm).

El cultivo obtenido se diluyé en 30 mL de BYGT con glicina al 5% y se incubé 1h a 372C
en agitacidn (200 rpm). Tras la incubacion se centrifugd a 3750 rpm y 4 °C durante 15 min. El
sedimento obtenido fue lavado dos veces con 10 mL de Sacarosa-MgCl,. Se resuspendieron las
células en 500 pL de Sacarosa-MgCl, y se incubaron en hielo 45 min para su posterior e
inmediata transformacion.

3.5.2.2. Transformacion de E. faecium con el plasmido pZXL5.

Para la transformacién se utilizaron 50 pL de células competentes y se mezclaron con 2
ug del plasmido purificado.

Inmediatamente después se introdujeron las células en las cubetas de 0.2 cm.

La electroporacidn se llevd a cabo con Bio-Rad “Gene Pulser” a un voltaje de 2.5KV. Tras
la electroporacidn, las bacterias se incubaron en 1 mL de BYGT-Sacarosa durante 2 ha 28 2C en
agitacién (200 rpm).

Finalmente las bacterias transformadas se crecieron en placas con BHI-agar conteniendo
4 pg/mL de cloranfenicol y 300 pg/mL de gentamicina 10 pL con el fin de seleccionar aquellas
bacterias que habian adquirido el plasmido.

Todo el procedimiento contdé con un control negativo (no se afiadié plasmido en el
primer paso de la transformacion.)

3.6. Manipulaciones del DNA.
3.6.1. Extracciones de plasmido.

Para extraer plasmido de las cepas se utilizd el kit “Plasmid DNA Purification Using the
QIAPrep Spin MiniPrep kit and a Microcentrifugue” (protocolo de la pag. 22) de QIAGEN®. El
protocolo se modificé tanto en E. coli como en E.faecium de manera que el plasmido se eluyé
en agua en lugar de tampdn EB para disminuir las sales del tampdn de elucién, las cuales
podrian interferir con el proceso de transformacion.

En el caso de E. faecium, ademads se modifico el primer paso del protocolo: 5 mL de un
cultivo crecido durante toda la noche fue resuspendido en 210 pL de PBS y 40 pL de lisozima
(50 mg/mL) y fue incubado durante 1 h a 37 °C para facilitar la lisis del mismo. Tras dicha
incubacidn, se siguid el protocolo desde el paso 2 del kit anteriormente mencionado, cuyo
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procedimiento esta basado en la lisis alcalina de las células y la absorcién del DNA en una
membrana de silicagel en presencia de altas concentraciones de las sales que componen los
tampones.

3.6.2. Integracion del transposon.

Para que el transposdn contenido en el pldsmido se integre en el DNA gendmico de la
célula transformada es necesario tratarlo con nisina, la cual induce la expresién de la
transposasa.

El tratamiento con nisina consisiti6 en crecer una sola colonia de E. faecium
transformada con pZXL5 en 50 mL de medio BHI liquido con 4 pg/mL de cloranfenicol y 300
ug/mL de gentamicina durante toda la noche a 30 2C en agitacion (200 rpm) hasta alcanzar una
absorbancia no menor a 0.44 (1-108 células). Se resuspendieron 100 pL de ese medio en 200
mL de medio BHI conteniendo 300 pg/mL de gentamicina y nisina (25 ng/mL) y se dejé crecer
el cultivo 24 h a 37 9C en agitacidén (200 rpm). La nisina favorece la integracion del transposon
en el genoma de la bacteria. A 372C el pldsmido no puede replicarse por lo que se seleccionan
aquellas bacterias donde el transposén se ha intergrado en el genoma. Posteriormente, se
resuspendieron 100 uL del cultivo en 200 mL de medio BHI con 300 pug/mL de gentamicina sin
nisina y se dejo crecer 24h a 372C en constante agitacion (200 rpm).

Finalmente se alicuotd el cultivo obtenido en alicuotas de 1mL (50% glicerol v/v), las
cuales se congelaron a -80°C.

Para comprobar la eficiencia del tratamiento con nisina se llevaron a cabo controles
positivos y negativos descongelando una de las alicuotas elegida al azar, plaqueandose con
bolas de vidrio en placas de BHI-agar, BHI-agar con 300ug/mL de gentamicina, BHI-agar con
4pg/mL de cloranfenicol y BHI-agar con 4ug/mL de cloranfenicol y 300ug/mL de gentamicina,
debiendo ser negativos los dos ultimos controles.

3.6.3. Extracciones de DNA.

Para la extraccion de DNA de E. faecium se testaron varios kits comerciales y un

protocolo basado en extraccion por fenol-cloroformo.
3.6.3.1. Extraccion DNA “PSP®Spin Stool DNA Plus Kit”

Se sigui6 el protocolo de “PSP® Spin Stool DNA Plus Kit” de PSP® para muestras de dificil

extraccion.
3.6.3.2. Extraccion DNA “QIAmp® DNA Stool Mini Kit (50)”

Se siguid el protocolo de QIAGEN® con algunas modificaciones: Tras centrifugar el
cultivo bacteriano, el precipitado fue resuspendido en 1.4mL del tampdn ASL. Se afiadieron
500 pL de perlas de vidrio de 0.1 mm, y la mezcla fue agitada a maxima velocidad en un
“vortex” durante 5 min. Posteriormente, la muestra fue centrifugada a 13.000 rpm vy se
transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5 mLy se incubd a 95 2C durante 7 min. Tras
este paso previo de lisis mecdnica, se continud con el protocolo estandar de QIAGEN®.

3.6.3.3. Extraccion DNA “QIAmp® Fast DNA Stool Mini Kit (50)”
El kit de extraccion “QIAmp® Fast DNA Stool Mini Kit (50)” de QIAGEN® elimina la
adiccién de la InhibitEX Tablet, que reducia el volumen a recuperar considerablemente en el kit
anterior.
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3.6.3.4. Extraccion de DNA por el método fenol-cloroformo.
Debido a la pequena cantidad de DNA recuperada mediante los kits anteriormente
mencionados se decidié utilizar el método de fenol-cloroformo.
Soluciones empleadas:
- Tampdn de extraccidn: 200 mM Tris (pH=8.0), 200 mM NaCly 20 mM EDTA.
- Dodecilsulfato sddico (SDS) 20%
- Fenol-Cloroformo-lsoamilico: 25:24:1
- Acetato sddico 3 M (pH=5.2), Etanol (EtOH) 70% y 100%
Se resuspendid el precipitado en 500 pL de tampdn de extraccion, se afadieron 210 L

de SDS, 500 pL de fenol/cloroformo/isoamilico y 500 uL perlas de vidrio de 0.1 mm de
didmetro (BioSpec Products) en un tubo de 2 mL. La mezcla se agité durante 5 min y se
centrifugd durante 5 min a 13000 rpm. Se recogiod el sobrenadante y se llevd a un nuevo tubo
de 1.5 mL.

Después se afiadié el mismo volumen de fenol/cloroformo/isoamilico que sobrenadante
se recuperd, se agitd y se centrifugd a 13000rpm durante 5min.

Se recogid la fase acuosa (la superior) y se midié el volumen recuperado.

Para la precipitacion del DNA se afiadié 1/10 parte del volumen recuperado de acetato
sodico (3 M pH=5.2), se mezcld y se afiadieron 2 volimenes de EtOH 100%. Tras incubar 20
min a -80 2C se centrifugd la mezcla durante 20 min a 13.000 rpm a una temperatura de 4 °C.

Se descartd todo el sobrenadante y se hicieron dos lavados del sedimento con EtOH
70%. Se dej6 evaporar todo el EtOH y se resuspendid el precipitado en el volumen deseado de
Tris-Acido Etilendiaminetetracetico (TE).

Posteriormente el DNA resuspnedido se incubd con 1 uL de RNAsa (20 pug/mL) durante
15-20 min.

3.6.4. Electroforesis en gel de agarosa.

Todas las electroforesis se llevaron a cabo en gel de agarosa (0.8 o 1.4 mg/L
dependiendo del tamafio esperado del fragmento de DNA) utilizando una solucién tampén de
TBE (Tris/Borato/EDTA; 89 mM Tris (pH 7,6), acido bdrico 89 mM, EDTA 2 mM). Se corrieron 4
pL de muestra de DNA mezclada con 1 pL de tampdn de carga (60 mL TBE 10X, 30 mL Glicerol
30%, 0.125 g Xilencianol, 0.125 g azul de bromofenol en un volumen final de 100 mL) al que se
le afiade 5 pL de Gel-Red por cada mL de tampdn de carga con el fin de visualizar
posteriormente el DNA. Por otro lado, en todos los geles se corrié un marcador de pesos
moleculares de “GeneRuler™”.

Todos los geles se corrieron durante un periodo no inferior a 25 min y no superior a 30
min y se aplicé un campo eléctrico de 120 V.

El gel se visualizé bajo luz ultravioleta en un transiluminador.

3.6.5. Cuantificacidn del DNA.
El método de cuantificacion utilizado sdlo detectan DNA de doble cadena, siendo
necesario un gel de electroforesis para comprobar la ausencia de RNA.
Para cuantificar el DNA se utilizd6 PicoGreen® diluyendo el reactivo 1:200 en TE vy
colocando, por muestra: 25 pL del reactivo, 24 pL de tampdn TE y 1 pL del DNA muestra.
Siendo el volumen total igual a 50 pL. EI mix se incubé en oscuridad durante 3min.
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3.6.6. Purificacion del DNA.
3.6.6.1. Purificacion del DNA en placa.

La purificacién del DNA se llevé a cabo en placas de purificaciéon de 96 pocillos “Excela
Pure 96-Well UF Plate” de EdgeBio®. Este sistema de purificacién permite filtrar los
contaminantes (nucledtidos, sales, polimerasas y “primers”) reteniendo el DNA en la
membrana. Los productos purificados se pueden recuperar después de una elucién en agua.

Se colocaron de 25 a 50 plL de DNA afiadiendo agua hasta un volumen final de 100 pLy
se dejé durante 10 min en una bomba de vacio. Posteriormente, se afiadieron 100 plL de agua
mili-Q y se dejé durante 10 min la placa en la bomba de vacio. Finalmente se afiadieron 20 plL
de agua mili-Q, se dejé reposar durante 10 min y se extrajo de los pocillos el DNA concentrado
y purificado.

3.6.6.2. Purificacion del DNA mediante perlas.

Con el fin de eliminar fragmentos de DNA de menor tamafio (<200 pb) se utilizaron
perlas metdlicas “Agencourt® AMPure® XP” de Beckman Coulter, que permiten purificar DNA
de distintos tamafios dependiendo de la concentracidn de perlas que se anadan a la muestra.
Las perlas magnéticas son un método sencillo y fiable de purificacion genémica que, en
condiciones optimizadas, une el DNA selectivamente a la superficie de las perlas mientras que
el resto de contaminantes (enzimas, polimerasas, sales o nucledtidos) permanecen en la
solucidn. Las perlas magnéticas con el DNA retenido se pueden separar del resto mediante una
placa imantada. Finalmente, el DNA se puede eluir en tampdn TE y eliminar las perlas con la
placa imantada, recogiendo el sobrenadante con el DNA.

Para eliminar los fragmentos que estén entre 100 y 200 pb se afiadieron al DNA 40 L de
perlas en una proporcién 1:0.8 a un volumen de DNA final de 50 pL. Tras descartar el
sobrenadante, se afiadieron 50 puL de TE y se recogio el sobrenadante. Se afiadieron los 50 pL a
un nuevo tubo de 1.5 mL y se adicionaron de nuevo perlas en una proporcion 1:0.6 (30 pL) y se
descarté el sobrenadante. Las perlas se resuspendieron en 25 pL de TE y se guardd el
sobrenadante conteniendo el DNA purificado.

3.6.6.3. Purificacion del DNA a partir de gel de agarosa.

Para la purificacidn de las bandas corridas en gel de agarosa se utilizd un kit de Roche®
“High Pure PCR Product Purification Kit” Versidon 16, protocolo de purificacion (pag 8-9) sin
modificar. Este kit elimina cebadores, sales, nucleétidos no incorporados, DNA polimerasas y
elementos que puedan inhibir reacciones enzimaticas posteriores. La muestra se mezcla con
una sal caotrépica y se aplica a la fibra de vidrio polar en un tubo de centrifuga. Bajo las
condiciones del tampdn, los acidos nucleicos se unen a la fibra de vidrio en el tubo mientras
qgue las sustancias contaminantes no lo hacen. Los pasos de lavado eliminan estos
contaminantes y, una vez purificados los acidos nucleicos pueden ser eluidos facilmente en un
pequefio volumen de tampdn de elucién.

La purificacién desde gel de agarosa nos permite obtener exactamente los fragmentos
de DNA de un determinado tamafio, sin embargo no es tan eficiente como la purificacion
mediante perlas o mediante placa. Por ello se utilizaron distintos protocolos de purificacion,
segln las necesidades requeridas en cada uno de los protocolos en los que trabajamos con
fragmentos purificados de DNA.
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3.6.7. PCRs.

El protocolo general para la realizacién de la PCR mostrado en la tabla 2 se utilizd para
todas las reacciones de PCR con las variaciones necesarias en cada caso. Los reactivos de la
reaccién de PCR se muestran en la tabla 3, variando segun la finalidad de la reaccion de PCR en
la cantidad de DNA y agua.

Tabla 2. Programa utilizado para la reaccion de PCR

Ciclo Nug;;n;c;de Tiempo Temperatura

Desna.tu.r?hzacmn 1 5 min 940C
inicial
Desnaturalizacion 30s 94°C
Hibridacion 25* 30s 569C**

Extensidn 1 min 682C
Extension final 1 5 min 72°C
Pausa END - 4°C

* El nimero de ciclos vario segun el propésito de la reaccion de PCR.
** La temperatura de hibridacion depende de la secuencia de los “primers”.

Tabla 3. Reactivos para la reaccion de PCR

Volumen/reaccion
Tampdn Thermo pol (10x) 2.5 uL
Polimerasa (1 U/uL) 0.5 uL
dNTPs (10 mM) 0.625 pL
Primer directo (10 mM) 0.5 uL
Primer reverso (10 mM) 0.5 uL
Agua miliQ 19.375 pL*
DNA 1 pL*

* Cantidades variables segun la concentracién de DNA requerida para cada
reaccion de PCR

3.6.7.1. PCR del gen aac(6’)-aph(2”) que codifica la resistencia a gentamicina. Se

realizd una PCR para amplificar exclusivamente la secuencia del gen de
resistencia a gentamicina para comprobar que el transposdn se hallaba en
el genoma de las bacterias transformadas. Esta PCR se llevd a cabo
utilizando los “primers” Genta_probe R y Genta_probe F de Zhang vy
colaboradores con una Tm de 57 2C siguiendo el protocolo indicado
anteriormente.

3.6.7.2. PCR del gen cat que codifica la resistencia a cloranfenicol. Se realizé una

PCR para amplificar el gen de resistencia a cloranfenicol que Unicamente se
haya en el plasmido pZXL5 para verificar que éste se ha perdido. Los
“primers” utilizados fueron CmR-1R y CmR-2F siguiendo el protocolo
indicado anteriormente.

3.6.7.3. PCR primaria para secuenciacion masiva. lllumina. Se realizé una PCR tras

la fragmentacién del DNA y la adicidn de la cola poli-C a los fragmentos de
DNA (ver siguiente apartado) utilizando los oligos MiSeqg-poliG y MiSeq-
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Himarl y variando las condiciones al afiadir 5 uL de DNA, 15.375 uL de agua
y 28 ciclos de PCR.
3.6.7.4. PCR secundaria para secuenciacion masiva. lllumina. Utilizando 25 ng

como molde de la PCR primaria obtenida en el apartado 3.6.7.3. se realizé
una PCR secundaria utilizando los primer S508, N711 y N712 que provienen
del kit para secuenciacidn por lllumina de Agilent®. Las condiciones para
esta PCR se modificaron en: 12 ciclos, la Tm de los oligos se fijé en 55 2Cy el
tiempo de extension en 45 s. En el apartado siguiente (3.6.12) se describe
con detalle la finalidad de ambas PCRs.

3.6.8. Secuenciacion masiva.
3.6.8.1. Resumen de la preparacion del DNA para la secuenciacion
masiva.

Adicioén cola poli-C - PCR primaria - PCR secundaria

Fragmentacion DNA

Primer adaptador A + tn

—
— —_— Purificacion
—

Primer poli-C + adaptador B

Purificacion l

1 l Primer adaptador A/B + especifico
PCR I para lllumina
1 =
Adicion cola poli-C l
l PCRII
> < -
Aillum A tn DMA  poli-C B Aillum

Secuencia final

Figura 5. Resumen del sistema de secuenciacion masiva. Azul: DNA, Violeta: Transposdn (tn) insertado
en el DNA, Naranja: Cola poli-C. Verdes-amaraillo: Adaptadores (A, B, Aillum). La preparacion del DNA
para la secuenciacion masiva se compone de 3 pasos: (1) Adicion de la cola poli-C al DNA previamente
fragmentado y purificado (se seleccionan los fragmentos de alrededor de 600 pb de longitud). (2) PCR
primaria (PCRI) que amplifica de manera exponencial los fragmentos que contienen el transposdn
insertado y la cola poli-C mediante unos primer compuestos por un fragmento que hibrida con el
transposoén o la cola poli-C y un adaptador (verde). (3) PCR secundaria (PCRII). Tras purificar el producto
de la PCRI, se realiza una segunda reaccidon de PCR con los “primers” que hibridan en el adaptador
introducido por los “primers” de la PCRI. Estos “primers” contienen las regiones necesarias (Aillum) para
que se lleve a cabo la secuenciacion por lllumina. La secuencia final estard compuesta por los
adaptadores para lllumina, secuencia del transposén, DNA gendmico y cola poli-C.

3.6.8.2. Fragmentacion del DNA por nebulizacidn.
La nebulizaciéon de material genético consiste en fragmentar el DNA aplicando altas
presiones. La fuerza de la presion obliga al DNA a atravesar los pequefios agujeros de las
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unidades de nebulizacidn, lo que resulta en la formacién de un rocio que contiene el DNA
fragmentado, depositado en el fondo del frasco de nebulizacién. El tamafo de los fragmentos
se determina por la presion del gas utilizado para empujar el DNA a través del nebulizador.

El siguiente protocolo de fragmentacién por nebulizacién mediante nitrégeno, fue
puesto a punto para fragmentar 500 ng de DNA en fragmentos entre 500 y 800 pb ya que son
tamafios adecuados para la secuenciacion por Illumina. En nuestro caso, puesto que
necesitdbamos una mayor cantidad de DNA (2 pg), el protocolo se repitid cuatro veces
consecutivas.

Brevemente, se afiadieron 500 pL de tampdn de nebulizacién Roche® a 500 ng de DNA
resuspendidos en 100 pL de tampdn TE. La mezcla se homogeneizd con ayuda de un vortex y
se colocd en un frasco de nebulizacion. Se insuflé nitrégeno al frasco de nebulizaciéon a una
presion de 2.5 atmdsferas durante 1 miny 10s.

Posteriormente, se purificd el DNA fragmentado utilizando las columnas de purificacion
de DNA “High Pure Spin Filter Tube” (Roche®). Se afiadieron 2.5 mL del tampdn PB (tampdn de
unién a la columna) y 500l de muestra. Se afiadié la muestra a una columna y se centrifugé la
misma a 13000 rpm durante 30 s. El DNA queda retenido en la columna. Tras esto, se lavo el
DNA mediante la adicién de 750 plL de tampdn PE. Tras centrifugar durante 1 min, se descarté
el sobrenadante y se eluyé el DNA en 25ulL de tampdn TE.

3.6.8.3. Anadlisis del tamaiio de los fragmentos del DNA.

Tras la fragmentacion se llevd a cabo un analisis del tamafio de los fragmentos de DNA
obtenido mediante la nebulizacién para verificar que los mas abundantes eran los
correspondientes al tamafio buscado (500-800 pb).

Para realizar este analisis se utilizé el instrumento Bioanalyzer mediante un chip “Agilent
High Sensitivity DNA Kit de Agilent®”. El kit contiene chips y reactivos disefiados para
identificar la longitud de los fragmentos de DNA contenidos en una muestra. Cada chip
contiene unos microcanales interconectados que son usados para la separacién de los
fragmentos segln su tamafio por electroforesis. Se utilizd un chip de alta sensibilidad,
afiadiéndose a los pocillos 9 pL del gel-dye mix, 1 uL del marcador para tener un referente y 1
pL de la muestra. Se agitd bien en un “vortex” a 2400 rpm durante 1 min y se corrié en un
Agilent 2000 Bioanalyzer durante 45 min.

3.6.8.4. Adicidn de la cola poli-C.

La adicion de la cola poli-C a los fragmentos de DNA para la secuenciacién masiva se
llevd a cabo segun Klein y colaboradores. Para esta reaccidn se utilizé 1 ug de DNA, enzima TdT
de Promega® (0.5 pL), tampdén de reaccion TdT de Promega® 5X (4 pl), nucledtidos
deoxicitosina (dCTP) (475 uM) y dideoxicitosina (ddCTP) (25 uM) utilizado como terminador de
la reaccidn de adicion y agua hasta completar un volumen final de reaccién de 20 pL.

La mezcla se incubd a 37 C durante 60 min. Posteriormente se incubd durante 20 min a
75 °oC para conseguir la inactivacién de la enzima.

3.6.8.5. Reaccion de secuenciaciéon masiva.
La reaccion de secuenciacion masiva se llevd a cabo segun lo descrito en el apartado
1.4.2. Lafigura 6 muestra un esquema de la estructura de las secuencias que se secuenciarion:
adaptadores de lllumina, “primers” de la PCR primaria (MiSeg-Himarl (adaptador y un
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fragmento de la secuencia del transposdn) y MiSeq-PoliG (adaptador y cola poli-G)),
transposon integrado y DNA. La secuenciacién puente de lllumina permite secuenciar hasta
400 pb, por lo que las secuencias obtenidas por este método contendrdan: el “primer” MiSeq-
Himarl seguido del resto de secuencia del transposdn y la parte contigua al transposén
correspondiente al DNA gendmico, que sera utilizado para identificar el sitio de insercion del
transposon en el genoma.

La secuenciacién se realizé en el servicio de secuenciacién masiva de la Fundaciéon para
el Fomento de la Investigacidn Sanitaria y Biomédica de la Comunitat Valenciana (FISABIO).
Para ello se utilizo el kit “MySeq Reagent Kit V3” de Illlumina®.

Oligo

Adaptador pgiseq- Adaptador
MUming  pimarl llumina
L . 1 ) A
A Transposén DMNA Co_la
poli-C
f A
DNA DNA
Secuenciacion Andlisis
Tr 5 .
ansposon Transposon
Adicion -
Oligo j nucledtidos \‘ Oligo
Miseq- __ MiSeqg-
Himarl / Himarl
L4
Adaptadores|llumina Adaptadores!llumina
A\

Figura 6. Esquema de la secuenciacion por Illlumina. Amarillo: Adaptadores para la secuenciacion por
Illumina. Verde A y B: Adaptadores PCR primaria. Violeta: Transposdn. Azul: DNA de la cepa E. faecium
E1162. Naranja: Cola poli-C. Flecha negra: Sentido de la secuenciacién. Se secuencia el “primer” MiSeq-
Himarl, el transposdn vy, por ultimo el DNA de E. faecium E1162. Las secuencias tienen un tamafio entre
500-700 pb, suficiente para secuenciar un fragmento de DNA de la cepa E1162 e identificarlo en
posteriores analisis.

3.7. Analisis de las secuencias.
Se utilizaron 3 bases de datos para confrontar las secuencias obtenidas en la
secuenciaciéon masiva con las referentes. La base de datos del genoma de la cepa E1162 fue
creada a partir de las secuencias descargadas de PATRIC:
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(i) ORFs de E. faecium E1162. 2.694 CDS, 2.699.489 pb. secuenciados 2010-03-26 por
el “Dept. of Medical Microbiology, University Medical Center Utrecht”

(i)  Base de datos de todas las secuencias de bacterias (NCBI)

(iii)  Secuencia del transposén.

Dichas bases de datos se crearon utilizando el programa Blast en Linux utilizando la
funcion: formatdb.

Las secuencias obtenidas de lllumina fueron procesadas mediante el programa mothur
para eliminar todas aquellas de un tamafio menor a 100 pb y eliminar la parte final de la
secuencia que contuviera nucleétidos con una calidad inferior a 20, siendo 40 la mayor calidad
posible y 0 una indeterminacion (la parte final de la secuencia siempre es de menor calidad).
Por otro lado, todas aquellas secuencias que no contuvieran la secuencia del oligo
correspondiente al transposén fueron eliminadas.

Aquellas secuencias que pasaron los filtros se compararon con las bases de datos

generadas utilizando Blast y los pardmetros por defecto del programa.
Finalmente, filtramos el mejor alineamiento obtenido para cada una de las secuencias.
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4. RESULTADOS y DISCUSION

4.1. Propagacion del plasmido pZXL5 en la cepa DH5q.

El pldasmido pZXL5 fue amablemente donado por el Dr. Van Schaik. Para mantener el
plasmido y amplificarlo se decidié transformar la cepa DH5a de E. coli con el fin de obtener
suficiente cantidad para transformar la cepa E1162 de E. faecium.

La transformacion de la cepa DH5a se llevé a cabo segln lo descrito en el apartado
3.5.1.2. Posteriormente se crecid el cultivo transformado en 4 placas: LB-agar sin antibidtico,
LB-agar con gentamicina (25 pg/mL), LB-agar con cloranfenicol (10 pg/mL) y medio LB-agar
con gentamicina y cloranfenicol a las mismas concentraciones para comprobar las resistencias
a los antibidticos. Se obtuvieron colonias resistentes tras incubar durante toda la noche a 37
oC. Se utilizd un control negativo sin pldsmido para la transformacién, en cuyo caso no se
obtuvo ninguna colonia de DH5a.

Tras la transformacién de la cepa E. coli DH5a se comprobd que el plasmido se hallaba
en el interior de las bacterias y que la resistencia adquirida a los antibidticos era debida a su
causa. Para ello se procedid a extraer el plasmido (Fig. 7) mediante el proceso descrito en el
apartado 3.6.1. de este mismo trabajo.

Figura 7. Extracciones de plasmido de la cepa DH5a y pldsmido pZXL5 original (Zhang et al., 2012). 1,2:
Réplicas de las extracciones del plasmido pZXL5. O: Plasmido original pZXL5. M: Marcador de pesos
moleculares.

4.2, Transformacion de la cepa E1162 de E. faecium con el plasmido pZXL5.
4.2.1. Seleccidn de la cepa E. faecium E1162.

Para llevar a cabo el presente trabajo se propusieron varias cepas de E. faecium, entre
las que se selecciond la cepa E1162 debido a la existencia de estudios previos (Zhang et al.,
2012) que aseguraban la sensibilidad a los antibidticos utilizados como control en este
proyecto (cloranfenicol para la transformacion y gentamicina para la insercion del transposon
en el genoma bacteriano). Una de las cepas testadas fue VRE-ATCC700221, previamente
utilizada por el grupo, pero se descarté dado que poseia resistencia a gentamicina (300

ug/mL).

4.2.2. Optimizacion del protocolo de transformacion de Enterococo.
Debido a que el Enterococo es una bacteria de dificil transformacién se optimizé este
proceso adicionando glicina al medio de cultivo (Li et al., 1995; Arias y Murray, 2012) ya que se
ha observado que, pese a tener un efecto inhibitorio sobre el crecimiento bacteriano, permite
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una mayor eficiencia de transformacion, probablemente a través de la debilitacion de la pared
celular.

Puesto que la inhibicién 6ptima del crecimiento por glicina depende de la cepa, se
realizaron varios estudios para determinar la concentracidon de glicina éptima para alcanzar
una inhibicion del crecimiento del 70 % (Li et al., 1995). Dicha inhibicidn del crecimiento es la
gue da una mayor eficiencia a la transformacion. Para ello se crecié la cepa E1162 en medio
BYGT con concentraciones decrecientes de glicina (tabla 4).

Tabla 4. Primer experimento para determinar la concentracion de glicina.

Medio BYGT + glicina ABS 600 nm Crecimiento (%)1 Inhibicién (%)2

BYGT @ glicina 1,869 100,00 0,00
BYGT +6 % 0,17 9,10 90,90
BYGT + 3% 0,808 43,23 56,77
BYGT + 1.5% 1,477 79,03 20,97
BYGT + 0.75% 1,545 82,66 17,34
BYGT + 0.25% 1,856 99,30 0,70
BYGT + 0.1% 2,002 107,12 -7,12

1,2. El porcentaje de crecimiento e inhibicion se calculd con respecto al cultivo sin glicina.

Como se puede observar en la tabla 4, una concentracion del 6% de glicina provocé una
inhibicidn del crecimiento del 90 %. Sin embargo, la siguiente concentracion utilizada (3 %)
produjo un 56 % de inhibicion, inferior a la dptima requerida (70 %). Por ello, para determinar
la concentracion de glicina 6ptima se decidid realizar otro experimento con un amplio rango
de concentraciones (tabla 5).

Tabla 5. Segundo experimento para determinar la concentracion de glicina.

Medio BYGT + glicina ABS 600 nm Crecimiento (%) Inhibicién (%)2

BYGT @ glicina 1,582 100,00 0,00
BYGT +6 % 0,19 12,01 87,99
BYGT + 5% 0,458 28,95 71,05
BYGT + 4.5% 0,817 51,64 48,36
BYGT + 4% 0,972 61,44 38,56
BYGT + 3.5% 1,085 68,58 31,42
BYGT + 3% 1,184 74,84 25,16
BYGT + 1.5% 1,316 83,19 16,81
BYGT + 0.75% 1,478 93,43 6,57
BYGT + 0.25% 1,56 98,61 1,39
BYGT + 0.1% 1,556 98,36 1,64

1,2. El porcentaje de crecimiento e inhibicion se calculé con respecto al cultivo sin glicina

Como se puede observar en la tabla 5, la concentracién de glicina del 5% es la idénea
(inhibicion del 70%). Cabe resaltar que existe variabilidad entre los dos experimentos respecto
a la concentracién de glicina del 3%. Sin embargo, la repeticidn del experimento a una
concentracién del 5% nos proporciond los mismos resultados de inhibicion del 70%. Por ello se
concluye que se debe utilizar un 5% de glicina en medio BYGT como concentracién éptima
para proceder a transformar la cepa E1162 de E. faecium.
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4.2.3. Transformacion de la cepa E1162.

La transformacién de E. faecium E1162 con el plasmido pZXL5 obtenido de la
transformacién de la cepa DH5a se llevd a cabo segun lo descrito en el apartado 3.5.2.2.
mediante electroporacién y habiéndose crecido el cultivo durante toda la noche en medio
BYGT al 5 % de glicina.

Tras la electroporacidn, las bacterias se incubaron en 4 placas de BHI-agar a 28 2C
durante toda la noche: BHI-agar, BHI-agar suplementado con gentamicina (300 pug/mL), BHI-
agar con cloranfenicol (4 pg/mL) y BHl-agar con gentamicina y cloranfenicol a mismas
concentraciones. En todas las pruebas se obtuvo un cultivo de colonias visibles a las 24 h salvo
en el caso de las placas que contuviesen cloranfenicol o cloranfenicol/gentamicina, cuyos
resultados eran visibles a las 48 h.

Se realizé un control negativo omitiendo la adicion del pldsmido pZXL5 en el proceso de
transformacidn. En este caso tan solo se observé crecimiento en el medio control BHI-agar sin
antibiéticos, quedando confirmada la sensibilidad que la cepa E1162 posee a estos
antibidticos.

4.2.4. Extraccion del plasmido pZXL5 y comprobaciones.

Una vez la transformacién de la cepa E1162 con pZXL5 fue positiva, se extrajo pldsmido
con el fin de comprobar su presencia en el interior de la bacteria (Fig. 8). Tras correr el
pldsmido en un gel de agarosa se observaron varios fragmentos de DNA de distintos tamafios,
a diferencia del plasmido extraido de la cepa E. coli DH5a, donde Unicamente se observd un
fragmento de DNA correspondiente al plasmido pZXL5.

Figura 8. Extraccion de pldsmido pZXL5 de la cepa transformada E1162 de E. faecium. 1,2: Réplicas de
las extracciones de plasmido pZXL5. M: Marcador de pesos moleculares.

Uno de los fragmentos obtenidos tenia un tamafio similar al del pldsmido extraido de E.
coli pero, ademas, se observd la existencia de dos fragmentos de DNA adicionales de tamafio
superior e inferior al plasmido pZXL5. Estos fragmentos adicionales podrian explicarse de dos

maneras:

(i) La cepa E1162 de E. faecium no es deficiente en endonucleasas (endA) como lo
es la cepa DH5a, por lo que podrian apreciarse las diferentes conformaciones
que puede adquirir este plasmido.

(ii) Las bandas observadas se deben a plasmidos de la cepa E1162 que se extrajeron

junto con el plasmido pZXL5.
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Para comprobar la existencia del plasmido sin que interfiriesen las endonucleasas ni
pldsmidos presentes en la cepa, se procedié a transformar la cepa DH5a con el plasmido
pZXL5 obtenido de la extraccién de plasmido de E. faecium E1162 siguiendo el mismo método
y condiciones. Como era de esperar, se obtuvieron colonias resistentes a gentamicina (25
pug/mL) y cloranfenicol (10 pg/mL), sin embargo, en el control negativo sin el plasmido pZXL5
no se obtuvo ninguna colonia en los medios de LB-agar suplementados con estos antibidticos.

Posteriormente, se extrajo de estas colonias plasmido pZXL5 (Fig. 9) y, tras correr un gel
de agarosa, se observd un Unico fragmento de DNA del mismo tamafio que el plasmido
original, confirmando que las bandas observadas en la figura 8 corresponden al plasmido
pZXL5.

Figura 9. Extraccion de plasmido pZXL5 de la cepa DH5a transformada con el plasmido procedente de
E. faecium E1162. 1,2: Réplicas de las extracciones de pZXL5. O: Plasmido original pZXL5 (Zhang et al.,
2012). M: Marcador de pesos moleculares.

Para corroborar que el plasmido transformado en la cepa E1162 se trataba en efecto del
pldasmido pZXL5, se procedid a digerir el plasmido con BamHI, enzima que corta el plasmido en
3 sitios especificos, generando por tanto 3 fragmentos (Fig. 10)

pZXL5.xdna - 11760 nt

_+_

Figura 10. Sitios de restriccion para BamHI en el plasmido pZXL5. Mapa obtenido con el programa
SerialCloner en el se indican los sitios del plasmido donde digeriria la enzima BamHI. Dicha enzima
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digiere en los nucleétidos (5’-G/GATCC-3’) generando 3 fragmentos de tamafio 4114 pb, 1858 pb y 5748
pb. En el interior del circulo se indica el tamafio total del plasmido pZXL5.

El pldasmido pZXL5 se digirid durante 2 h a una temperatura de 37 2C. Como se puede
observar en la figura 11, tanto el plasmido propagado originalmente en DH5a, como el
pldasmido obtenido en DH5a procedente de la cepa E1162, dieron lugar a patrones de bandas
idénticos. Se observaron 3 bandas, correspondientes a los 3 fragmentos que se obtienen tras
digerir el pldsmido pZXL5 con BamHI. Las bandas corresponden, en orden descendiente, a:
fragmento de 5.7 Kb, fragmento de 4.1 Kb y fragmento de 1.8 Kb.

Asi se pudo confirmar que el plasmido no sufria ninguna variacién al ser transformado

en la cepa E1162 de E. faecium.

250

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa de la digestion de pZXL5 con BamHI. M: Marcador de pesos
molecuares. 1: pZXL5 digerido con BamH1 procedente DH5a transformada con el plasmido original
(zhang et al., 2012). 2: pZXL5 digerido con BamH1 procedente de DH5a transformada con el plasmido
extraido de E1162. Gel de agarosa 0.8%. pZXL5 digerido con BamH1 presentd patrones de digestidon
idénticos en ambos casos.

4.3. Creacion de la biblioteca de mutantes.

Una vez transformada la cepa E1162 con el plasmido pZXL5 y comprobado que la
transformacion fue correcta se procedié a insertar el transposén en el genoma bacteriano y a
la posterior eliminacién del plasmido.

4.3.1. Integracidn del transposon en el genoma.

La integracion se llevd a cabo tal y como se describe en el apartado 3.6.2. protocolo
obtenido de Zhang y colaboradores, por el que aseguran que el transposon se insertara una
Unica vez por genoma bacteriano, de manera completamente aleatoria, sin preferencias por
un sitio concreto. Para ello fue necesario tratar las bacterias transformadas con nisina, la cual
indujo la expresién de la transposasa C9 contenida en el plasmido pZXL5. Dicho tratamiento
con nisina se realizd a partir de un cultivo incubado durante toda la noche a 30 °C y
suplementado con con 4 pug/mL de cloranfenicol y 300 pg/mL de gentamicina. Este cultivo se
diluyé como se indica en materiales y métodos y tras alcanzar una absorbancia de 0.44, se
crecio el cultivo a 372C en medio sin nisina y tan sélo con gentamicina (300 ug/mL), evitando
que el plasmido pZXL5 se replicase.

28




Resultados y Discusion

4.3.2. Comprobaciones de la insercion del transposén.

Para comprobar la eficiencia del tratamiento con nisina se crecid la libreria obtenida de
mutantes tras el tratamiento con nisina en BHI-agar, BHI-agar con 300 pug/mL de gentamicina,
BHI-agar con 4 pug/mL de cloranfenicol y BHI-agar con 4 pug/mL de cloranfenicol y 300 pg/mL de
gentamicina obteniéndose colonias tan sélo en el medio control con BHI-agar y en el medio
con gentamicina, puesto que la resistencia a cloranfenicol la otorga el plasmido pZXL5 que no
puede replicarse a 37 °C.

Para comprobar la inserciéon del plasmido en el genoma bacteriano y la completa
pérdida del pldsmido pZXL5 se plaguearon bacterias de la libreria de mutantes obtenida en
placas de BHI-agar con gentamicina (300 ug/mL) y se comprobd en 20 colonias individuales la
presencia del gen que confiere resistencia al antibiotico gentamicina (aac(6’)-aph(2”))
(apartado 4.3.2.1.) y la ausencia del gen de resistencia a cloranfenicol (cat) (apartado 4.3.2.2.).

4.3.2.1. Extracciones de DNA.

Para la realizacion de las PCR descritas frente al gen de resistencia a gentamicina y
cloranfenicol y posteriormente para la secuenciacion masiva de la libreria de mutantes, se
extrajo DNA mediante diferentes kit y métodos buscando aquel con el que se obtuviese un
mayor rendimiento de extraccion (Fig. 12) y mayor reproducibilidad (Tabla 7). Se probaron
todos los kits y métodos descritos en el apartado 3.6.3. extrayendo DNA de un cultivo de la
cepa E1162 crecida durante toda la noche en 5 mL de medio BHI (1-4). Todas las extracciones
se realizaron por duplicado (N y N’).

=t
1IKb ¥®#1 1" 2 2 3 ¥

Figura 12. Comparacion de diferentes métodos de extraccion de DNA. M: Marcador de pesos
moleculares . Electroforesis en gel de agarosa del DNA extraido de un cultivo de la cepa E1162 utilizando
distintos métodos de extraccion. 1/1’: “PSP®Spin Stool DNA Plus Kit”. 2/2’: “QIAmp® DNA Stool Mini Kit
(50)”. 3/3’: “QIAmp® Fast DNA Stool Mini Kit (50)”. 4/4’: Método fenol-cloroformo.

Para comparar de manera cuantitativa las extracciones de DNA de E. faecium E1162 se
cuantifico el DNA obtenido (Tabla 6).

Tabla 6. Cuantificacién del DNA extraido.

Método empleado Réplica 1 (ng/uL) Réplica 2 (ng/uL)
“PSP®Spin Stool DNA Plus Kit” 1.43 3.05
“QIAmp® DNA Stool Mini Kit (50)” 2.05 17.04
“QIAmp® Fast DNA Stool Mini Kit (50)” 5.86 7.51
Fenol-Cloroformo 43.58 36.03

Para comprobar la reproducibilidad de la técnica se realizd la media de las cantidades
extraidas y se obtuvo la desviacidn estandar de los valores obtenidos divididos por la media tal
y como se muestra en la tabla 7.
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Tabla 7. Estudio de la reproducibilidad de los métodos utilizados para la extraccion de DNA.

Método empleado | R1 (ng/ul)' | R2 (ng/ul)® | Media (M) | RI/M | R2/M | Deovadion
Estandar

" ® .

PSP®Spin Stool DNA 1,43 3,05 2,24 0,64 1,36 0,51

Plus Kit
“QIAmp® DNA Stool
Mini Kit (50)" 2,05 17,04 9,55 0,21 1,79 1,11

“QIAmp® Fast DNA

Stool Mini Kit (50)” >/86 [ 6,69 0,88 1,12 0,17

Fenol-Cloroformo 43,58 36,03 39,81 1,09 0,91 0,13

1: Réplica 1; 2: Réplica 2; cantidad de DNA obtenido por el método descrito. Media (M): Se realizé la
media de las cantidades obtenidas en las réplicas 1 y 2. 3: La desviacion estandar de cada método se
calculé con los datos obtenidos al dividir las réplicas 1y 2 entre su media.

Como se puede observar en la figura 12 y las tablas 6 y 7 el método por el que se obtuvo
una mayor cantidad de DNA por pL correspondié al método fenol-cloroformo, mientras que
con el resto de métodos se obtuvieron cantidades insuficientes para las posteriores reacciones
de secuenciacién masiva. Con respecto a la reproducibilidad, el método fenol-cloroformo es el
mas reproducible debido a que fue el método con el que se obtuvo una desviacidn estandar
menor (0.13 frente a valores como entre 0.17 y 1.1 del resto de métodos), convirtiéndolo en el
método mds fiable para la obtencién de réplicas.

Por todo ello, se decidid extraer el DNA mediante el método fenol-cloroformo segun lo
descrito en el apartado 3.6.3.4. de materiales y métodos.

Tras poner a punto el protocolo de extraccion de DNA de Enterococo, se procedid a
comprobar la presencia o ausencia de los genes de resistencia a cloranfenicol (cat) y
gentamicina (aac(6’)-aph(2”)) en colonias crecidas en gentamicina a partir de la libreria de
mutntes obtenida.

4.3.2.2. PCR del gen aac(6’)-aph(2”) que codifica la resistencia a
gentamicina.

Segun lo descrito en el apartado 3.6.7.1., se llevd a cabo una PCR con el DNA extraido,
por el método de fenol-cloroformo, de 20 colonias individuales crecidas en medio BHI
suplementado con gentamicina (300 pg/mL). Como control positivo se utilizé el plasmido
original pZXL5 y como control negativo una colonia de E. faecium E1162 sin transformar. Para
realizar la PCR se utilizaron los “primer” especificos del gen acc(6’)-aph(2”) descritos en la tabla
1. El producto de PCR amplificado debia tener un peso molecular de 500 pb.

En la figura 13 se puede observar una Unica banda de producto amplificado por muestra
y del mismo tamario (500 pb) en todos los casos salvo en el control negativo, en el que no se
aprecido banda alguna, como se esperaba puesto que la cepa E1162 de E. faecium sin
transformar no posee el gen acc(6’)-aph(2”) de resistencia a gentamicina, quedando
confirmada la insercidn del transposdn en el genoma bacteriano.
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Figura 13. PCR del gen acc(6’)-aph(2”) que codifica la resistencia a gentamicina. M: Marcador de pesos
moleculares. 1-20: DNA extraido de colonias individuales de E. faecium E1162 transformadas con el
pldsmido pZXL5, obtenidas tras el proceso de mutagénesis por transposicion. +: Plasmido pZXL5 original.
- : Cepa de E. faecium E1162 sin transformar.

4.3.2.3. PCR del gen cat que codifica la resistencia a cloranfenicol.

Para comprobar la ausencia del plasmido en las colonias, ademds de la sensibilidad al
antibidtico cloranfenicol, se realizé una PCR del gen de resistencia a éste, obteniendo tan sélo
un producto amplificado, el del control positivo que corresponde a la cepa E1162 de E. faecium
transformada con el pldasmido pZXL5. El producto de PCR amplificado debia tener un peso
molecular de 401 pb.

En la figura 14 se puede apreciar que ninguno de los mutantes obtenidos por
transposicién contenia el gen cat de resistencia a cloranfenicol. Se observé una banda de muy
bajo peso molecular que probablemente corresponda a la formacion de “primer-dimer” y la
banda correspondiente al control positivo.

- a @
M1 2 3 45 6 7 8 910 1112 13 14 1516 171819 20 - + CN

Figura 14. Resultado de la PCR del gen de resistencia a cloranfenicol. M: Marcador de pesos
moleculares. 1-20: Colonias de E. faecium E1162 transformadas con pZXL5, obtenidas tras el proceso de
mutagénesis por transposicion. - : Cepa de E. faecium E1162 sin transformar. +: Cepa E1162
transformada con pZXL5. CN: Control negativo de la PCR.

4.4. Secuenciacién masiva.

La preparacion del DNA para la secuenciacion masiva se llevé a cabo segun el apartado
3.6.8.

4.4.1. Fragmentacion del DNA.

En primer lugar, se fragmentd el DNA obtenido de la coleccion de bacterias mediante el
proceso de nebulizacién descrito en el apartado 3.6.8.2. Posteriormente, utilizando un
Bioanalyzer se identificaron los fragmentos (Fig. 15). Para realizar este analisis se utilizd un
chip “Agilent High Sensitivity DNA Kit de Agilent®” que contiene unos microcanales
interconectados usados para la separacion de los fragmentos segin su tamafo por
electroforesis.
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Figura 15. Andlisis del tamaiio de los fragmentos de DNA obtenidos tras la nebulizacion. El DNA fue
extraido de la biblioteca de mutantes y fragmentado por nebulizacidon con gas nitrégeno. Eje Y (Rojo):
Fluorescencia [FU] la fluorescencia registrada en un tiempo determinado depende de la concentracion
de DNA. Eje X (negro): Tiempo en segundos (s) que tarda el DNA en recorrer los microcanales del chip,
depende del tamafio de los fragmentos de DNA. R1: Réplica 1. R2: Réplica 2. Cuadro rojo: Tamario (500-
820/900 pb) de los fragmentos de DNA mds abundantes (en pg/uL).

Se fragmentd el DNA de dos réplicas (R1 y R2) y se pudo comprobar que en ambos casos
se generaban fragmentos de entre 500 y 800-920 pb, siendo el tamafio buscado entre 600-700
pb puesto que es el tamafo éptimo para la secuenciacién masiva por lllumina, por lo que se
considerd correcta la fragmentacién del DNA gendmico.

4.4.2. Adicion de la cola poli-C y PCR primaria.

En primer lugar se purificaron las muestras R1 y R2 para eliminar los fragmentos
menores a 200 pb utilizando la purificacion mediante perlas magnéticas. Una vez obtenidas
réplicas purificadas se llevd a cabo la reaccién de adicidn de la cola poli-C a las hebras de DNA
tal y como se describe en el apartado 3.6.8.4. de materiales y métodos. Posteriormente, se
purificéd la mezcla mediante perlas metalicas para eliminar sales y nucleétidos no adicionados y
se realizo una PCR (Fig. 16) con los “primers” MiSeg-poliG y MiSeq-Himarl, que amplifican de
manera exponencial los fragmentos que contienen el inserto del transposén y la cola poli-C.
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Figura 16. PCR primaria para la secuenciacion de los mutantes por transposicion. M: Marcador de
pesos moleculares 1: DNA fragmentado con cola poli-C afadida, R1. 2: PCR primaria, R1. 3: DNA
fragmentado con cola poli-C afiadida, R2. 4: PCR primaria, R2. CN: Control negativo de la PCR.

Los carriles 1y 3 del gel de agarosa mostrado de la figura 15 corresponden al DNA molde
(DNA fragmentado con la cola poli-C afiadida) previo a someterlo a la reaccidon en cadena de la
polimerasa. Estos carriles se aprecian vacios porque se incluyd muy poca cantidad (4.8 ng),
mientras que en los carriles correspondientes a la PCR (2 y 4) se puede apreciar una clara
amplificacion de los fragmentos comprendidos entre 1 Kb y 500 pb tras someter el DNA molde
a una reaccion de amplificaciéon de 28 ciclos.

Para comprobar que los fragmentos amplificados por la PCR correspondian al DNA
gendmico con el transposon se realizé un control con DNA fragmentado de E. faecium E1162
sin transformar con pZXL5 tras haberle adicionado la cola poli-C tal (Fig. 17). En ambos casos la
PCR se realizé con la misma cantidad de DNA molde.

Figura 17. Control de amplificacion especifica. PCR primaria. M: Marcador de pesos moleculares. 1: PCR
primaria de E1162 transformado con pZXL5. 2: PCR primaria de E1162 sin transformar con pZXL5. CN:
Control negativo de la PCR.

Como se aprecia en la figura 17, existe una pequefia amplificacién inespecifica visible en
el carril 2, que corresponde a la cepa E1162 de E. faecium sin transformar con el plasmido
pZXL5. Esta amplificacidon sin embargo, es menor que el resultado de la PCR obtenido de la
muestra con el transposon.

4.4.3. PCR secundaria.
En primer lugar se purificd el producto obtenido en la PCR primara, mostrado en la
figura 15, desde la banda del gel de agarosa segun el protocolo de extraccion de DNA descrito
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en el apartado 3.6.6.3. Posteriormente, se realizé una PCR secundaria con los “primers” S508,
N711 y N712 que provienen del kit para secuenciaion por Illumina de Agilent® tal y como se
describe en el apartado 3.6.7.4. Dichos “primers” contienen una regién especifica para los
“primers” utilizados en la PCR primaria y un adaptador necesario para la secuenciacién masiva.

Para comprobar que la PCR amplificd correctamente se corrid la misma cantidad de
DNA inicial en un gel de agarosay se realizé una electroforesis (Fig. 18).

Figura 18. PCR secundaria. M: Marcador de pesos moleculares. 1: PCR primaria, R1. 2: PCR secundaria,
R1. 3: PCR primaria, R2. 4: PCR secundaria, R2.

Como se puede observar en la figura 18, los carriles 1 y 3 se encuentran vacios. En estos
carriles se incluyd el DNA molde previo a realizar la PCR. Los carriles 1 y 4 reflejan el DNA
obtenido tras la realizacidon de la PCR indicando que claramente ha habido amplificacién tras
15 ciclos de reaccion en cadena de la polimerasa.

Posteriormente, se secuenciaron las muestras R1 y R2 segun lo descrito en el apartado
3.6.8.5. en el servicio de secuenciacién del departamento de Gendmica y Salud (FISABIO).

4.4.4. Analisis de las secuencias.

Una vez obtenidas las secuencias por el método de secuenciacion masiva, se
identificaron las secuencias que contenian el oligo frente al transposén y se descartaron
aquellas secuencias que no contuvieran dicho oligo. En total se obtuvieron 2.620 secuencias
correspondientes a la réplica 1 (R1) y 4.465 correspondientes a la réplica 2 (R2). El nimero de
secuencias obtenidas fue menor del esperado. Esto pudo deberse a que en el mismo “run” de
secuenciacidén se secuenciaron otras muestras que contenian un amplicén distinto (gen 16S
rRNA). Debido al menor tamafio de este amplicon con respecto a nuestras secuencias, puede
que se hubieran secuenciado de manera mas eficiente las muestras correspondientes al 16s
rRNA. En trabajos posteriores se intentard secuenciar exclusivamente las muestras de
mutagésis por transposicion, sin mezclarlas en el mismo “run” con otro tipo de secuencias.

Posteriormente se compararon las secuencias obtenidas con las bases de datos
generadas: (i) el genoma de E. faecium 1162, (ii) la secuencia del transposon, (iii) la base de
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datos completa de secuencias de bacterias del NCBI para identificar el origen de cualquier
secuencia que no correspondiera ni al transposén ni a E. faecium 1162.

Como se puede observar en la figura 19, aproximadamente entre un 15-18% de las
secuencias obtenidas pertenecian al genoma de E. faecium 1162. Con el fin de conocer la
identidad de las secuencias restantes, se realizd un blast contra la base de datos de NCBI que
contiene todas las secuencias procedentes de bacterias. Sorprendentemente dichas secuencias
eran similares a plasmidos de Enterococo. Cabe destacar que la cepa E. faecium 1162 presenta
plasmidos (Van Schaik et al., 2010). Sin embargo, en la secuencia referencia de la cepa E1162
no se indica la presencia de plasmidos. Con el fin de dar respuesta a esta contradiccién, se
estudiaron los métodos empleados por Van Schaik y colaboradores para secuenciar el genoma
de E. faecium cepa E1162 (Van Schaik et al., 2010). Tal y como se describe en su estudio, los
autores utilizaron el kit de extraccién de DNA de Promega®: “Wizard Genomic DNA Purification
kit”. Dicho kit esta disefiado para la purificacion de moléculas de DNA de gran tamafio con el
fin de enriquecer DNA gendmico. Por tanto, es posible que en dicho estudio no se obtuviera
DNA plasmidico y por tanto no se obtuvieran las secuencias relativas a los plasmidos que
presenta esta cepa.

R1 R2

B Genoma E. B GenomaE.
faecium faecium
E1162 E1162
85% Plasmidos 82% Plasmidos

Figura 19. Distribucion de las secuencias analizadas. R1: Réplica 1. R2: Réplica 2. Los graficos muestran
la distribucién de las secuencias obtenidas por el método de secuenciacién masiva de lllumina al ser
enfrentadas a las bases de datos de secuencias creadas. Las bases de datos corresponden a: Genoma de
E. faecium E1162 y una base de datos que contiene todas las secuencias bacterianas de NCBI.

Como puede observarse en la figura 19, en las réplicas R1 y R2 se obtuvo una variacién
minima de los resultados, considerando el experimento reproducible.

Posteriormente, se procedid a analizar a qué ORFs pertenecian las secuencias obtenidas.
Como se muestra en la figura 20, la mayoria de las secuencias se asemejaban a unas pocas
ORFs, tanto en el caso de secuencias similares a E. faecium (Fig. 20A) como en el caso de
aquellas similares a plasmidos de E. faecium (Fig. 20B). Este resultado era inesperado porque
en el estudio previamente publicado (Zhang et al., 2012) se indicaba que el transposon se
integraba en el genoma de E. faecium sin tener preferencias por sitios especificos. En contra,
en nuestro estudio parecia que el transposdn tenia preferencia por sitios exclusivos del
genoma de E. faecium. Por otro lado, es posible que algunas de las secuencias obtenidas
fueran el resultado de una amplificacidn inespecifica del genoma de E. faecium. Es decir, que el
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oligo especifico del transposdn pudiera hibridar en sitios concretos del genoma de E. faeciumy
que las secuencias obtenidas no fueran resultado de la insercién del transposén sino de una
amplificacion inespecifica de sitios concretos del genoma de E. faecium.
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Figura 20. Abundancia de mutantes. Nimero de veces que el transposén se ha insertado en cada ORF
de la base de datos de: A: la cepa E. faecium E1162.B: plasmidos de E. faecium. R1: Réplica 1. R2: Réplica
2. Existe una clara correlacion entre el nimero de veces que esta representada una ORF en la réplicaly
en la 2. La abundancia es mayor en general en la réplica 2 debido al mayor nimero de secuencias
obtenidas en esta réplica. La mayoria de las secuencias pertenecen a unas pocas ORFs.

Con el fin de averiguar si las secuencias obtenidas provenian de una amplificacion
inespecifica del genoma de E. faecium, se analizé la secuencia adyacente al oligo utilizado para
amplificar los fragmentos que contenian el transposén. Segun la estrategia utilizada, dicha
secuencia debia contener el final del transposdn y posteriormente la secuencia del genoma de
E. faecium. Por el contrario, si habia existido una amplificacién inespecifica de fragmentos que
no contenian el transposén, se deberia observar directamente la secuencia del genoma de E.
faecium. Sorprendentemente, ninguna de las secuencias obtenidas presentaba la parte final
del transposon (ni las similares al genoma de E. faecium, ni las similares a plasmidos de E.
faecium).

Para identificar el motivo de dicha amplificacidn inespecifica, se analizé con detalle la
secuencia del genoma de E. faecium adyacente a la secuencia obtenida por secuenciacién
masiva. Como ejemplo (Fig. 21) se indica el analisis obtenido con la secuencia de la ORF mas
abundante (EfmE1162 2207). Resultados similares fueron obtenidos para otras ORFs.

Como se muestra en la figura 21, el final del oligonucledtido utilizado para amplificar el
transposon hibrida de manera perfecta con la ORF secuenciada justo en el punto previo a la
secuencia obtenida de dicha ORF.
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0 | 1] ¥ IS SEEEEEEEE wp Nucleétidos
E. faecium CAGAAGA TG AAG EARATY: TAC AGTATE: TNATIGGAG A GG ARAGAAGGHA: A TAATAARGCGAC TCA TG TGATGGT idénticos

Secuenciaillumina  CEETEGEGGCEN: GGAGAN: TGTANAAGAGAEAGGITEGETGE G THNTAANACGAC

secuencia oligonucleétido MiSeq Himar1

Figura 21. Alineamiento de secuencias de Illlumina y del genoma de la cepa E. faecium E1162.
Secuencia representativa de las obtenidas por secuenciacién masiva alineada contra el genoma de E.
faecium 1162. En la parte superior de la figura se indica en verde las zonas de ambas secuencias que
contienen nucleétidos idénticos. Se indica la parte de la secuencia de Illumina perteneciente al
oligonucledtido utilizado para realizar la PCR primaria (oligonucleétido especifico del transposén pero
que, como se observa en la figura, comparte varios nucleétidos con el genoma de E. faecium,
principalmente en su extremo 3’).

Este andlisis sugiere que ciertos fragmentos de E. faecium fueron amplificados de
manera inespecifica por la presencia en el genoma de E. faecium de secuencias similares al
oligonucledtido utilizado. De hecho, como se puede observar en la figura 17, los “primers”
utilizados amplificaban de manera inespecifica ciertos fragmentos de E. faecium, aunque en
teoria de manera menos eficiente que los fragmentos que contenian el transposén. La
amplificacion inespecifica podria también explicar por qué se obtuvieron mas secuencias de
genes de plasmidos (los plasmidos se suelen encontrar en multi-copia lo que favoreceria la
amplificacion de genes del pldasmido con secuencias similares al oligonucleétido.

Nuestro analisis da una explicacion al resultado observado de obtener secuencias que
no contenian la parte final del transposon. Sin embargo, quedaria otra pregunta por resolver:
¢Cudl es el motivo de que no se observase ninguna secuencia que contuviera la parte final del
transposon? Sobre todo teniendo en cuenta que los fragmentos que contienen el transposén
se amplifican de manera mas eficiente que los que no lo contienen (Fig. 17). No conocemos
con exactitud la respuesta a dicha pregunta. Es posible que el final del transposén forme una
estructura secundaria que haga menos eficiente la secuenciacion masiva de fragmentos que
contengan dicha secuencia. Por otro lado, es posible que en la PCR secundaria, los fragmentos
que contiene la secuencia del transposén se amplifiquen de manera menos eficiente. En
futuros experimentos, que no han podido realizarse por el tiempo limitado del TFG, sera
necesario estudiar cual de estas posibilidades ha sido la causante de la secuenciacion de
fragmentos amplificados de manera inespecifica y la no secuenciacién de los fragmentos que
contenian el transposén. Una vez conocidos los motivos, un nuevo disefio de oligos o cambios
en las condiciones de la reaccidon de PCR y secuenciacidn seran necesarios para incrementar la
eficiencia de la secuenciacion de aquellos fragmentos que contienen el transposon.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Tras poner a punto el protocolo de transformacion de E. faecium (Li et al., 1995), se puede
concluir que una concentracién de glicina del 5 % es la éptima para conseguir una
inhibicidn del 70 % de crecimiento, necesaria para transformar de manera mas eficiente la
cepa de E. faecium E1162.

Los experimentos realizados con el pldsmido pZXL5 confirman los resultados obtenidos
por Zhang y colaboradores (Zhang et al., 2012):

(i) El replicon de bacterias gram-positivas de dicho plasmido es termosensible (el
plasmido se pierde al crecer E. faecium a 37 2C)

(ii) La adicién de nisina al medio de cultivo es eficaz para inducir la insercién del
transposon en el genoma de E. faecium, aunque no se descarta que también se
integrara el transposén en los plasmidos presentes en la cepa.

La utilizacién de la técnica de nebulizacidn es eficaz para generar fragmentos del tamafio
deseado (aproximadamente 700 pb) para posteriormente someter dichos fragmentos a
secuenciacion masiva. Los parametros 6ptimos de nebulizacidon para obtener fragmentos
de dicho tamafio son: 2.5 atmdsferas durante 1 miny 10 s.

El método de extraccion de DNA basado en la extraccidn por fenol/cloroformo es el mas
eficaz de los distintos métodos utilizados para extraer DNA de E. faecium, incluyendo:
“PSP®Spin Stool DNA Plus Kit”, “QIAmp® DNA Stool Mini Kit” y “QIAmp® fast DNA Stool
Mini Kit”. El método fenol/cloroformo es mas reproducible y permite la obtencién de una
mayor cantidad de DNA.

Las secuencias obtenidas por secuenciacidon masiva sugieren que la cepa E. faecium E1162
contiene plasmidos que no fueron secuenciados en el estudio realizado previamente (Van
Schaik et al.,, 2010). Probablemente esto sea debido a la metodologia utilizada para
extraer el DNA de dicha cepa.

Los oligonucledtidos empleados para amplificar los fragmentos que contienen el
transposon también amplifican de manera inespecifica otros fragmentos del genoma y de
pldsmidos de la cepa E1162 de E. faecium. Futuros estudios deberdn optimizar las
condiciones de PCR o deberan utilizar oligonucledtidos distintos para conseguir una
amplificacion mas especifica de los fragmentos de DNA que contienen el transposon.
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