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“Fra el atardecer. Al fondo de las calles, en el espacio entre las casas, aparecio
una luz confusa de arcoiris. La planta, después de aquel esfuerzo de crecimiento
impetuoso que la habia mantenido tensa hasta que terminara la lluvia, se
encontro exhausta. Marcovaldo, continuando su carrera sin meta no se daba
cuenta que detras de él las hojas pasaban una a una del verde intenso al
amarillo, un amarillo oro. Desde hacia un rato, sin que Marcovaldo se diera
cuenta, un desfile de motos y autos y bicis y muchachos sequian el arbol gue
pasaba por la ciudad y gritaban:

— £/ baobab! El baobab! - y con grandes: — Oooh! — de admiracion seguian e/
amarillear de las hojas. Cuando una hoja se desprendia y volaba lejos, muchas
manos se levantaban para cogerla al vuelo.

Empezo a soplar viento, las hojas de oro, a rafagas, corrian por el aire y
planeaban. Marcovaldo todavia creia que a su espalda estaba el arbol verde y
frondoso, hasta que de pronto -tal vez al sentir el viento golpearle sin
obstaculos- volvio la cabeza. El arbol ya no estaba. solo un palo delgado del que
salian numerosos peciolos desnudos, y una ultima hoja amarilla lo coronaba.
Junto a la luz del arcoiris todo lo demas parecia negro: la gente en las aceras, las
fachadas de las casas alineadas en fila; y por encima de la negrura, en medio del
aire, giraban y giraban cientos de hojas de oro, brillantes, y centenares de
manos rojas y rosas se levantaban de la sombra para atraparlas; y el viento
alzaba las hojas de oro hacia el arcoiris, alla al fondo, y las manos, y los gritos; y
se desprendio también la ultima hoja que de amarilla se hizo naranja, luego roja

violeta azul verde, luego otra vez amarilla y desaparecio.”
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In silico: refiere a simulaciones realizadas virtualmente (con computadoras), por medio
de las cuales se modelan procesos naturales o de laboratorio (de cualquier ciencia
natural). La expresidn estd acufiada a partir de las frases del latin in vivo e in vitro,
comunmente usadas en biologia.

In vivo: significa 'en el servivo'. Se emplea en referencia a los procedimientos de
experimentacion cientifica que se realizan con organismos vivos, en contraposicion a los
términos in vitro o in silico.

Bootstrap: técnica para estimar la exactitud de un arbol filogenético.

Neighbor Joining (NJ): algoritmo utilizado en la construccién de arboles filogenéticos,
donde el mejor arbol es aquel que minimiza la longitud de las ramas internas.

Resting cells (RC): suspension cellular en solucién inorganica de elevada DO, donde se
asume que el crecimiento celular esta detenido.

Enhancer: En genética, un enhancer funciona como un potenciador o amplificador dela

transcripicon de un gen especifico o un grupo de  genes.



Resumen

Resumen

Los enterococos constituyen un grupo de microorganismos controversial dentro
de las bacterias 4cido lacticas (BAL). Por un lado, han adquirido importancia como
patdgenos oportunistas intrahospitalarios, por el otro, participan en la fermentacién de
alimentos aportando positivamente a sus propiedades organolépticas. Dentro de este
género las especies mas abundantes en las bases de datos son E. faecalis y E. faecium,
ambos aislados comiUnmente en hospitales. E. faecalis ha sido extensamente estudiado
como patégeno, pero también en sus vias metabdlicas que interesan a la industria
alimenticia. En contraste, E. faecium se ha estudiado profundamente en los ultimos
afios respecto de sus resistencias antibidticas y factores de virulencia, pero su
contribucién a los alimentos se encuentra escasamente desarrollada en la bibliografia.

La fermentacion de citrato es clave en la produccion de alimentos,
especialmente en los quesos, como consecuencia de los compuestos de aroma que
luego de este metabolismo se generan. Las rutas metabdlicas implicadas en esta
degradacién, se han descripto ampliamente para E. faecalis ya que esta molécula
organica se encuentra disponible en diversos nichos tales como la leche, la orina o la
sangre humanay la mayoria de las cepas de esta especie son capaces de utilizarla.

A pesar de la amplia distribucion de esta via metabdlica y de su relevante
contribucion al aroma y sabor de los quesos, en este trabajo demostramos que la
presencia de los genes del metabolismo del citrato en la cepa E. faecalis JH2-2
contribuyen a su comportamiento patogénico en el animal modelo G. mellonella. De
hecho, las cepas mutantes en esta ruta presentaron una capacidad reducida de
infeccion. Al mismo tiempo, la cepa JH2-2 fue capaz de alcanzar un mayor recuento
celular tanto en la hemolinfa del insecto como en sangre y orina. Todo ello indica que
para E. faecalis, un metabolismo de citrato activo contribuye tanto a la supervivencia en
el interior del insecto como al mejor crecimiento en los fluidos de mamiferos.

Para el caso de E. faecium, abordamos la relacion entre la via de fermentacién
de citrato y la de generaciéon de compuestos de aroma y sabor. Determinamos que las
cepas Cit" de Tipo | de E. faecium aisladas de queso presentaban un metabolismo de

citrato activo, que conducia a una mejor produccion de diacetilo y acetoina. Por el
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contrario, la cepas genotipicamente Cit" de Tipo Il, en las condiciones estudiadas no
fueron capaces de evidenciar la fermentacién de citrato'.

Al mismo tiempo, utilizando una combinacién de herramientas in silico y ensayos
in vivo, fuimos capaces de obtener una imagen integral de la diversidad genética que
presentan las cepas del grupo E. faecium aisladas de quesos regionales. El analisis
llevado a cabo nos permitid establecer un alto nivel de correlacién entre los datos
obtenidos in vivo e in silico, siempre y cuando se acompafien de la inspeccidon manual
detallada de las predicciones realizadas con los diferentes programas. Los resultados
presentados muestran una estrategia ordenada para una posterior seleccién racional de
microorganismos destinados a ser utilizados en la produccion de alimentos
fermentados, especialmente quesos. A su vez, las técnicas bioinformaticas utilizadas
sumadas a pruebas fenotipicas clasicas nos permitieron descubrir la diversidad
genotipica presente en las cepas del grupo E. faecium, lo que las hace Unicas vy
poseedoras de gran potencial.

Lo expuesto en este trabajo sefiala la importancia de la ruta de degradacién de
citrato en la especie E. faecalis para el crecimiento, la persistencia o la colonizacién de
diferentes nichos. Mientras que la diversidad encontrada en las cepas estudiadas de E.
faecium indica una diferencia fundamental en la utilizacién de esta via por parte de
estos microorganismos.

Por ultimo, la contribucién al conocimiento sobre de la diversidad existente, la
plasticidad gendmica vy las diferentes capacidades para causar enfermedades dentro del
género Enterococcus es de vital importancia a la hora de seleccionar cepas particulares

para usos especificos en alimentos.



Introduccioén

Introduccion



Introduccion

Las bacterias acido lacticas y los alimentos

Las bacterias acido lacticas (BAL) constituyen un grupo diverso de
microorganismos que, como su nombre lo indica, tienen la capacidad comudn de
convertir carbohidratos en acido lactico. Fueron descubiertas por Louis Pasteur en 1857
y posteriormente aisladas a partir de leche rancia por Joseph Lister en 1878 (Fig. 1)
(Ozen y Dinleyici, 2015). Desde ese momento, las BAL tuvieron un enorme éxito como
cultivos destinados a la producciéon de alimentos fermentados. En las décadas
siguientes, los estudios realizados sobre estos microorganismos establecieron las bases
cientificas que especificaron cémo y qué propiedades metabdlicas de las BAL
contribuian de manera significativa al sabor, el aroma, la textura, el valor nutricional y la

seguridad microbiana de los derivados fermentados.
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Fig. 1. Poster pintado a mano por la esposa de Lister, Agnes y/o su nieto Rickman Godlee, presentado en una

clase inaugural en King’s college de Londres, 1877. Tomado de (Richardson, 2013).

Tradicionalmente, han sido clasificadas en base a propiedades fenotipicas como
la morfologia, la fermentacion de azlcares y otros compuestos, el crecimiento a
diferentes temperaturas y el patréon de proteinas de la pared celular. Posteriormente,
con el desarrollo de las técnicas moleculares se produjo una reorganizacién taxonémica
de las BAL. Asi, a partir de los estudios comparativos de las secuencias de los ARNr se
redefinieron y crearon nuevos géneros y especies dentro del grupo (Makarova y Koonin,

2007; Makarova et al., 2006; Stiles y Holzapfel, 1997). Dichos analisis han permitido

7



Introduccioén

incluir a estos microorganismos dentro de las eubacterias Gram positivas con bajo
contenido de G+C, de la division Clostridium-Bacillus. Los principales géneros descriptos
son Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus,
Vagococcus, Aerococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Carnobacterium,
Bifidobacterium y Weissella. Estos microorganismos son catalasa-negativos (con
excepcion del género Aerococcus), inmdviles, no esporulantes y anaerobios
aerotolerantes.

Dentro de ellos se encuentran géneros que contienen especies patogenas de
importancia médica (Krzysciak et al., 2013; Lebreton et al., 2013; Top et al., 2008), como
asi también géneros reconocidos como seguros para el consumo humano
(denominados GRAS “Generally Recognised As Safe” segln la FDA o QPS “Qualified
Presumption of Safety segun la EFSA) y que se utilizan histéricamente en procesos
fermentativos para la obtencion de alimentos (Leroy y De Vuyst, 2004).

Los alimentos fermentados representan un tipo de productos que se obtienen a
partir de la accién microbiana sobre una materia prima como la leche, las carnes o
diferentes mostos. Los microorganismos actuantes pueden ser adicionados
intencionalmente o bien presentarse naturalmente en ellos. La accién sobre el sustrato
inicial puede otorgar caracteristicas sensoriales y nutricionales positivas. Sin embrago,
también pueden producirse efectos no deseados, los cuales conduzcan a la aparicion de
compuestos desagradables.

Los procesos artesanales suelen provocar fermentaciones espontaneas e
incontroladas, lo cual genera productos de calidad irregular. Actualmente, se prefiere la
inoculaciéon de la materia prima con una pequefia cantidad de fermento proveniente de
una fabricacién anterior exitosa (Leroy y De Vuyst, 2004). A nivel industrial, en cambio,
estas técnicas son sustituidas por la seleccion empirica y uso de cepas que favorezcan la
aparicion de ciertas cualidades en los productos. La mayoria de las bacterias implicadas
en estos procesos pertenecen a los géneros Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Oenococcus y Streptococcus (Caplice y Fitzgerald, 1999; Cocolin et al., 2011; Leroy y De
Vuyst, 2004; Settanni y Moschetti, 2010). Actualmente, mezclas cada vez mas complejas
son utilizadas con el objeto de generar cambios estacionales o particulares en la
produccion regional de alimentos tendiente a no aburrir a los consumidores (www.chr-

hansen.com).



Introduccioén

BAL en quesos y como probidticos

La elaboracion de queso implica un proceso de deshidratacién y concentracién
de los componentes de la leche. Las proteinas de la leche, denominadas caseinas,
coagulan en las condiciones desnaturalizantes desarrolladas durante la manufactura,
arrastrando consigo grasas, parte del agua y solutos. Ese codgulo formado recibe el
nombre de cuajo, el cual luego, es sometido a diferentes tratamientos de acuerdo al
tipo de queso que se desea obtener.

Sin importar el producto final pretendido, la fabricacién de quesos a partir de
leche requiere de la utilizacion de cultivos iniciadores o SLAB (del inglés “starter lactic
acid bacteria”), naturales o seleccionados. Estos son los responsables de iniciar la
produccion de acido lactico, actividad de gran importancia en los quesos ya que junto
con el calor, permiten la separacion del cuajo y el suero. Al mismo tiempo, la generacién
de acidez es fundamental para impedir el crecimiento de bacterias patégenas o
indeseadas para el proceso productivo (Cogan T.M., 1993).

Por otro lado, la maduracién del queso se produce, principalmente, gracias a las
bacterias denominadas no iniciadoras o NSLAB (por las siglas en inglés de “non starter
lactic acid bacteria”). Estas dominan la microbiota en las etapas de maduracién debido a
su capacidad para tolerar ambientes hostiles (bajos niveles de humedad, alta
concentracién de sales, bajos pH, bajas temperaturas, deficiencia de nutrientes;
(Settanni y Moschetti, 2010).

En general las NSLAB contemplan a cepas de los géneros Lactobacillus y
Enterococcus. Ambos tipos inciden de manera significativa en la calidad final de los
guesos y sus propiedades organolépticas. Pueden estar presentes de manera natural
como “microbiota adventicia” o bien ser adicionadas artificialmente, con fines varios
como por ejemplo, la aceleracion de las ultimas etapas, la generacion de sabores
especificos o por sus propiedades probidticas. Nos referiremos a estas NSLAB
adicionadas intencionalmente como a cultivos adjuntos (Giraffa, 2003).

Desde la antigliedad, diferentes culturas han usado los productos resultantes de
fermentaciones en el tratamientos de diferentes afecciones (Ozen y Dinleyici, 2015;
Sicard y Legras, 2011). No obstante, actualmente reconocemos en el término probidtico

a aguellos microorganismos, originalmente presentes en los alimentos fermentados,
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que puedan promover o favorecer el balance de la flora microbiana autéctona del
tracto gastrointestinal (Franz et al., 2011; Holzapfel et al., 1998) y que, administrados en
cantidades adecuadas, puedan conferir beneficios a la salud del hospedador, es decir,
quien los consume (Joint FAO/WHO Working Group, 2002).

Los probidticos originalmente incluian a cepas de Lactobacillus o Bifidobacterium
(Coeuret et al., 2004; Didari et al., 2014; Presti et al., 2015), mientras que actualmente
se sugiere una mayor diversidad de cepas con propiedades potencialmente beneficiosas
para la salud. Es asi como hoy en dia podemos encontrar cepas de Enterococcus con
propiedades probidticas y otras que se comercializan con estos fines (EFSA Panel on
Additives and Products or Substances used in Animal Feed (FEEDAP), 2012; Franz et al.,
2011; Natarajan y Parani, 2015; Saavedra et al., 2003).

Para que una cepa determinada sea considerada probidtica debe cumplimentar
con ciertos requisitos establecidos por los agentes reguladores de los diferentes
estados. Por ejemplo, la Organizacidn de Alimentos y Agricultura de las Naciones Unidas
(FAO) elabord en 2001/2 una guia para la evaluacion de probidticos en donde se
establece que las cepas propuestas como probidticas deban ser previamente testeadas
in vitro e in vivo, tanto en sus propiedades beneficiosas, como en su patogenicidad y su
capacidad para transferir genes o resistir antibidticos (Joint FAO/WHO Expert
Consultation, 2006; Joint FAO/WHO Working Group, 2002).

Entre las caracteristicas principales de los probidticos podremos encontrar que:
i) las cepas deben pertenecer a la microflora intestinal del hospedador, ii) deben tener
efectos antagdnicos frente a patdgenos, iii) deben estimular el sistema inmune, iv)
deben sobrevivir a los jugos gastricos y sales biliares, y v) deben adherir a la mucosa

intestinal y colonizarla (Aradjo y Ferreira, 2013).

Metabolismo de citrato

El citrato es un compuesto que se encuentra ampliamente diseminado en el
ambiente ya que esta presente en las células de la mayoria de los seres vivos. Se lo
encuentra tanto en la leche, en concentraciones de entre 9 y 10 mM (Garnsworthy et
al., 2006), como en orina (0,5 a 3 mM) o en sangre humana (100 uM aproximadamente)

(Putnam, 1971; Walser, 1961).
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Hoy en dia, las rutas de degradacion de citrato han sido bien establecidas en
diversos géneros bacterianos, ya sean Gram negativos o Gram positivos. Los genes
responsables de la degradacion de este compuesto organico son denominados cit y las
bacterias que los poseen Cit".

En Klebsiella pneumoniae, el transporte y la utilizacion de citrato depende de
dos operones: citCDEFG vy citS-oadGAB-citAB. El primero es responsable de la ruptura
inicial de la molécula de citrato por medio de la actividad citrato liasa. El segundo,
contiene a los genes codificantes del transportador (citS), los de la oxaloacetato
descarboxilasa (0adGAB) vy los del sistema regulatorio de dos componentes (citAB; Bott
et al.,, 1995). La presencia de la descarboxilasa habilita a K. pneumoniae a crecer con
citrato como Unica fuente de carbono, en condiciones andxicas y en ausencia de
azucares PTS, ya que se encuentra sujeto a represion por catabolito (Bott, 1997).

Bacillus subtilis, también posee un sistema de dos componentes, CitST, que
reconoce citrato o isocitrato y activa la transcripcion de citM. Este uUltimo codifica el
transportador y su expresion se ve afectada por la presencia de fuentes de carbono
preferenciales en el medio, tal como sucede en K. pneumoniae (Warner et al., 2003).
Pese a ello, B. subtilis carece del complejo de la citrato liasa y la degradacion de citrato
ocurre via ciclo de Krebs (Krom et al., 2003; Yamamoto et al., 2000).

Para el caso de Escherichia coli, el grupo de genes cit incluye a los de la enzima
citrato liasa asi como al del transportador CitT, que realiza un antiporte con succinato
(Pos et al.,, 1998). Esta bacteria carece de los genes codificantes de la oxaloacetato
descarboxilasa, por lo que es incapaz de utilizar citrato como Unica fuente de carbono
en medio minimo (LUtgens y Gottschalk, 1980). La expresion de estos genes depende,
nuevamente, de un sistema de dos componentes, CitAB, que a su vez, estd en estrecha
relacion con la regulacion de la respiracion de fumarato (Scheu et al., 2012).

En el caso de las BAL, la ruta de utilizacion de citrato como fuente de carbono y
energia ha sido extensamente estudiada (Blancato et al., 2008; De Vuyst et al., 2011;
Diaz-Muiiiz et al., 2006; Hugenholtz et al., 1993; Martin et al., 2004; Martin et al., 2005;
Mortera et al., 2013; Vaningelgem et al., 2006), debido a que el citrato contribuye de
manera significativa al crecimiento y a la resistencia a estrés en estos microorganismos
(Cabral et al., 2007; Magni et al., 1999; Mortera et al.,, 2013; Sarantinopoulos et al.,

2003; Vaningelgem et al., 2006). A su vez, la fermentacion de citrato es clave en la
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produccion de alimentos fermentados, especialmente en los quesos, como
consecuencia de los compuestos de aroma que luego de este metabolismo se generan.

En este grupo de bacterias, la ruta general implica la incorporacién de citrato al
interior celular, la rotura de la molécula y posterior descarboxilacién de los productos
(Fig. 2). EI metabolismo se inicia con la ruptura catalizada por la enzima multimérica
citrato liasa, que genera acetato y oxaloacetato. Luego, el oxaloacetato se descarboxila
para formar piruvato y diéxido de carbono, por medio de la accidon de oxaloacetato
descarboxilasa. El resultado es la generacién de un gradiente de pH (alcalino en el
interior celular) como consecuencia del consumo escalar de protones durante la
descarboxilacién, lo cual contribuye a la fuerza protén motriz (Konings et al., 1997;
Lolkema et al., 1995).

Lo anterior mencionado, no solo favorece el crecimiento de las bacterias que lo
llevan a cabo, sino que la formacién de didxido de carbono durante la fermentacién de
leche es responsable de los ojos y la textura de ciertos quesos. La formacion de piruvato
es necesaria para la produccién de compuestos de aroma como el diacetilo, que es
esencial para la calidad de productos como la manteca o diferentes tipos de queso

como el Cottage o Cheddar.

Citrato
Citrato
o H* CO2
Oxaloacetato !)— Piruvato
QAD
Acetato

Fig. 2. Ruta general de degradacion fermentativa de citrato en BAL. Se representa el transportador de
citrato que lo incorpora al interior celular, para luego ser degradado en un primer paso por la enzima
citrato liasa (CL), y en un segundo, por una oxaloacetato descarboxilasa (OAD) que genera piruvato como
producto final.

Presencia de los genes cit en BAL

Dentro de las BAL encontramos diferentes formas de la via degradativa de

citrato, las cuales estan condicionadas por el tipo de genes cit que |la bacteria posee y
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por las organizaciones de los mismos. Consecuentemente, podemos diferenciar a estos
genes en dos grandes grupos, los cuales nos permitirdn clasificar a las cepas Cit" en
grupos Tipo | o Tipo Il. Para ello tendremos en cuenta qué proteinas son codificadas
dentro de los grupos de genes cit. Principalmente, pondremos atencién en qué tipo de

transportador, regulador transcripcional y descarboxilasas participan en cada via.

Grupo de genes cit de Tipo |

Esta versién del grupo de genes cit fue la primera en ser descripta en BAL (Bekal
et al., 1998; de Felipe et al.,, 1995, 1996; Garcia-Quintans et al., 1998; Martin et al.,
2000; Martin et al., 1999) vy es definida como de Tipo |. Fue encontrada en especies de
Lactococcus lactis (cepa CRL264) y Weissella paramesenteroides (cepa J1). La
caracterizacion molecular de esta organizacidn génica Tipo | se ha llevado a cabo en
nuestro laboratorio de manera extensa. Las BAL que la poseen contienen a los genes
codificantes de la oxaloacetato descarboxilasa citosélica, citM, los del complejo citrato
liasa, citCDEFG y de la citrato permeasa (perteneciente a la familia de transportadores
2-HCT), citP.

El cuarto gen involucrado es el del regulador transcripcional Citl. Este es un
activador de los genes cit, que pertenece a la familia SorC/DeoR. La Fig. 3 muestra la
organizacion completa de genes cit en L. lactis (CRL264) y W. paramesenteroides (J1).

Para el caso de W. paramesenteroides J1, los genes cit fueron localizados dentro
del plasmido pCitJ1 (Martin et al., 2000; Martin et al., 1999). Estos genes incluyen al del
regulador, citl, y a los contenidos en el operdn citM-citP. Dos promotores divergentes,
Pcitl y Pcit, conducen la expresién del gen citl y del operdn citMCDEFXGRP (Fig. 3),
respectivamente. En la region intergénica definida entre los promotores, se han
encontrado dos secuencias operadoras O1 y O2 a las cuales Citl es capaz de unirse
cooperativamente. La unidn de citrato a Citl permite aumentar la afinidad del complejo
por las mismas. A su vez, Citl no solo favorece la transcripcidn a partir del promotor Pcit,
sino que estimula su propia expresion, amplificando en consecuencia la expresion del
resto de los genes cit. De esta manera el citrato actuaria como inductor del sistema

(Martin et al., 2000; Martin et al., 2005).
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Pcitl Pcit

citl citM  citC citD citE citF  citX citG citR citP

N N |\ .
>1 >—|i>L ol I)'::)L >1:>L )— W. paramesenteroides

Pcit Pcitl

citM ci{O citl | citC citD citE CitF citG citX

P1 P2 L. lactis

1S982 citQcitR  citP

Fig. 3. Genes del metabolismo de citrato de Tipo | en BAL. Se muestran los grupos de genes cit para las
cepas W. paramesenteroides J1 y L. lactis CRL264. Se indican los genes que codifican: el regulador
transcripcional miembro de la familia DeoR, citl; la oxaloacetato descarboxilasa soluble, citM; la
holoenzima citrato liasa, citDEF; las proteinas accesorias, citG, citC, citX, citQ y citR; el transportador de
citrato, citP. citO corresponde un marco abierto de lectura que no se expresaria. Pcitl y Pcit corresponden
a los promotores del regulador y el operon degradativo, respectivamente. P1 y P2, a los promotores a
partir de los cuales se expresa el transportador de L. lactis. I1S982, secuencia de insercion que modifica la
expresion.

Por otro lado, nuestro equipo también ha profundizado los estudios sobre la
organizacion génica en L. lactis. En la cepa CRL264, los genes responsables de la
utilizacion de citrato se distribuyen entre una localizacion plasmidica y una
cromosomica (Martin et al., 2004).

La region cromosomal incluye ocho genes: citM, citl y citCDEFXG. citl esta
orientado en oposicién al resto de los genes (Fig. 3). A través de experimentos de
Northern blot, en nuestro laboratorio se determind que el grupo de genes citM-CDEFXG
forman una unidad transcripcional, denominada operdn cit, que se transcribe a partir
del promotor Pcit, mientras que cit/ se transcribe a partir de un promotor diferente,
Pcitl.

La regién dentro del plasmido pCit264 contiene al operdn citQRP, a partir del
cual se expresa la permeasa de citrato CitP. citQ seria un marco de lectura abierto
putativo, mientras que CitR actuaria como un regulador negativo de la expresion de
CitP. Los promotores P1y P2 dirigen la transcripcién a partir del operdn plasmidico (Fig.
3; Martin et al., 2004).

Ambos operones formados por los genes cit en L. lactis CRL264 se inducen a pH
acido y, a diferencia de W. paramesenteroides, no se ve influenciado de manera

significativa por la presencia de citrato. Cuando las células de L. lactis detectan un
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descenso en el pH externo, se induce la expresién de Citl. Esto da como resultado un
aumento en la concentracion del resto de las proteinas necesarias para el catabolismo
de citrato. En esta cepa, la fermentacion de citrato contribuye a la homeostasis de pH
por medio de un consumo escalar de protones y una generacion de especies menos

acidicas, como el diacetilo o la acetoina (Martin et al., 2004).

Grupos de genes cit de Tipo Il

Esta organizacion tiene como representante a la especie E. faecalis, aunque
también se ha descripto en algunas de Lactobacillus (Fig. 4). Se caracteriza por contener
a los genes codificantes de la oxaloacetato descarboxilasa OAD de membrana, del
complejo de la citrato liasa, de la citrato permeasa (perteneciente a la familia de
CitMHS) y del regulador transcripcional CitO (que pertenece a la familia GntR).

En la cepa E. faecalis JH2-2, por medio ensayos de Northern blot, nuestro grupo
de trabajo ha detectado dos unidades transcripcionales independientes, citHO y
oadHDB-citCDEFX-oadA-citMG (Fig. 4). La primera constituye un operdén que permitird
la expresion del regulador y el transportador de citrato CitH. La segunda codifica las
enzimas degradativas, es decir, la citrato liasa (citDEF) y la oxaloacetato descarboxilasa
OAD (oadHDB-oadA). E. faecalis, posee también otro tipo de descarboxilasa producto
del gen c¢itM, de tipo citosélica. Por medio de ensayos de proteccién de DNasal, nuestro
grupo fue capaz de identificar dos promotores, PcitHO y PcitCL, activados por el

regulador CitO (Blancato et al., 2008).

PcitHO PcitCL

citO  citH oadHD oadB citC citD citE citF citX oadA citM citG

E. faecalis

citH oadHD oadB citC citD citE CcitF citX oadA citO citG
Lb.casei

Fig. 4. Organizacion génica Tipo Il en BAL. Se muestran los genes cit para las especies E. faecalis y
Lactobacillus casei. Se muestran los genes que codifican: el regulador transcripcional miembro de la
familia GntR, citO; la oxaloacetato descarboxilasa soluble, citM; la oxaloacetato descarboxilasa de
membrana OAD, oadA y oadHDB; la holoenzima citrato liasa, citDEF; las proteinas accesorias, citG, citC,
citX; el transportador de citrato, citH. PcitHO y PcitCL los promotores del regulador y el transportador y el
operdn degradativo de E. faecalis, respectivamente.
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En esta bacteria el mecanismo molecular de activacion transcripcional fue
esclarecido. En presencia de citrato, CitO es capaz de unirse a las secuencias cis
localizadas corriente arriba del promotores PcitCL, induciendo de este modo la
expresion de los genes. Estas regiones son los operadores denominados O1 y 02
(Blancato et al., 2008).

Ensayos de calorimetria de titulacion isotérmica, demostraron que CitO posee
una alta afinidad por la molécula de citrato y no por otros acidos orgdnicos comunes. A
su vez, el citrato estaria unido a un cation metalico (Blancato et al., 2016). Pese a ello,
CitO seria capaz de unirse al sitio operador O1 audn en ausencia de citrato. Luego, la
union del catabolito al regulador aumentard su afinidad por la regién 01, lo que
permitird posteriormente la unién a 02. De este modo, el citrato actua como inductor
del sistema y la expresion completa de la via degradativa se daria cuando los niveles de
CitO y citrato alcanzaran el umbral necesario para la union al operador O2.

Al mismo tiempo, en nuestro laboratorio se pudo demostrar que este
metabolismo estaba sujeto a una represion por catabolito, mediante mecanismos
dependientes e independientes de la proteina CcpA (Sudrez et al, 2011a). El
mecanismo dependiente de CcpA requiere de esta proteina, de la proteina HPr vy
depende de las fuentes de carbono disponibles para la célula. En presencia de azlcares
PTS, se gatilla la fosforilacion de la proteina HPr en su serina 46. De este modo, P-Ser-
HPr puede interactuar con el factor transcripcional global CcpA (Deutscher et al., 2006).
De este modo el regulador es capaz de unirse a elementos cis del ADN, denominados
sitios Cre (del inglés “catabolite responsive elements”), y como consecuencia reprimir la
expresion de diferentes genes (Schumacher et al., 2004) que permitan la utilizacién de
fuentes de carbono menos eficientes. En condiciones de crecimiento en donde la
concentracion de ATP es baja, la quinasa de HPr actia como desfosforilasa reduciendo
la cantidad del complejo CcpA-P-Ser-HPr y liberando la represion (Deutscher et al,,
2006). De este modo, las bacterias pueden regular su preferencia de fuentes de
carbono de acuerdo a la disponibilidad de las mismas y su estado metabdlico.

Los azlcares que ingresan a la célula de E. faecalis por medio de un sistema de
fosfotransferasa, como la glucosa, impiden la expresién a partir de los dos operones del
catabolismo de citrato. En la region intergénica citH-oadH, se encontraron tres sitios

regulatorios Cre, denominados crel, cre2 y cre3. Estos permitiran unir al complejo
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CcpA/P-Ser-HPr, lo cual impediria la expresion de los genes cit en presencia de un
azUcar PTS. crel y cre2 contribuyen a la represién de citHO mientras que cre3 estd
involucrado en la del operdn citCL (Suarez et al., 2011a).

Para el caso de Lactobacillus casei ATCC 334, el metabolismo de citrato depende
también del grupo de genes Tipo Il. La incorporacion de citrato es catalizada por el
transportador CitH el cual pertenece a la famila de CitMHS donde el citrato es
transportado junto al idn metélico Ca®* (Mortera et al., 2013). El gen codificante para
este transportador, junto al de regulador transcripcional y los de los complejos de la
enzima citrato liasa y la oxaloacetato descarboxilasa de membrana formarian un operon
(citH-oadHDB-citCDEFX-oadA-citOG), el cual es necesario para la degradacion del citrato
(Fig. 4). En Lb. casei ATCC 334 se demostré que esta ruta se induce en presencia de Ca**
y citrato durante el crecimiento y es reprimida por la accion de glucosa y galactosa. El
metabolismo de citrato en esta bacteria es beneficioso para las células cuando éstas

deben contrarrestar la acidificaciéon producida por el metabolismo de azlcares en

etapas tardias del crecimiento (Mortera et al., 2013).

Generacién de aroma en quesos

De acuerdo a los resultados obtenidos por Yvon y Rijnen (2001), la mitad de los
compuestos de aroma y sabor producidos en los quesos provienen de la fermentacién
de citrato y lactosa, y en menor proporcion de la lipdlisis de grasas, mientras que la otra
mitad deriva de la degradacién de leucina y metionina (Tabla 1).

La percepcion del sabor y el aroma de un alimento son procesos complejos que
involucran muchos sentidos, no solo el olfato o el gusto, sino que también el tacto y la
vista. La boca es capaz de reconocer cinco sabores bdsicos, esto es, saldado, dulce,
amargo, acido y umami. El olfato posee mayor cantidad de receptores, lo cual le
permite detectar una inmensa variedad de compuestos volatiles (Smith, 2012). Asi es
como, a la hora de saborear un producto fermentado, la conjuncién de los diferentes
compuestos quimicos producidos, sumados a la apariencia y a la textura, determinaran
gue el alimento sea rico o no.

Podemos encontrar compuestos quimicos que son clave para el sabor, mientras

gue otros son tan solo secundarios. Conocer estos compuestos y como afectan al
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producto final no basta para obtener el alimento deseado. Es necesario conocer el rol
de las actividades enzimaticas y no enzimaticas que conducen a su formacién, asi como
las bacterias y las condiciones que la permiten (Smit et al., 2005).

Tabla 1. Compuestos orgdnicos que generan los aromas y sabores tipicos a los quesos Cheddar, Emmental y
Camembert. Se resaltan los compuestos principales (Yvon y Rijnen, 2001).

Queso Cheddar

Queso Camembert

Queso Emmental

Acido butandico
Butirato de Etilo
3-Metilbutanal
Acido propandico
Caproato de Etilo
Acido isovalérico
Acido acético
Metional

1-Octen-3-ona

Acido butandico
Acido isovalérico
3-Metilbutanal
Metional
Diacetilo
1-Octen-3-ol
1-Octen-3-ona
Fenilacetato

2-Undecanona

Acido propandico
Metional

Furanol
Homofuranol
Diacetilo
3-Metilbutanal

Butanoato de etilo

Metanotiol y-Decalactona
DMDS Metanotiol
DMTS DMTS

Diacetilo DMS
Furanol/homofuranol  Fenilacetaldehido

Produccidn de aroma a partir de citrato: vias de sintesis de compuestos de cuatro

carbonos en BAL

La ruta metabdlica involucrada en la biosintesis de acetoina (2,3-

hidroxibutanona), diacetilo (2,3-butanodiona) vy 2,3-butanodiol, todos ellos
denominados compuestos de cuatro carbonos o C4, ha sido caracterizada en distintas
especies bacterianas (Fig. 5). Dentro de las BAL la especie mas estudiada, debido a su
importancia a nivel industrial, ha sido L. lactis.

Las enzimas responsables de la produccién de C4 son la a-acetolactato sintasa
(ALS), que es la enzima que cataliza la reaccidon de condensacion de dos moléculas de
piruvato para generar una molécula de a-acetolactato, la a-acetolactato descarboxilasa
(ALD), que como su nombre lo indica descarboxila el producto de la ALS para dar lugar a
la formacion de acetoina y diéxido de carbono, y la 2,3-butanodiol deshidrogenasa

(BDH), que reduce la acetoina a 2,3-butanodiol en una reaccion reversible (Fig. 5).
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El a-acetolactato es un producto altamente inestable y se descarboxila en un
modo espontdneo no enzimatico en presencia de oxigeno para dar lugar a diacetilo. Por
accién de la enzima diacetilo-acetoina reductasa (DAR; Aungpraphapornchai et al,,
1999) este compuesto puede ser convertido en acetoina y ésta continuar su reduccién
(Fig. 5).

L. lactis es una bacteria capaz de fermentar citrato junto a glucosa para dar lugar
a compuestos C4. Como resultado de la degradacién del azucar, se produce piruvato
que puede generar lactato, acetato, etanol y formiato. Tanto el acetato como el
formiato se producen a partir del complejo enzimatico piruvato deshidrogenasa (PDH) y
por actividad de la piruvato-formiato liasa (PFL), respectivamente. La produccion de
acetato genera ATP, mientras que la de lactato y etanol regenera las moléculas de NAD"

consumidas. Por lo tanto, la fermentacién de azlcares produce una disminucion del pH

consecuencia de los acidos organicos generados.

co2
Citrato Acetato

Cco2 Ccoz NAD+

2 Piruvato —\/)-i)- Acetoina Y 2,3-Butanodiol
TERTALs g BeetoinDd >

1

N/

DAV

= NAD+
2 NADH Ccoz
2 ATP

Fig. 5. Produccién de compuestos C4 en BAL a partir de citrato o glucosa. Se detallan las vias de produccién
de los compuestos de aroma a partir del piruvato generado del metabolismo de citrato o de glucosa.
Enzimas involucradas en la via: ALS, a-acetolactato sintasa; ALD, a-acetolactato descarboxilasa; DAR,
diacetilo-acetoina reductasa;, BDH, 2,3-butanodiol deshidrogenasa; 1, descarboxilacion oxidativa no
enzimdtica del a-acetolactato.

Glucosa

Bajo condiciones acidicas, L. lactis transporta el citrato al interior celular donde
es convertido en Ultima instancia en piruvato. Este es tomado por la ALS para formar a-
acetolactato y, posteriormente, por la ALD para generar acetoina (Garcia-Quintans et
al., 2008). Esta conversioén es esencial para la supervivencia de esta bacteria a pH 4,5, ya
gue mutantes en la ALS son incapaces de crecer en tales condiciones (Zuljan et al.,,
2014).

La acidificacion que produce el piruvato tanto dentro como fuera de las células
impide el crecimiento, mientras que la conversidén a compuestos C4 neutros permite a

L. lactis sobrevivir a los pHs bajos.
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La enzima ALS tiene una Km aparente para piruvato que se ha estimado en 50
mM para L. lactis y en 40 mM para E. faecalis, con un pH éptimo de 6 (Snoep et al.,
1992b, 1992a). Esto sefiala una afinidad muy baja por su sustrato, es decir, que la
reaccion cursaria en el sentido de los compuestos C4 solo en condiciones de
acumulacion de piruvato en la célula.

Las enzimas DAR y BDH no siempre estan presente en las BAL. Para el caso de L.
lactis, se purificaron dos enzimas con actividad DAR, cada una de ellas utiliza como
sustrato diacetilo y acetoina. Sin embargo, estas dos también son capaces de reconocer
con menor afinidad al 2,3-butanodiol y asi llevar a cabo una actividad BDH (Garcia-
Quintans et al., 2008; Zuljan et al., 2014).

Para el caso de E. faecalis, en nuestro laboratorio se han identificado los genes
gue codifican para la ALS y ALD en la cepa JH2-2, los mismos forman una unidad
transcripcional bicistrénica (alsSD), dirigida por la regién promotora Pals. Este operdn se
induce en la mitad de la fase exponencial de crecimiento y su expresion se ve
incrementada en presencia de piruvato. Como sucede en L. lactis, cepas mutantes en la
ALS exhiben una deficiencia en el crecimiento en presencia de piruvato a pH 5.5 y son
incapaces de crecer a pH 4.5, a diferencia de la WT. Nuevamente, la via de compuestos
C4 parece ser un mecanismo importante para contrarrestar el estrés acido producido

durante el crecimiento celular (Repizo et al., 2011).

Produccién de aroma a partir de aminoacidos en BAL

La degradacion de la caseina de la leche se produce tanto por la accion de las
enzimas agregadas en la fabricacién de quesos como por la de las proteinasas de las
BAL. Estas generan pequefios péptidos que luego pueden ser incorporados por las
bacterias por medio de transportadores denominados OPP (del inglés “oligopeptide
permease”). A continuacion, pueden ser hidrolizados intracelularmente a través de la
accion de peptidasas, liberando los aminoacidos que los constituian. En general, los
aminoacidos libres y los péptidos no contribuyen de manera significativa al sabor y
aroma, sin embargo ciertos péptidos en concentraciones altas pueden dar sabores
amargos (Broadbent et al., 2002; Fallico et al., 2005; Karametsi et al., 2014).

La produccion de sabor y aroma requiere de la conversién de los aminoacidos

libres a alcoholes, aldehidos, acidos, ésteres y compuestos sulfurados. En la Fig. 6 se
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muestran las rutas bdsicas necesarias para la obtencién de los principales productos de
degradacién de aminoacidos. De todos ellos, los odorantes mas potentes son los
aldehidos, los acidos carboxilicos y los ésteres. Especialmente, aquellos producidos a
partir de aminoacidos como la metionina, la fenilalanina, la treonina y los de cadena
ramificada (Smit et al., 2005).

Las transaminasas son las primeras enzimas participantes en el catabolismo de
aminodcidos. Realizan la transferencia del grupo amino del aminodcido hacia un
aceptor, para generar el respectivo a-cetoacido. Usualmente, el aceptor es el a-
cetoglutarato. Para los aminodcidos de cadena ramificada y los aromaticos existen
transaminasas especificas, que también suelen actuar sobre la metionina (Engels et al.,,

2000; Rijnen et al., 1999; Fig. 6).

Aminoacidos aromaticos,

de cadena ramificada j
0 metionina

Transaminacion Eliminacion
|
TA Metionina
CGL
a-cetoacido CBL

HADH /4-CA a-CADC MGL
DH Metanotiol

Hidroxiacido  Acil-Coa ~ Aldehido \

AL?/ VLCDH
DMDS

Acido carboxilico Alcohol DMTS

Fig. 6. Catabolismo de aminodcidos relevantes para la generacion de compuestos aromdticos. DMDS:
dimetil disulfuro; DMTS: dimetil trisulfuro; TA: transaminasa; HADH: hirdoxidcido deshidrogenasa; a-
CADH: a-cetodcido deshidrogenasa; a-CADC: a-cetodcido descarboxilasa; ALDH: aldehido
deshidrogenasa; ALCDH: alcohol deshidrogenasa; MGL: metionina y-liasa; CGL: cistationina y-liasa; CBL:
cistationina B-liasa.

A continuacion, el a-cetoacido puede ser oxidado para formar el hidroxiacido o
el 4cido carboxilico especifico. O bien, puede descarboxilarse y general el aldehido. Este
ultimo podra oxidarse para formar un alcohol, que comiUnmente reacciona con acidos
para dar lugar a ésteres (Fig. 6).
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Los ésteres, como el etilbutirato o feniletilacetato, contribuyen a los sabores de
los quesos tipo Cheddar, Gouda y Camembert dando notas florales y frutales, en bajos
niveles. Las enzimas responsables de la sintesis de estos compuestos seran las esterasas
y lipasas, asi como las alcohol acetiltransferasas.

Dentro de los compuestos de aroma derivados de metionina encontramos a los
sulfurados como el metional, relevante en el queso cheddar (Dacremont y Vickers,
1994; Singh et al., 2003), el disulfuro de dimetilo y el trisulfuro de dimetilo, que aportan
notas de sabor a papa y ajo (Weimer et al., 1999).

A partir de la degradacion de leucina se forman el 3-metilbutanal, que en bajas
concentraciones da notas frutales y en altas produce gustos desagradables, o al acido
isovalérico, que prevalece en quesos como el Camembert y suizos y da el sabor tipico de
los quesos estacionados (Yvon y Rijnen, 2001).

De la degradacion de fenilalanina se forman el fenilacetaldehido, el 2-feniletanol
y el fenilacetato; todos ellos dan notas florales deseadas en quesos como el Camembert
pero no en el cheddar (Kubickova y Grosch, 1997).

No obstante, el principal compuesto de aroma de los quesos es el acido
butandico, que da los olores tipicos a queso, dulce y agradable. Si bien, este acido se
produce principalmente a partir de lipdlisis de dcidos grasos, ciertos aminoacidos como
la valina generan acidos carboxilicos similares que producen notas de sabor semejantes
(Yvon y Rijnen, 2001).

Por otro lado, la metionina puede sufrir ruptura molecular por medio de liasas.
El metanotiol se genera por medio de la metionina y-liasa (MGL, EC 4.4.1.11),
cistationina B-liasa (CBL, EC 4.4.1.8) y la cistationina y-liasa (CGL, EC 4.4.1.1) (Fig. 6).

Sumadas a las anteriores existen otros tipos de reacciones quimicas que pueden
ocurrir sobre los aminoacidos y afectan, no tanto al aroma, sino a la calidad del
producto final. Tal es el caso de la formacién de aminas biogénicas (AB), cuyo consumo
en exceso tiene efectos toxicologicos.

Las AB mayoritarias en los alimentos fermentados son la histamina, la tiramina,
la putrescina y la cadaverina, que se producen a partir de la descarboxilacién de
histidina, tirosina, ornitina y lisina, respectivamente. Los genes necesarios para la
generacion de éstas se han encontrado en diversas BAL, pero su presencia es en general

dependiente de la cepa (Spano et al., 2010).
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En particular, en nuestro laboratorio hemos demostrado que, en E. faecalis, la
agmatina (producto de descarboxilacion de arginina) induce la expresién de los genes
agu, para producir putrescina. No obstante, la regulacion del operén aguBDAC de la
cepa JH2-2 estaria indicando que este metabolismo funcionaria favoreciendo el

crecimiento celular y la resistencia al pH bajo (Sudrez et al., 2013).

El género Enterococcus

Dentro de los miembros del género Enterococcus se encuentran los
microorganismos mas controversiales de las BAL. Estas bacterias han sido
histéricamente aisladas de fuentes tan diversas como lo son el agua, las plantas o los
alimentos.

La gran dispersion en el medio ambiente puede deberse a la gran adaptabilidad
ecoldgica que poseen ya que muchos de los enterococos son capaces de sobrevivir en
condiciones adversas de pH, temperatura o salinidad (Lebreton et al., 2014).

Al ser comensales naturales del tracto gastrointestinal de animales (tanto
mamiferos como insectos), se ha sugerido que estos microorganismos se han
propagado en el medio a través de la materia fecal (Dworkin y Falkow, 2006; Foulquié
Moreno et al., 2006; Giraffa, 2002, 2003). Por consiguiente, la presencia de los mismos
en los alimentos suele entenderse como determinantes de contaminacion.

No obstante, en Europa y Latinoamérica muchos productos fermentados, como
guesos o chacinados, poseen enterococos como microbiota natural relevante para la
calidad del producto final (Foulquié Moreno et al., 2006; Franz et al., 1999, 2003, 2011;
Giraffa, 2002).

Los enterococos tipicos (E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. hirae
y E. mundtii) pueden diferenciarse facilmente de otros cocos Gram positivos, catalasa
negativos, homofermentativos por su habilidad para crecer tanto a 10 como a 45°C, en
6.5% de NaCl, en presencia de 40% de bilis y a pH 9.6. Sin embargo, las especies
recientemente descriptas, varian en su fisiologia, lo que dificulta su identificacion por

métodos tradicionales (Devriese et al., 1993, 2002).
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Filogenia de las especies incluidas en el género Enterococcus

El género Enterococcus se encuentra filogenéticamente contenido dentro de las
eubacterias Gram positivas de bajo contenido de G+C, dentro la division Clostridium —
Bacillus. Se encuentra, junto con los géneros Melissococcus, Tetragenococcus vy
Vagococcus, dentro de la familia Enterococcaceae (Dworkin y Falkow, 2006).
Originalmente, las bacterias del género Streptococcus que pertenecian al subgrupo de
“estreptococos fecales” o “grupo D de Lancefield” se dividieron en tres géneros
distintos: Streptococcus, Lactococcus y Enterococcus, de acuerdo a las técnicas de
clasificacion de la época (Devriese et al., 1993; Ludwig et al., 1985; Schleifer y Kilpper-
Balz, 1984). De modo tal que, a excepcién de la especie Streptococcus thermophilus,
todas las bacterias patdgenas quedaron agrupadas dentro del primer género, las de
importancia tecnoldgica en el segundo vy las asociadas al tracto gastrointestinal y otros
habitats variables, en el tercero.

Desde entonces, y principalmente por medio de la secuenciacion de ARNr 16S,
mas de 35 especies de enterococos han sido descriptas y contindan siendo revisadas.
Actualmente, como consecuencia de la amplia disponibilidad de datos de secuencia de
nucleétidos de genomas completos el numero de especies identificadas se elevd

considerablemente.
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Fig. 7. Arbol filogenético construido utilizando las secuencias de gen del ARNr 165 de especies de BAL,
extraido de Dworkin y Falkow (2006). Se indica con un recuadro a los géneros contenidos dentro de la

familia Enterococcaceae.

De acuerdo a los arboles filogenéticos construidos en base a esta tecnologia,

dentro del

mismo género se han definido subgrupos de especies altamente

relacionadas entre si (Dworkin y Falkow, 2006; Franz et al., 2003, 2011):

Grupo E. faecium: E. durans, E. faecium, E. hirae, E. mundltii, E. villorum, E. ratti.

Grupo E. avium: E. avium, E. malodoratus, E. pseudoavium, E. raffinosus.

Grupo E. gallinarum: E. casseliflavus, E. flavescens, E. gallinarum.

Grupo Enterococcus dispar: E. asini, E. dispar.

Grupo Enterococcus saccharolyticus: E. saccharolyticus, E. sulfureus.

Grupo Enterococcus cecorum: E. cecorum, Enterococcus columbae.

Grupo E. faecalis: E. faecalis, E. haemoperoxidus, E. moraviensis.

Grupo E. faecium

Originalmente, el grupo E. faecium solo contenia a las especies E. faecium, E.

hirae, E. mundtii y E. durans (Dworkin y Falkow, 2006). Posteriormente, E. ratti, E.

porcinus y E. villorum fueron identificadas y adicionadas a las anteriores (Teixeira et al.,

2001; Vancanneyt et al., 2001). Luego, E. porcinus y E. villorum se demostraron como
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una misma especie, conservandose para todos estos microorganismos el nombre de la
segunda (De Graef et al., 2003).

De todas ellas, E. faecium ha sido la especie mayormente estudiada como
consecuencia del aumento en el nimero de infecciones intrahospitalarias detectadas
en los ultimos afios provocadas por estas bacterias (Hidron et al., 2008). La prevalencia
de estos enterococos en los hospitales se debe, probablemente, a la gran variedad de
resistencias antibidticas y de factores de virulencia que poseen. En contraste, el resto
de los miembros del grupo E. faecium raramente provocan enfermedades en seres

humanos (Agudelo Higuita y Huycke, 2014).

Aplicaciones industriales

Los Enterococcus no son utilizados generalmente para iniciar los procesos
fermentativos; en cambio, forman parte de la denominada microbiota adventicia, es
decir, que se encuentran presentes desde el comienzo de la fermentacién en la materia
prima de la producciéon. Tradicionalmente y dentro de este género, E. faecalis y E.
faecium han sido las especies aisladas en los alimentos fermentados mayoritariamente
(Foulquié Moreno et al., 2006). A su vez, E. durans también ha sido frecuentemente
identificada en quesos (Ogier y Serror, 2008).

El rol de las cepas NSLAB no esta claramente definido y en ciertas ocasiones se
les adjudica la no predictibilidad en la calidad final de los productos fermentados. Por
ejemplo, se ha asociado a la microbiota adventicia la formacién de cristales de lactato y
defectos de textura en el queso cheddar (Lynch et al., 1996).

De todos modos, muchos paises de Latinoamérica y Europa consideran la
contribuciéon de estos cocos a la formacidon de sabores y de aromas positiva,
particularmente en quesos como el cheddar o el feta (Foulquié Moreno et al., 2006;
Sarantinopoulos et al., 2002). Ha sido reportado que los enterococos presentes en la
leche, a través de actividades lipoliticas, peptidoliticas y por medio de la produccién de
compuestos de aroma de cuatro carbonos, mejoran las propiedades organolépticas de
los alimentos fermentados (De Vuyst et al., 2011; Giraffa, 2003; Repizo et al., 2013,
2014; Settanni y Moschetti, 2010).

A su vez, la presencia intrinseca de los enterococos en alimentos tiene ventajas

desde el punto de vista de la seguridad alimenticia, ya que muchos de ellos son capaces
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de producir bacteriocinas, denominadas enterocinas, durante su crecimiento (Laukova
et al.,, 2015). Este es un recurso valioso a nivel industrial para el control del crecimiento
de bacterias indeseadas. Ademas, es una caracteristica propia de bacterias beneficiosas
para la salud humana, como lo son los probiodticos (Dobson et al., 2012; Kanmani et al.,
2013).

Debido a que las cepas de Enterococcus no son consideradas seguras para el
consumo humano, no se las prefiera para ser utilizadas como probidticos. Sin embargo,
encontramos descriptas en la literatura muchas de ellas cuyas cualidades las hacen
buenas candidatas para tal fin. Algunas en particular ya se utilizan comercialmente
como probidticas, en especial en la regulacién de procesos de diarrea y animales
(Benyacoub et al., 2003; Franz et al., 2011; Guo et al., 2016; Natarajan y Parani, 2015;
Sun et al., 2010).

De cualquier modo, el niumero creciente de enterococos capaces de producir
enfermedades, asi como las multiples resistencias antibidticas que portan, cuestionan el
uso de los mismos en la industria alimenticia (Kristich et al., 2014). La Autoridad
Europea en Seguridad Alimenticia (EFSA) ha reevaluado en los ultimos afios la lista de
microorganismos recomendados para ser adicionados a alimentos humanos o de
animales. Los enterococos fueron excluidos de la lista QPS (del inglés “qualified
presumption of safety”, cepas presuntas como seguras; EFSA, 2012), a pesar del
conocimiento cientifico acumulado en favor de dichos microorganismos, y de la
evidencia cada vez mayor acerca de las separaciones existentes entre las cepas clinicas
con aquellas no-patogénicas. No obstante, la Unién Europea autoriza el uso de ciertas
cepas de E. faecium en alimentos para animales (EFSA Panel on Additives and Products
or Substances used in Animal Feed (FEEDAP), 2012).

De este modo, la contribucion al conocimiento e informacion respecto de la
diversidad, seguridad y plasticidad gendmica de las cepas de Enterococcus, asi como la
diferenciacion entre la capacidad patogénica dentro de las especies del género, y de
subpoblaciones dentro de las especies es de vital importancia a la hora de considerar

cepas particulares para usos especificos en alimentos.
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Enterococos como patdgenos emergentes

Los enterococos, aunque no son particularmente virulentos, en las Ultimas
décadas han adquirido importancia como patégenos oportunistas intrahospitalarios. Es
decir que, pueden provocar enfermedades en pacientes comprometidos
inmunoldgicamente, que cursan tratamientos prolongados con antibidticos, con
enfermedades severas subyacentes o bien con un sistema inmune debilitado (Agudelo
Higuita y Huycke, 2014).

La primera descripcion de estas bacterias como oportunistas fue en 1899
(MacCallum y Hastings, 1899), en un caso de endocarditis. Desde entonces han sido
detectadas como causal frecuente de esta enfermedad. De hecho, los enterococos
como agentes de infecciéon se manifiestan mayormente en casos de endocarditis,
bacteriemia e infecciones en el tracto urinario (Agudelo Higuita y Huycke, 2014; Arias y
Murray, 2012; Hidron et al., 2008; Nigo et al., 2014).

Ademas, suelen aislarse cepas de Enterococcus en infecciones intrabdominales,
pélvicas y de tejido blando, aunque en general se encuentran formando parte de una
flora microbiana mixta, siendo incapaces de establecer infecciones en estos sitios por si
solos. En tales casos, no esta establecido si los enterococos juegan un rol importante en
el desarrollo de la infeccién, o bien, como microorganismos oportunistas, participan
solo como “espectadores”(Agudelo Higuita y Huycke, 2014).

Las dos especies clinicamente predominantes son E. faecalis y E. faecium. En
Estados Unidos, en la década de 1970, E. faecalis se aislaba entre el 90 y 95% de los
casos de infecciones intrahospitalarias. Posteriormente, a comienzos de los 90, con el
aumento del uso de vancomicina y antibidticos de amplio espectro, E. faecium comenzo
a predominar como agente infeccioso nosocomial, siendo hoy en dia el enterococo mas
comun en hospitales de este pais (Arias y Murray, 2012). De hecho, el nimero de cepas
de E. faecium resistentes a vancomicina supera ampliamente el nimero de cepas
resistentes en E. faecalis, asi como también, al de cepas de E. faecium resistentes a
ampicilina (Top et al., 2008).

En Latinoamérica, se encontrd que la mayoria de las infecciones causadas por
Enterococcus (78 %, aproximadamente) aun son causadas por cepas de E. faecalis

susceptibles a vancomicina y ampicilina, y que solo un 22 % aproximadamente son
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causadas por linajes genéticos de E. faecium multiresistentes, similares a los observados
en Estados Unidos (Panesso et al., 2010).

Pese a ello, no todas las cepas de E. faecium son resistentes a antibidticos vy
pueden potencialmente causar infecciones. Recientes estudios comparativos de los
genomas disponibles de esta especie (Galloway-Pefia et al., 2012; Willems et al., 2012),
describen una division en la poblacién de E. faecium en dos grandes ramas, Ay B. En la
primera podemos hallar gran parte de las cepas de origen clinico o animal, mientras que
en la segunda a aquellas cepas comensales de humanos, mayoritariamente. Cabe
aclarar, que esta separacion en ramas no es absoluta, sino que permite ciertas
excepciones, habiendo cepas de origenes y ramas cruzados. Estudios posteriores
mejoraron la clasificacion al agregar subdivisiones en la rama A (Lebreton et al., 2013).
El nuevo grupo Al contendria a cepas clinicas modernas emergidas en consecuencia del
uso de antibidticos a partir de las cepas del A2, que contendria a aquellas derivadas de
animales. Y a su vez, el grupo A2 provendria de la rama B, que contiene a la mayor parte
de las cepas comensales humanas (Lebreton et al., 2013).

Conjuntamente, las técnicas de tipificacion actuales han permitido otra
clasificacion de las cepas de E. faecium en grupos denominados ST (por las siglas en
inglés de “sequence type”) obtenidos por analisis de MLST (por las siglas en inglés de
“multi locus sequence typing”). Esta técnica se ha aplicado principalmente para el
estudio de la epidemiologia de E. faecium, es decir, con la intencién especifica de
tipificar brotes hospitalarios. El MLST se basa en la identificacion de alelos de genes
constitutivos que, por sus variaciones, permiten hacer un perfil diferencial de tipos de
cepa. A cada perfil diferente se le asigna, entonces, un ST (Maiden et al.,, 2013).
Actualmente, existen sitios web que permiten asignar el grupo ST facilmente
(Www.pubMLST.org o www.cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/).

Homan y colaboradores (2002), describen un esquema de MLST para E. faecium
gue permite separar las cepas existentes en diferentes linajes. El linaje A agrupa a ST
gue contienen cepas de humanos no hospitalizados y cerdos, el linaje B contiene a ST
de cepas de aves de corral, el linaje C posee ST de cepas de fuentes variadas (donde
podemos hallar tanto cepas de humanos hospitalizados, como de animales) y el linaje D
ST pertenecientes a terneros. Dentro del grupo C, se puede distinguir una subpoblacion

denominada C1 relacionada a brotes intrahospitalarios. Dentro de este subgrupo
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encontramos a los ST 16, 17, 18 y 20. EI ST17 se ha predicho como el fundador del linaje
C1, por lo cual ha recibido el nombre de complejo clonal 17 (CC17) (Top et al., 2008).
Este CC17 es de relevancia clinica, ya que contiene a cepas de E. faecium de brotes
hospitalarios de los 5 continentes, que poseen resistencias a ampicilina y a quinolonas y
una isla de patogenicidad putativa (que contiene, en la mayoria de los aislamientos, el
gen de virulencia esp; Top et al., 2008).

Respecto de los mecanismos de infeccion y colonizacién en Enterococcus, la
mayor parte de los trabajos se han hecho sobre E. faecalis. Como parte de la microbiota
intestinal normal, es capaz de cruzar la barrera epitelial intestinal e ingresar al torrente
sanguineo y se considera que los macrofagos serian el vehiculo utilizado para la invasion
y diseminacion (Wells et al., 1990; Zeng et al., 2004). Para sobrevivir en los macréfagos,
las bacterias se deben adaptar a este ambiente intracelular, soportando el arsenal de
defensas del huésped, que incluye la produccion de especies reactivas de oxigeno y el
bajo pH del fagosoma (Dubnau y Smith, 2003). De todos modos, la forma mdas comun e
infeccion es a través del tracto urinario, por medio de catéteres y sondas (Agudelo
Higuita y Huycke, 2014).

Muchos factores de virulencia han sido identificados en los Ultimos afios,
inicialmente en E. faecalis; luego, se han hallado homdlogos en E. faecium (Cariolato et
al., 2008; Leavis et al., 2004; Ogier y Serror, 2008; Rigottier-Gois et al., 2011; Toledo-
Arana et al., 2001; Vankerckhoven et al., 2004).

Dentro de los factores de virulencia mds comunes encontramos adhesinas de
coldgeno Ace y Acm (Toledo-Arana et al., 2001), sustancias de agregacion AS, citolisinas
Cyl, proteinas de fijacion a superficies Esp, gelatinasa GelE (Di Rosa et al., 2006; Hallgren
et al., 2009; Vankerckhoven et al., 2004), proteinas de pili Ebp, (Nallapareddy et al.,
2011; Sillanpaa et al., 2010) y hialuronidasas Hyl (Kayaoglu y @rstavik, 2004; Rice et al.,
2003). En general, la mayoria de los factores de virulencia en enterococos estan

relacionados a la adhesion y formacion de biofilm.

Galleria mellonella como modelo de infeccidn

Historicamente, el uso de animales invertebrados ha sido una gran herramienta

en la construccién de modelos de interaccion hospedador-patdgeno. Han permitido
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ampliar los conocimientos acerca de los principios subyacentes a los procesos
infecciosos y a las respuestas de los hospedadores, generando resultados relevantes
acerca de los procesos implicados en la infeccion en mamiferos (Casadevall, 2005;
Lemaitre et al., 1996; Vogel, 2012).

Asi como el gusano de la seda (Bombyx mori) o la mosca de la fruta (Drosophila
melanogaster), la polilla grande de la cera (G. mellonella) es un insecto utilizado como
animal invertebrado modelo. A diferencia de los modelos tradicionales, como el raton
Mus musculus (cordado mamifero) o el gusano nematodo Caenorhabditis elegans (del
orden de los Rhabditida), los insectos ofrecen nuevas ventajas a la hora de su

manipulacion y uso en experimentacion, como se describira a continuacion.

Ciclo de vida y fisiologia

G. mellonella es un animal que puede hallarse en gran diversidad de ambientes
a lo largo del mundo. Se destaca por ser plaga de las colmenas de abejas meliferas,
hecho por el cual se gand la denominacion popular de “polilla grande de la cera”. Su
presencia es perjudicial en los apiarios, ya que, una vez que la larva penetra en los
panales, destruye la integridad de la colmena, alimentandose de la misma, al tiempo
que va labrando galerias tapizadas en una trama sedosa (Fig. 8).

G. mellonella atraviesa cuatro fases bien definidas durante su ciclo bioldgico. El
insecto adulto es una polilla o mariposa que se encuentra diferenciada en dos sexos
(Fig. 9C). Los machos son ligeramente mas pequefios que las hembras, las cuales suelen
ser mas oscuras y con un aparato bucal mas agudo. El tamafio final del adulto puede
variar segln las condiciones de alimentacion y salud en su etapa juvenil. La cépula entre
dos adultos ocurre dos o tres dias después de la emergencia de los mismos. A
continuacién, las hembras realizan la oviposicion sobre las paredes de los panales. Cada
hembra puede llegar a depositar hasta 300 huevos. Luego del apareamiento el macho
muere, asi como también lo hace la hembra, solo luego de poner los huevos

(Urretabizkaya et al., 2010).
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Fig. 8. "Galerias" formadas en un panal de abeja.

Un adulto puede llegar a vivir 3 semanas. Los huevos eclosionan al cabo de una
semana (en condiciones ideales) para dar lugar a una larva de tan solo unos pocos
milimetros de longitud, apenas visible por el ojo humano. El desarrollo larval varia de 1
a 4 meses. Durante ese tiempo la larva solo se dedica a alimentarse para asi aumentar
de tamafio y peso. En su maximo desarrollo alcanza a medir de 2 a 3 cm de longitud
(Fig. 9A). Presenta la cabeza rojiza y el resto del cuerpo blanco o gris claro. Llegado al
periodo de madurez, la larva atraviesa la fase de pupa en donde comienza a tejer una
crisalida o capullo (Fig. 9B) en el cual sucederd su metamorfosis a insecto adulto
(Urretabizkaya et al., 2010).

A priori, podriamos decir que los sistemas inmunes de los vertebrados se han
diferenciado evolutivamente de los de invertebrados al desarrollar la respuesta inmune
adaptativa. No obstante, la respuesta inmune innata presente en ambos grupos es un
sistema de defensa comun distribuido en todas las especies, sean animales o vegetales.
Por consiguiente, se podria asumir que los mecanismos involucrados en esta respuesta

primitiva son, esencialmente, los mismos en todos los organismos (Salzet, 2001).

-

Fig. 9. Ciclo de vida de G. mellonella. Las larvas de G. mellonella (A) se c_ilimentan y crecen hasta alcanzar la
fase en la que forman una crisdlida o pupa (B) de la cual emergerdn los insectos adultos (C). Se muestran
en C), a la izquierda una hembra y a la derecha un macho.
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La respuesta innata en los insectos lepidopteros consiste en una barrera
mecanica inicial (la cuticula, compuesta por una pro-cuticula y la epidermis) y dos tipos
de respuestas fisioldégicas, una celular y una humoral.

En la respuesta celular participan las células denominadas hemocitos. Estas
existen en seis tipos diferentes: prohemocitos, plasmatocitos, granulocitos,
coagulocitos, oenocitoides y esferulocitos (Browne et al., 2013; Kavanagh y Reeves,
2004; Wojda, 2016). Todas cumplen roles diferentes y se encuentran circulando en la
cavidad corporal del insecto, suspendidas en la hemolinfa. Los hemocitos de mayor
relevancia en la respuesta celular son aquellos con capacidad para fagocitar elementos
extrafios, es decir, los plasmatocitos y los granulocitos (Fig. 10). Los primeros son
aquellos que poseen mayor capacidad fagocitica pero son menos abundantes en
lepidopteros, mientras que los segundos, los mayoritarios, tiene una capacidad de

fagocitosis reducida (Lackie, 1988; Pech y Strand, 1996; Tojo et al., 2000).

A B

10um 10um
Fig. 10. Microscopia de hemocitos recuperados de hemolinfa de larvas de G. mellonella. A) Granulocito, B)
plasmatocitos, extraido de Browne y colaboradores, (2013).

En la respuesta humoral la defensa estd a cargo de particulas. La evidencia mas
clara de este tipo de respuesta es la melanizacion de la larva. La melanina es un
pigmento oscuro que cuando se produce in vivo presenta efectos bactericidas
(Dubovskiy et al.,, 2013). La enzima responsable de su producciéon se denomina
fenoloxidasa que, como su nombre indica, oxida fenoles para que polimericen
formando el pigmento. La forma inactiva de esta enzima (profenoloxidasa) se sintetiza
dentro de los oenocitoides y se libera a la hemolinfa como consecuencia de la lisis
celular. La profenoloxidasa es activada a través de una cascada de serinproteasas y
transportada hacia la cuticula o alrededor de una herida o microorganismos exdgenos

(Kavanagh y Reeves, 2004; Wojda, 2016).
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De modo tal que, la melanizacién es tanto un indicador de dafio celular como de
infeccion. Es asi como, las larvas que sobrellevan un proceso infeccioso o crecen en
condiciones no dptimas adoptan una coloracién mas oscura como consecuencia de este

proceso fisiologico.
A ! B

Fig. 11. Melanizacidn de la cuticula en larvas de G. mellonella. Se observan las diferencias entre larvas
sanas (A) y larvas que sobrellevan un proceso infeccioso (melanizacion generalizada,; B) o presentan una
lesion (melanizacion localizada; C).

Ventajas y validacion del modelo

La utilizacion de modelos invertebrados sencillos para el estudio de las
interacciones hospedador-patdgeno se fundamenta en dos premisas primordiales. Por
un lado, cuando un microorganismo patégeno expresa los mismos factores de virulencia
en distintos hospedadores estd sugiriendo que los mecanismos de su patogénesis son,
en general, independientes del hospedador. Del mismo modo, si el mismo patdogeno
provoca respuestas defensivas similares en hospedadores tanto vertebrados como
invertebrados, se deduce que los mecanismos innatos de inmunidad contra ese
organismo particular estan conservados a través de los metazoos (Yuen y Ausubel,
2014).

El uso del insecto G. mellonella como animal modelo no es algo reciente. Ya en
1937 se la eligio para estudios genéticos por su capacidad de supervivencia aun frente a
condiciones adversas, asi como por su naturaleza altamente proliferativa y su
adaptabilidad al ambiente de laboratorio (Smith, 1938). A partir de alli, varios efectores
relacionados en la patogénesis y virulencia de diferentes microorganismos han validado
al insecto como modelo experimental (Fedhila et al., 2006; Gaspar et al., 2009; Jander

et al., 2000; Mukherjee et al., 2010, 2011; Mylonakis et al., 2005).
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La facilidad con la que se manipulan las larvas en relacién a otros modelos, los
bajos costos de cria y su condicion como modelo animal éticamente aceptado son
algunas de las ventajas que presenta frente a modelos. No obstante, la mayor ventaja
se encuentra en la posibilidad de crecer las larvas a 372C, temperatura a la cual los
patégenos humanos estan adaptados, y por ende importante para la produccion de
muchos factores de virulencia (Cook y McArthur, 2013). Ademas, al tratarse de un
insecto, y en contraste con los nematodos que carecen de una respuesta inmune
celular fagocitica (Ermolaeva y Schumacher, 2014), posee tanto una respuesta inmune
humoral como celular, convirtiéndolo en un modelo atractivo para el estudio de las

interacciones bacteria-hospedador (Kavanagh y Reeves, 2004; Wojda, 2016).

Curvas de Kaplan-Meier

Los analisis de Kaplan-Meier (K-M; Kaplan y Meier, 1958) permiten la
construccion de las clasicas curvas de supervivencia. Estas graficas permiten comparar
los eventos que se sucedan en un grupo de individuos bajo estudio, sin importar que los
mismos posean diferentes tamafios de muestra, y admiten pérdidas de casos durante el
tiempo de ensayo.

Los andlisis de supervivencia realizados con G. mellonella requieren de la
inoculaciéon de grupos de larvas con microorganismos y de la posterior estimacion de las
diferencias en sus efectos a través de las curvas de K-M. Asi, el porcentaje de individuos
sobrevivientes a un tratamiento, sumado a las estimaciones estadisticas, permiten
concluir si un microorganismo es mas virulento que otro.

Las inoculaciones en G. mellonella se pueden realizar a través de diferentes
metodologias. La seleccionada en este trabajo de tesis, y elegida preferencialmente en
términos generales, es la inyeccién directa de un inéculo en la cavidad corporal
(inyeccion a hemolinfa). De esta manera se permite conocer con exactitud y precision la
cantidad de indculo introducida en la larva.

Cuando se llevan a cabo diferentes inoculaciones sobre varios grupos, la
supervivencia de los individuos se monitorea en el tiempo. Con los datos recolectados

luego se construyen las curvas de K-M.

35



Introduccioén

De este modo, cada grupo de larvas va formar una curva construida con los
datos recogidos de los sucesos individuales de los miembros del grupo. En los analisis de
K-M, a cada larva se la caracterizara con tres variables (Rich et al., 2010):

1) su tiempo serial: desde el comienzo del estudio hasta que sucede el evento de
interés (en este caso en particular la muerte) o finaliza el estudio

2) su estado al final del tiempo serial: ocurrencia del evento o censura, en este caso la
censura se corresponde con la finalizacion del experimento antes de que muera la larva
3) el grupo al que pertenece: en este caso correspondera a la cepa y al valor de UFC con
el que se inocula al grupo.

Una curva de K-M tipica se muestra en la Fig. 12. La longitud de las lineas
horizontales a lo largo del eje x, correspondiente al tiempo serial, representa la
duracién de la supervivencia hasta que ocurre el evento de interés. Las distancias
verticales entre lineas horizontales ilustran los cambios en la probabilidad acumulada a

medida que avanza la curva. Los sujetos censurados se muestran como puntos negros.
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Fig. 12. Curva de Kaplan-Meier generada correspondiente a un estudio de 5 afios con 6 sujetos en cada
grupo. Tomada de (Rich et al., 2010).

Para comparar curvas de supervivencia se realiza un test de log-rank que calcula
un valor de P. Este se utiliza para determinar si la diferencia es significativa o es el
producto de la variabilidad propia del muestreo (Rich et al., 2010). Si este valor de P es

menor al establecido como umbral, se procede a realizar una comparacién multiple de
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datos, que permite establecer si pares de curvas son estadistica y significativamente

diferentes.
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Objetivo general

Los enterococos constituyen el grupo mas controversial dentro de las bacterias
lacticas presentes en alimentos ya que, en las ultimas décadas, han emergido como
patdgenos oportunistas. Como tales, no son considerados seguros para el consumo
humano y por lo tanto, requieren de un analisis cepa por cepa para su seleccion y
potencial uso en alimentos.

Se propuso como objetivo general de este trabajo de tesis analizar Ia
contribucion a la calidad final de los alimentos de los microorgansmos pertenecientes al
género Enterococcus. Se indagaran las vias degradativas involucradas en la generacion
de aromas y la participacion de las mismas en la sobrevida de estos microorganismos en
diferentes condiciones. Ademads, nuevas técnicas de analisis de secuencia de genomas
completos se utilizardn sobre enterococos aislados de alimentos regionales con el
propdsito de alcanzar una seleccion racional de bacterias de acuerdo a sus

caracteristicas y propiedades.

Objetivos especificos

e Analizar el aporte del metabolismo de citrato de Enterococcus faecalis en los

procesos de infeccion utilizando modelos y fluidos animales.

e Estudiar y analizar la diversidad genética de la via del metabolismo de citrato
y produccién de diacetilo en cepas de Enterococus faecium aisladas de

quesos regionales.
e Seleccionar y descartar microorganismos destinados potencialmente a la

produccion de alimentos utilizando nuevas herramientas bioinformaticas vy

analisis fenotipicos.
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Cepas bacterianas, plasmidos y oligonucledtidos

En las tablas siguientes se detallan las cepas bacterianas, plasmidos vy

oligonucledtidos empleados durante el desarrollo de la presente Tesis.

Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo

Cepas bacterianas Fenotipos o genotipos Referencias

E. faecalis JH2-2

E. faecalis JH-pTLGR

E. faecalis JH-pTLGR-Pcit

E. faecalis JHCit-

E. faecalis JH2-2-OadA
E. faecalis JH2-2-OadB"

E. faecalis JH2-2-MaeR

E. durans 1023
E. faecium GM75
E. faecium 1Q110

E. faecium GM70
L. lactis IL1403

E. faecium Com12

E. coli DH5a

Cit"; RifR; FusR; libre de
plasmidos

Cepa JH2-2 transformada con el
plasmido reportero pTLGR

Cepa JH2-2 transformada con el
plasmido reportero pTLGR-Pcit

Mutante generada por insercién
del plasmido pGhost9 sobre el
gen citD derivada de la cepa JH2-
2, resistente a eritromicina (Emg)
Mutante por eliminacion del gen
oadA, derivada de la cepa JH2-2
Mutante por eliminacién del gen
0adB, derivada de la cepa JH2-2
Mutante por eliminacion del gen
maeR, derivada de la cepa JH2-2

Cit", originaria de alimento
Cit", originaria de alimento
Cit’, originaria de alimento

Cit", originaria de alimento
Derivada de la cepa IL594 curada
de plasmidos, Trp+
Cit", comensal humana
fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA
ginV44 ©80 A(lacZ)M15 gyrA96
recAl relAl endAl thi-1 hsdR17,

usada como un hospedador
intermedio para clonados

(Jacob y Hobbs, 1974)

Este trabajo

Este trabajo

Cepa disponible en el laboratorio.

(Repizo et al., 2013)
(Repizo et al., 2013)

(Mortera et al., 2012)

(Quintana, 2013)
Este trabajo
(Quintana, 2013)

Este trabajo
(Chopin et al., 1984)

(Palmer et al., 2010)

(Hanahan, 1983)
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Tabla 3. Pldsmidos utilizados en este trabajo

Materiales y métodos

Plasmido Descripcion Referencia
(Maguin et al.,
pGhost9 Plasmido termosensible, Emg
1996)
(Garcia-Cayuela et
pTLGR Derivado del plasmido pAK80, contiene el gen modificado mrfp y el
al., 2012)
gen gfp para estudio de promotores, Emg
pTLGR-Pcit pTLGR con los promotores de los genes cit de la cepa JH2-2 Este trabajo

Tabla 4. Oligonuclectidos utilizados.

Oligonucleétido

Secuencia

Descripcion

Faecium_citl_UP

Faecium_citl_Lo

Faecium_citO_UP
Faecium_citO_Lo

CL_faecalis_Up

CL_faecalis_Lo

Citlf

CitMr

BamHprom_Up

BamHprom_Lo

TGATGAATTCACCATTGATATTGAAGG

AATTAAGCTTGCCAATGTGGTTGC

GGTACGCGAATTCACGAAAAAG

GAGGAAGCTTTGGCAATATCACG

AGAGAATCCATGATGTTTGTCCCTG

GAAGTAAGCTTGGTGACTACTCCATTT

ACAGGGATCCTTTGGAGGATTTTACATGAC

ACAGGGATCCGGCTTCTGTTGTTTCC

AGGGGATCCATTACTAAAGATGTAAAC

TTAGGATCCTAAATATTCTTTCCC

Par de oligonucledtidos que amplifican la
region conservada del gen cit/ de E. faecium

Par de oligonucledtidos que amplifican la
region conservada del gen citO de E. faecium

Par de oligonucledtidos que amplifican
especificamente el gen citE de E. faecalis

Par de oligonucledtidos que amplifican la
region intergénica citl-citM en E. faeciumy E.
durans

Par de oligonucledtidos que amplifican la
region intergénica citH-oadH de E. faecalis
JH2-2
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Soluciones y medios de cultivos

Medios de cultivo

El medio LB se prepard con la siguiente composicion: peptona de caseina 10,0
g/l, extracto de levadura 5,0 g/I, NaCl 10,0 g/l, ajustado a pH7 o 5.5 (Sambrook et al.,
1989).

El medio SMM (skimmed milk medium) se preparé con 100 g/L de leche en
polvo descremada, 10 g/L de peptona, 5 g/L extracto de levadura (De Vuyst et al., 1998)

El medio M17 se prepard de acuerdo a la siguiente composicidon: peptona de
soja 5,0 g/l, peptona de caseina 5,0 g/l, extracto de levadura 2,5 g/, extracto de carne
5,0 g/l, acido ascorbico 0,5 g/l, B-glicerofosfato de sodio 19 g/l (Terzaghi y Sandine,
1975). El medio fue ajustado a pH 7.

Soluciones inorganicas

Se utilizaron las siguientes soluciones para la resuspensién de cultivos
bacterianos o hemocitos:
— Solucion tampon fosfato de potasio (Kpi) 50mM ajustado a pH 7 0 5,8.
— Solucidn salina de fosfato (PBS) 1x, compuesta por 8g/l de NaCl, 0,2g/| de
KCl, 1, 44 g/l de Na,HPO,4y 0,24 g/ de KH,PO,. El pH final se ajustd a 7,3.
— Solucidn fisioldgica salina de insectos (IPS), compuesta por 150 mM de

NaCl, 5 mM de KCI, 10 mM de tris HCl pH 6.9, 10 mM de EDTA

Crecimiento bacteriano

Condiciones de crecimiento

Las células de E. coli se cultivaron en medio LB a 37°C en medio aerdbico con
agitacion vigorosa. Las células de enterococos se cultivaron en medio LB suplementado
con glucosa 30mM (LBG), citrato 15mM (LBC), con ambos (LBGC), con piruvato 100 mM
(LBP), con ribosa 30 mM (LBR) o citrato y el anterior (LBRC), a 379C en aerobiosis sin
agitacion. EL pH se ajustd a 7 0 5.5 segun lo especificado para cada experimento. En el

caso de los cultivos en microplaca estéril (Cellstar) la incubacién se realizé en el lector
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de microplacas PowerWave XS (BioTek), a 37°C, donde se midié la DOgy cada 15
minutos, toda una noche. El volumen final en cada pocillo fue de 200 pl

Para cultivos de bacterias acido lacticas, en todos los casos se partid de un
cultivo saturado, incubado durante toda la noche. Luego, las células fueron cosechadas,
resuspendidas en medio fresco y la cantidad adecuada de suspension, necesaria para
dar una DOggp inicial de 0,08-0,1, fue inoculada en el volumen deseado de medio fresco.
La incubacion se continud hasta que el cultivo alcanzd la DOggp requerida en cada caso.

En caso de ser necesario, se adiciond eritromicina al medio de cultivo a una

concentracion de 5 ug/ml.

Puesta en competencia y transformacion de cepas bacterianas

Las células de E. faecalis fueron transformadas por electroporacién siguiendo los
métodos descritos para L. lactis (Dornan y Collins, 1990). Se empled el equipo Gene
Pulser Xcell mas el PC Module (Bio-Rad) para tal fin. Las condiciones de electroporacién
utilizadas fueron las siguientes: 25 uF, 2,5 kV y 200 Q. Para el crecimiento de las cepas
de E. faecalis antes de ser electroporadas, se utilizd el medio M17 suplementado con
glucosa 0,5 % P/V (M17G) vy glicina al 1,5% P/V y sacarosa 0,5 M. Después de su
electroporacion las células se incubaron en 1 ml de M17G suplementado con sacarosa
0,5 M durante 1 h a 379C. Luego se procedid a la deteccion de las transformantes en
medio sélido por seleccion de resistencia a los antibioticos. Las células de E. coli fueron
transformadas con ADN plasmidico utilizando el procedimiento de cloruro de calcio

(Sambrook et al., 1989).

Manipulacién de ADN

Extraccidn de acidos nucleidos

Para la obtencidon de ADN plasmidico de E. coli se siguié el método de lisis
alcalina (Sambrook et al., 1989) para preparar ADN plasmidico en pequefia escala. Las
preparaciones de ADN plasmidico utilizadas para las reacciones de secuenciacion se
obtuvieron a partir del equipo provisto por Promega (Wizard Kit, Promega) siguiendo las

indicaciones del laboratorio fabricante.
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Para la extraccion de ADN gendmico total, utilizado en las reacciones de
secuenciacion, se extrajo ADN de cultivos bacterianos saturados por medio Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante.

Para las reacciones en cadena de la ADN polimerasa (PCR) se utilizd un protocolo
rapido de extraccion de ADN total. Se utilizaron 1 a 2 ml de cultivo saturado. Las células
fueron cosechadas por centrifugacion durante 2 min a 4000 rpm. Luego, se lavaron con
una solucién de NaCl 0,85%, se cosecharon nuevamente por centrifugacion durante 5
min a 5000 rpm y se resuspendieron en 0,5 ml de una solucién de TE. Posteriormente
se colocaron las muestran en un bafio de agua a 100°C durante 15 min. Se utilizé 2 ul de

la solucidn para reacciones de PCR de 25 pul de volumen final.

Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La técnica se llevd a cabo siguiendo las indicaciones descritas por (Sambrook et
al., 1989). Se emplearon geles horizontales de concentraciones de agarosa de 0,8%. Los
geles se prepararon en solucién reguladora TAE (40 mM Tris-acetato pH 8,0; 10 mM
EDTA) con agregado de 1X de GelGreen (Biotium) y las separaciones electroforéticas se
realizaron en la misma solucion reguladora a una intensidad de corriente 100 mA,
utilizando el sistema del tipo “submarino”. Previo a la siembra, las muestras se
mezclaron con 0,1 volumenes de solucion de siembra (0,25% P/V de azul de
bromofenol, 0,25% P/V de xilencianol, 30% P/V de glicerol preparada en agua estéril).
Las bandas de ADN fueron visualizadas empleando un transiluminador de luz azul.
Como marcadores de peso molecular se emplearon los fragmentos de ADN del fago A
obtenidos por digestion con la enzima de restriccion EcoRl y Hindlll (PBL Productos Bio-

|6gicos).

Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

La purificacion de ADN a partir de geles de agarosa se realizé empleando el
equipo Gel Band Purification Kit provisto por Amersham (GE Healthcare Life Sciences)

siguiendo las indicaciones del laboratorio fabricante.
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Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Se siguieron las condiciones generales descritas por (Sambrook et al., 1989). Las
composiciones de las soluciones y las condiciones de reaccién, asi como también
informacion adicional, estan disponibles en los manuales distribuidos por los

laboratorios fabricantes de las enzimas de restriccion.

Desfosforilacidon de ADN plasmidico linealizado

Se realizd6 empleando fosfatasa alcalina de intestino de cordero (CIP), siguiendo

las recomendaciones del laboratorio fabricante (Promega).

Ligacion de los fragmentos de ADN

La ligacién de los fragmentos de ADN se realizd segun el protocolo descrito por
(Sambrook et al., 1989) en un medio de reaccién conteniendo 0,5 mM de ATP, solucién
amortiguadora para T4 ADN ligasa y 1U de la enzima (Takara), en un volumen final de
20 ul. Las cantidades de cada uno de los fragmentos de ADN empleadas fueron de

aproximadamente 50-100 ng vy la reaccidn se llevd a cabo durante 16 hs a 4°C.

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Cada reaccion de amplificacion por PCR se llevd a cabo en un volumen final de
25 o 50 pl, utilizando 20 pmoles de cada oligonucledtido y 20 ng de ADN molde. Se
utilizd ADN polimerasa Tagq o PFU siguiendo las indicaciones del proveedor (PBL,

Productos Bioldgicos).

Analisis de proteinas

Determinacion de la concentracidn de proteinas

La concentracién protéica en extractos crudos fue determinada de acuerdo al
método colorimétrico de Lowry (Lowry et al., 1951), utilizando una solucién patréon de
albimina sérica bovina como proteina de referencia, cuya concentracion fue

determinada espectrofotométricamente.
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Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

Las diferentes muestras protéicas fueron analizadas mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida realizados en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se
siguio el sistema desarrollado por Laemmli (1970) por medio de la celda Mini-PROTEAN
[ll de BioRad. Los geles se prepararon a una concentracion de 15% y un espesor de
1,5mm. Fue preparado con 4% P/V de acrilamida en solucion 125 mM Tris-HCl (pH 6,8),
1,8 mM EDTAy 0,1% P/V SDS y el gel de separacién con acrilamida 15% P/V en solucion
375 mM Tris-HCl (pH 8,8), 1,8 mM EDTA y 0,1 % P/V SDS. Las muestras se disociaron a
1009C durante 5 min. en presencia de 50 mM Tris-HCl pH 7,0, 0,5 mM ditiotreitol (DTT),
4% V/V B-mercaptoetanol, 2% P/V SDS, 0,005% P/V de azul de bromofenol y 15% V/V de
glicerol, antes de sembrar en el gel. Las electroforesis se realizaron a temperatura
ambiente a una intensidad de corriente de 20 mA por gel en solucion Tris Base 25 mM,
glicina 192 mM (pH 8,3), 1 mM EDTA y 0,1% P/V SDS. Una vez finalizada la electroforesis
los geles se destinaron a ensayos de Western Blot o se tifieron con azul brillante de
Coomassie R-250 durante 30 min y se destifieron con acético-etanol-agua (1:3:7) o por

ebullicion durante 15 min en agua destilada.

Deteccién de proteinas en geles de poliacrilamida mediante ensayos de Western

blot

Se sembraron 60ug de proteinas por muestra para realizar un SDS-Page como se
describid previamente. Posteriormente, se realizd la electrotransferencia a una
membrana de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell BA85, 0,45 um), utilizando la celda
Mini trans-blot electrophoretic transfer (Bio-Rad, USA). La transferencia e hibridacién se
realizaron segln el protocolo descrito por (Sambrook et al., 1989)). Se utilizaron
anticuerpos monoclonales anti-CitO y anti-oadA de E. faecalis. Ambos se incubaron en
una dilucion 1/500 y 1/1000 con la membrana, respectivamente. Los complejos
proteina-anticuerpos fueron visualizados usando anticuerpos anti-lgG (H+L)-AP de
conejo (conjugados con fosfatasa alcalina) de Bio-Rad diluidos 1:3000, NBT 0,33 mg/ml
(ICN) y BCIP 0,17 mg/ml (Sigma-Aldrich).

Por otro lado las membranas también se incubaron con Neutravidina conjugada
a fosfatasa alcalina (Invitrogen) y se procedié a revelar en las mismas condiciones

descriptas anteriormente.
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Determinacion de la producciéon de aroma

Pruebas de Voges-Proskauer

La produccion de diacetilo y acetoina fue determinada por las pruebas de Voges
Proskauer (VP) cualitativa y cuantitativa. Para la primera, a cultivos incubados por 5 h se
les determind la presencia conjunta de diacetilo y acetoina en los sobrenadantes (SN)
de la siguiente manera: 1 ml de SN se mezcld con 0,6 ml de a-naftol 5% P/V de etanol
96% y 0,2 ml de hidroxido de potasio 40% P/V. La acetoina presente en cada SN se oxida
en las condiciones de la prueba para formar diacetilo. El diacetilo total (formado y
preexistente) reacciona con la peptona del LB para producir color. Se considera una
reaccion positiva a la formaciéon de color rojizo. Para la prueba de VP cuantitativa
(adaptada del método de Barry y Feeney (1967) se midieron las concentraciones de
diacetilo y acetoina producidas en sobrenadantes de Resting Cells (RC) de cada cepa y
condicion probada. Las RC se prepararon como se detalla a continuacién. Se
centrifugaron las células crecidas como se detallé anteriormente, por 15 min a 4500
rom y 4 °C. Los pellets se lavaron dos veces en Kpi 50 mM pH 5,8, y finalmente
resuspendidos en la misma solucién a pH 7.0 0 5.8 en un volumen total de 1,5 ml a una
DOggo final de 1,5. Las RC obtenidas fueron incubadas con citrato (15 mM), piruvato
(100 mM), glucosa (30 mM) y/o ribosa (30 mM) a 37 °C sin agitacion por 60 min. Los
sobrenadantes de cada cultivo (175 pl) se transfirieron a microplacas de 96 pocillos, a
los cuales se le adiciond 25 ul de solucién A fresca (15% P/V de a-naftol y 0.5% P/V de
creatina en 7,5 M de NaOH). Luego de 10 min de incubacion, la placa fue cargada en el
lector PowerWave XS (BioTek) y la Asso fue registrada. La concentraciéon de diacetilo y
acetoina (oxidada a diacetilo en las condiciones de medicién) conjunta se calcularon
usando una curva de calibracion de diacetilo. Los resultados se presentan como los

promedios y los desvios estdndar de ensayos realizados por triplicado.
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Ensayos especificos

Determinacién de la produccién de tiramina

La actividad descarboxilasa se midio utilizando un medio sélido en paca de petri.
Se utilizd una modificacién de la composicion descripta en Bover-Cid y Holzapfel (1999).
Se prepard un medio sélido con tripotona 5,0 g/l, extracto levadura 5,0 g/l, extracto de
carne 5,0 g/l, NaCl 2,5 g/, glucosa 0,5 g/l, K2PO4 2,0 g/l, CaCO3 0,1 g/l, purpura de
bromocresol 0,06 g/l y agar 2%. Se ajustd el a pH 5,3 y cuando se prepararon las placas
se incorporo al medio fundido tirosina sdlida para una concentracién final de 10,0 g/I.
Las cepas se incubaron a 37°C por 48h. El medio adopta una coloracién amarilla que vira

a violeta en caso de alcalinizacion producto de la descarboxilacién del aminoacido.

Determincacion de la actividad proteasa

Se ensayo la capacidad de hidrolizar caseinas en placas de LB y leche (20 ml
leche descremada en polvo reconstituida al 10% P/V en 80 ml de medio LB sdlido). Se
repicaron las cepas en estudio en estas placas y se dejaron a 37°C por 72h. La hidrdlisis
de las proteinas de la leche se evidencia por la aparicién de zonas claras alrededor de

las estrias.

Determinacion de la actividad esterasa

Se prepararon placas de medio LB sdlido suplementadas con tributirina 1% vy
rhodamina 0.001%, de acuerdo a Kouker y Jaeger (1987). Se inocularon las cepas en
estudio y una cepa control positivo de Serratia marcescens 66262. Se permitié crecer a
37°C por 12 y 48 horas. La actividad esterasa se evidencié por la presencia de
fluorescencia color anaranjada luego de irradiar las placas con UV. Las cepas que no
hidrolizan la tributirina acumulan rhodamina, no muestran fluorescencia naranja vy

forman colonias rosadas.
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Transporte de citrato radiactivo

Se crecieron los cultivos bacterianos en medio LBG o LBC hasta una DOggg de 0,6.
Se cosecharon las células por centrifugacion, se lavaron en solucion Kpi 50 mM, pH 5,8.
Se resuspendieron los cultivos hasta una DO/ml de 10 y se almacenaron en hielo hasta
su utilizacién. Los ensayos de transporte se ralizaron por periodos de 10 minutos con
688 pM [1, 5-14C] citrato (109 mCi/mmol) a 30 °C. Luego, a una dilucién de las células
de DOggo de 3 se le adiciond [14C] citrato y se realizaron las mediciones como se

describe en (Blancato et al., 2006).

Consumo de citrato por medidas de fluorescencia

Los valores de pH intracelular fueron obtenidos utilizando la sonda 2',7'-bis-
(2-carboxietill)-5-(y-6)-carboxifluoresceina (BCECF). Al disminuir la acidez, la sonda
cambia su estado y produce un incremento de la intensidad de fluorescencia emitida a
525 nm.

Se prepararon RC de las cepas en estudio crecidas en las condicione establecidas
para cada experimento. Luego, se procedié a cargar las células con la sonda
fluorescente. Para ello, se afiadié 1 ul de solucion de BCECF 10 mM a la suspension de
células lavadas y resuspendidas en 1 ml de Kpi con 2.5 pl de HCI 0,5 N. Se incubaron 5
minutos a temperatura ambiente, luego de los cuales se agregd 1 ml de Kpi. Finalmente
las células fueron lavadas dos veces y resuspendidas en 150 - 200 ul.

Para cada experimento, las células cargadas con BCECF fueron suspendidas en 3
mL de buffer Kpi 50 mm con el pH ajustado al valor necesario para cada experimento. La
suspension se introdujo en una cubeta de cuarzo de 3 mL (1 cm de paso Optico)
equilibrada a 309 C. Las muestras fueron agitadas usando una barra de agitacion
magnética y la sefial de fluorescencia fue monitoreada cada 0,02 segundos en un
espectrofluorémetro (Perkin Elmer LS 55). Durante la medicion se adiciond citrato 15
mM o glucosa 30 mM. La longitud de onda de la excitacién fue de 503 nm. Los valores
de pH citoplasmaticos y externos fueron equilibrados al finalizar cada experimento
mediante el agregado de 1 mM valinomicina, 1 mM nigericina y 2% v/v Triton X-100. Las
curvas de calibracion fueron determinadas en Kpi 50 mM valores de pH entre 3.0 y

11.0. El pH fue ajustado con NaOH o HCl. Los valores de las curvas de calibracién fueron
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procesados mediante un ajuste no linear de 4 parametros. Dichos pardmetros se
obtienen de acuerdo a la siguiente expresion:

f(x)={(a-d)/[1+(x/c)b]}+d

Donde a y d son los valores asintéticos maximos y minimos (los valores de
fluorescencia maximo y minimo), ¢ el punto de inflexién (pKa de BCECF) y b la
pendiente. Los valores de pH para las curvas de intensidad de fluorescencia en funcién
del tiempo se ajustaron para cada curva a partir de la siguiente expresion:

pH = pKagcecr + 108 (If/Ifmax — fmin/Ifmax) — 10g (1 - If/Ifax)

Donde pKagcecr, [fmin € [fmax corresponden a los valores obtenidos para las curvas
de titulacion para BCECF mientras que If es la variable que fue medida en funcién del

tiempo.

Cuantificacion de la formacion de biofilm

El biofilm formado por células de Enterococcus fue cuantificado de la siguiente
manera. Se realizaron cultivos en medio LBG o LBC en placas de poliestireno de 96
pocillos (Cellstar). Los mismos se incubaron a 372 C durante 48 h y se realizd una
medicion de la Aggo final con el lector de microplacas PowerWave XS (Biotek). Las
bacterias no adheridas se removieron lavando los pocillos con agua. Las células
adheridas se fijaron a 602 C durante 20 min. y se tifieron con 100 ul de cristal violeta
(0,3 % p/v en metanol-agua 30,0 % v/v) durante 15 min. Luego, los pocillos se lavaron
extensivamente con agua para remover el exceso de colorante. Finalmente, el colorante
unido a las bacterias fue liberado por adicién de etanol-acetona (80:20) y se
determinaron los valores de absorbancia a 550 nm. El calculo del cociente Asso/Asso
permitid cuantificar los niveles de biofilm producidos por cada cepa. Los datos se
expresan como el valor medio de este cociente y su desviacidon estandar, a partir de un

experimento realizado por quintuplicado.

Pruebas de susceptibilidad a antibidticos

Las resistencias a antibidticos fueron ensayadas con el método de difusién por
disco. El servicio fue provisto por el Centro de Investigaciones en Bioquimica Clinica e
Inmunologia (CIBICI) CONICET y el Departamento de Bioguimica Clinica de la Facultad

de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cordoba. También se realizaron
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ensayos automatizados utilizando el analizador Vitek®2 en colaboracién con Eduardo
Gregorini del Laboratorio de Microbiologia del Hospital Escuela Eva Perdn (FBioyF —
UNR). Todos los ensayos y las concentraciones inhibitorias minimas fueron de acuerdo a

las recomendaciones del CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute; CLSI, 2016).

Estimacién del consumo de citrato por células en reposo por cromatografia en

fase liguida de alto rendimiento (HPLC)

Se preparon RC de las células a estudiar a pH 5,8 y se incubaron a 37 °C durante
1 hora sin agitacién. El ensayo se realizd en un volumen total de 1,5 ml. A tiempo cero
se adicion6 o no citrato a una concentracion de 15 mM. Se tomaron alicuotas de este
tiempo que fueron inmediatamente centrifugadas durante 1 min a velocidad maxima
en una centrifuga de mesa. El sobrenadante se almacend en hielo hasta su posterior
analisis. Del mismo modo se tomaron y trataron a muestras para tiempo final (t= 2 h).
Una alicuota de 10 pl del sobrenadante se cargd en una columna Aminex HPX-87H de
intercambio anidnico (Bio-Rad Laboratories, Inc., Richmond, CA) operando a 30 °C en
modo isocratico utilizando H,SO4 5 mM como fase maévil y una velocidad de flujo de 0,8
ml/min. Los picos se identificaron por medio de la utilizaciéon de patrones calibracién

construidas por inyeccion de estandares.

Determinacion de consumo de azucares

El patrén fermentativo de azucares fue determinado con el equipo comercial API

50 CH kit (bioMérieux, Francia), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Recuento de UFC en sangre y orina

Se inocularon 400 pl de LBG a DO inicial de 0.1 con las cepas en estudio. Se
incubaron a 379C por una hora. Luego se centrifugaron a maxima velocidad por un
minuto, se eliminaron los sobrenadantes y se resuspendid el pellet en 400ul de sangre
de rata desfibrinada u orina humana. Se tomaron alicuotas a tiempo Oh, 2h, 4h, 6h vy
24h, y se plaquearon diluciones, para su posterior recuento. Se realizaron dos replicas

por cepay se plaquearon las alicuotas por triplicado.
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Lisis de glébulos rojos

Para la visualizacién de las células fluorescentes de E. faecalis en sangre de rata
se procedio a lisar los globulos rojos previamente a la toma de la muestra de acuerdo al
siguiente protocolo (McCoy, 2001). Brevemente, se diluyeron 40 pl de sangre en 560 Ll
de buffer de lisis (155mM de NH4Cl, 10 mM de KHCOs, 0,1 mM de EDTA, pH 7.4), se
incubaron a temperatura ambiente 5 minutos, se centrifugaron a 300 g 5 minutos a

temperatura ambiente, para finalmente resuspender el precipitado en 40 ul de PBS.

Ensayos en Galleria mellonella

Inoculaciones y ensayos de supervivencia

Los ensayos de supervivencia de G. mellonella se realizaron usando 16 larvas por
grupo. Estas fueron seleccionadas por su peso, variable entre 0,18 y 0,35 g, e incubadas
toda una noche a 30°C sin alimento. Cada grupo fue inoculado con suspensiones
bacterianas realizadas en solucién tampdn PBS 1x de las cepas en estudio a los valores
de UFC/ larva mencionados en el texto. Los indculos se prepararon a una concentracion
fija, determinada por recuento en placa, en buffer PBS 1X y glicerol 10%, congelados y
luego diluidos para obtener la concentracidon necesaria a inocular. El sitio de inoculacion
elegido fue la Ultima propata izquierda.

Para las curvas de supervivencia, el estado de las larvas fue controlado cada 2 a
4 hs. Luego de 72 horas, se construyeron las curvas de Kaplan-Meier utlizando el
software SigmaPlot 12 y aplicando los test de LogRank (Rich et al., 2010) y Holm-Sidak,

en el caso de ser necesarias comparaciones multiple. El valor de P se fijo en 0.05.

Recuentos de UFC in vivo

Se inocularon grupos de 45 larvas por cepa a estudiar. Se inyectd un total de
9x10° UFC/larva. A 0, 24 y 48 horas post-inoculacion se extrajo hemolinfa de 5
individuos y se realizaron pools diluyendo al medio en buffer IPS frio. Se adicionaron 3
ul de Triton X-100 0.2% en PBS estéril cada 20ul de pool. Se mezcld con vortex a
velocidad media por 5 segundos y se incubd a temperatura ambiente 15 segundos. A

continuacion, la hemolinfa se diluyé en PBS y se plaqued en LBG 0.5% para el recuento
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el dia posterior. El tiempo Oh de extraccion corresponde a 30 min post-inoculacién. El
experimento se realizé por duplicado, con tres replicas técnicas por tiempo.

Extraccion de hemolinfa y hemocitos

Se separaron las larvas necesarias para cada experimento y se colocaron dentro
de tubos plasticos de 1,5 ml en hielo. Al cabo de 15 minutos, la pérdida de movilidad de
los individuos comienza a evidenciarse. Sobre una placa de Petri nueva, se coloca una
larva limpia (frotada en etanol 70%) y se realiza un corte sobre una propata con una
hoja de bisturi esterilizada. En el caso de larvas que hayan sido inoculadas previamente,
el corte se realizd sobre el sitio de inyecciéon. En el caso de larvas que no fueron
inoculadas, se realizé el corte sobre la primera propata izquierda, para evitar la
disrupcién del intestino.

Para la extraccion de hemocitos, se realizaron pools de 100 pl de hemolinfa,
extrayendo 20 pl por individuo; se diluyeron 1/100 en bufer IPS frio. Se centrifugaron a
700g y lavaron dos veces con IPS, para finalmente resuspender las células en buffer PBS

1X con glucosa 5mM, MgCl, 1 mM y CaCl, 0,5mM.

Microscopia de fluorescencia con hemolinfa

A las larvas inoculadas con la cepa de interés se les realizé una extraccién de
hemocitos como se detalld en el parrafo anterior. Estos ultimos, se fijaron con
formaldehido y se observaron en microscopio de fluorescencia (Nikon E600) con un
aumento de 60x, las imagenes se adquirieron con la cdmara adaptada Nikon DXM1200
y el programa ACT-1. Las fotos fueron coloreadas y superpuestas por medio del

programa Fiji (Schindelin et al., 2012).

Analisis estadisticos

A excepcion de lo descripto para las curvas de supervivencia previamente, los
anadlisis estadisticos llevados a cabo en esta tesis son de tipo unifactorial o bifactorial de
la variancia (segun los datos comparados), aplicando el test de Bonferroni para las
comparaciones multiples, y fijando el valor de P en 0,05. Se utilizé en todos los casos el

software SigmaPlot 12.
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Métodos bioinformaticos

Obtencidn, ensamblado y anotacién de datos genédmicos

Los genomas de las cepas aisladas de quesos fueron secuenciados utilizando la
tecnologia lllumina. En nuestro caso se realizd el ensamblado de novo de las lecturas
obtenidas utilizando el software de ensamblado de secuencia SeqMan Ngen de la
compafila DNASTAR. Posteriormente fueron depositados en Rast y cargados en las
bases de datos online a través de NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Como metodologia de depuracion de redundancia de los contigos resultantes se
realizé el alineamiento entre ellos (todos contra todos) con la aplicacién blastn vy
aquellos contigos que poseyeran menos de 1.000 pb y con una similitud superior al 99%
con secuencias ya contenidas en un céntigo de mayor tamafio fueron eliminados
(Repizo et al., 2014).

El programa en su versién 2.3.1 se ejecuté de manera local invocandolo a través
de linea de comandos en una terminal de Linux. La sintaxis utilizada fue la siguiente:

> makeblastdb -in archivo.fasta -dbtype nucl

>blastn -evalue 1e-10 -ungapped -query archivo.fasta -db archivo.fasta -outfmt
"7 gacc sacc %identity alignment length gstart gend sstart send" -out listado.txt

Todos los genomas utilizados se encuentran disponibles en la base de datos
GenBank (Benson et al., 2013), RefSeq (Tatusova et al., 2014) o disponibles a travas del
sitio web EZBioCloud (www.ezbiocloud.net). La anotacién de los genoma se llevd a cabo

con RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology; (Overbeek et al., 2014).

Analisis filogenédmicos

La historia evolutiva de las cepas fue construida usando Gegenees (Agren et al.,
2012) o por medio de un a Multi Locus Sequence Analysis (MLSA) como se describe
previamente en Espariz y colaboradores (2016). Para ello, se seleccionaron los genomas
de las cuatro cepas en estudio (GM70, GM75, 1Q23 e 1Q110) asi como los de 33
enterococos mas. El analisis por medio de Gegenees se llevd a cabo usando una
comparacién fragmentada todos versus todos, con un fragmento de tamafio de 200 pb
y un paso de 100 pb. Los datos resultantes se analizaron con el software Splitstree

(Huson y Bryant, 2006) . El MLSA se realizé con 33 genes core definidos por el mayor hit
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bidireccional en busquedas de BLAST con un valor de e de 1x107° Estos fueron
individualmente alineados con clustalW, concatenados con el script de Perl
catfasta2phyml.pl y limpiados usando Gblock 0.91b (Castresana, 2000). El arbol con el
mejor modelo de sustitucién y con mayor log(likelihood) fue seleccionado y construido
con Mega5 (Tamura et al.,, 2011). La fiabilidad del arbol inferido se probd con un
boostrap de 1000.

Los valores de ANI se calcularon seglin Repizo y colaboradores (2014), utilizando
el software JSpecies con el algoritmo de BLAST (Richter y Rossello-Mora, 2009). Las
estimaciones de los valores de porcentajes de hibridacion DNA-DNA in silico (isDDH) se
hicieron con el servidor web Genome Blast Distance Phylogeny (GBDP) 2.0
(http://ggdc.dsmz.de/distcalc2.php) y se utilizé la férmula de secuencia completa

descripta en Meier-Kolthoff y colaboradores (2013).

Secuencias de insercidn (IS), profagos, CRISPRs e islas gendmicas (GEls)

Se buscaron las IS presentes en los genomas por medio de la herramienta de
busqueda de la plataforma ISfinder (Siguier et al., 2006) y la base de datos disponible en
http://www-is.biotoul.fr. IS con valores de e de 0.0 o menores fueron seleccionadas y
manualmente localizadas en los genomas por medio de busquedas con Blast a través de
Rast. Los profagos putativos se buscaron con la aplicacién Phaster (Arndt et al., 2016).
Las islas gendmicas fueron predichas con Island Viewer 3 (Dhillon et al.,, 2015). La
secuencias CRISPR vy los genes codificantes de proteinas Cas fueron explorados con la

herramienta CRISPRFinder (Grissa et al., 2007) y con RAST.

Resistencias antibidticas, factores de virulencia y funciones metabdlicas

Se Utilizaron las herramientas ResFinder (Kleinheinz et al., 2014), CARD (Jia et
al., 2017) y RAST para la identificacion de genes de resistencia antibidticas.

Las herramientas Virulence finder (Kleinheinz et al.,, 2014) y Pathogen Finder
(Cosentino et al.,, 2013) se usaron para predecir factores de virulencia comunes en
bacterias Gram-positivas y patogenia, respectivamente.

Los genes responsables de metabolismos especificos o con funciones relevantes

para los temas en estudio se localizaron utilizando Rast y Blast de manera manual.
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Los grupos ST fueron calculados utilizando herramienta MLST 1.8 (Larsen et al.,

2012)
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Resultados capitulo |

Activacion del metabolismo de citrato en Enterococcus
faecalis durante la infeccion en Galleria mellonella
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En nuestro laboratorio se han estudiado extensamente los mecanismos
moleculares regulatorios que controlan la expresién de los genes involucrados en la
fermentacion de citrato y la produccion de diacetilo en Enterococcus faecalis (Blancato
et al., 2008, 2016, Repizo et al., 2011, 2013; Suarez et al., 2011a).

Aungue muchas de las cepas de E. faecalis son reconocidas como patégenas
oportunistas, la relacion entre esta ruta metabdlica y la virulencia de las cepas no fue
estudiada previamente en profundidad.

Para iniciar este trabajo de tesis, nos planteamos investigar la relacidn existente
entre la capacidad de la cepa E. faecalis JH2-2 de utilizar citrato y el proceso infectivo
llevado a cabo por la cepa, utilizando el modelo animal alternativo Galleria mellonella.

La cepa elegida constituye un modelo experimental de laboratorio,
originalmente aislada de clinica (Jacob y Hobbs, 1974), y en estudios preliminares ha
demostrado provocar la muerte de G. mellonella (Repizo et al., 2014). Al mismo tiempo,

E. faecalis JH2-2 nos permite su modificacién genética.

Andlisis de la expresion de los genes cit utilizando técnicas fluorescentes

Para comenzar, amplificamos la regién intergénica citH-oadH, del grupo de
genes involucrado en el transporte y la degradacion de citrato de la cepa E. faecalis JH2-
2. Esta region dirige la expresion de los dos operones divergentes que contienen los
genes cit (Blancato et al.,, 2008). Por un lado, permite la expresién de regulador
transcripcional CitO y del transportador de citrato, mientras que por otro, de todas las
enzimas necesarias para la fermentacion de citrato.

La regidn citH-oadH fue clonada en el vector reportero fluorescente pTLGR
(Garcia-Cayuela et al, 2012), generando la construccion pTLGR-Pcit (Fig. 13).
Brevemente, este plasmido posee los genes codificantes de las proteinas fluorescentes
GFP (del inglés “green fluorescent protein”; excitacion a 488 nm y emisién a 511 nm;
fluoresce en color verde) y Cherry (excitacion a 587 nm y emisién a 612 nm; fluoresce
en color rojo) y entre ellos el sitio de multiple clonado, lo que permite incorporar
regiones regulatorias para que dirijan la expresion de uno o ambos genes reporteros. En

nuestro caso, la construccion nos permitié observar de manera indirecta la expresion
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del operdn citHO a través de la fluorescencia de Cherry por medio del promotor PcitHO

y la del operdon oadH-citG a través de GFP por medio del promotor PcitCL (Fig. 13).

PcitHO PcitCL
ﬁ [—P
citO citH oadHD oadB citC citD citE citF citX oadA citM citG
1 ]
R
1
Region
citH-oadH
\ /
\V/ PcitHO  PcitCL

Fig. 13. Construccién del plasmido pTLGR-Pcit. Se muestra el grupo de genes cit, se indican los dos
promotores presentes en la region intergénica citH-oadH y la construccion terminada, con GFP bajo la
regulacidn del promotor PcitCL y Cherry de PcitHO.

A continuacion, el plasmido vacio pTLGR y el pTLGR-Pcit fueron electroporados
en la cepa E. faecalis JH2-2, obteniéndose las cepas JH-pTLGR-Pcit y JH-pTLGR,
respectivamente. Para confirmar la expresion de los genes reporteros a partir de los
promotores clonados crecimos las cepas en medio LB y LB suplementado con citrato
2mM (LBC) y utilizamos microscopia de fluorescencia para observar las células.

Como se puede ver en la Fig. 14, luego de 16 horas de incubacién a 37°C, en
ausencia de citrato solo se obtiene una fluorescencia tenue que podria deberse a
niveles de expresion basal de los promotores (Blancato et al, 2008). Sin embargo,
cuando los enterococos son crecidos en medio LBC, la gran mayoria de las células
muestran fluorescencia tanto de Cherry como de GFP.

Es importante destacar que, en la cepa JH2-2, la expresion de los operones
cromosémicos oadH-citG y citHO dependen del activador CitO, codificado en el operdn
citHO. El plasmido reportero fue introducido en la cepa JH2-2 que porta en si misma los
genes cit. Por lo tanto, la expresidn observada de Cherry y GFP es consecuencia de la

induccién del sistema cromosémico, por la presencia de citrato en el medio.
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Estos resultados indican que la construccidn realizada permite el analisis de la
induccion de los promotores PcitHO y PcitCL. La fluorescencia de ambas proteinas,
expresadas por medio de las regiones promotoras introducidas en el vector, es
detectada en presencia de citrato, que es el compuesto inductor de dichos operones
(Blancato et al., 2016, 2008; Fig. 14).

Por otro lado, la cepa transformada con el plasmido vacio no mostré sefiales de

fluorescencia (no mostrado).
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Fig. 14. Induccidn de los genes reporteros por medio de los promotores cit. Fluorescencia detectada luego
de 16 horas de crecimiento de la cepa E. faecalis JH-pTLGR-PCit en medio LB y LB suplementado con
citrato 2mM (LBC). A) Microscopia optica; B) microscopia de fluorescencia en verde (GFP); C) microscopia
de fluorescencia en rojo (Cherry); D) superposicion de A, By C. Aumento 60x.

Expresion de los genes cit durante el proceso de infeccién en G. mellonella

A continuacion, analizamos la expresién de los genes cit durante el proceso de
infeccién llevado a cabo por la cepa E. faecalis JH2-2 en el insecto modelo G. mellonella.
Para ello, preparamos suspensiones bacterianas en solucion PBS 1X vy glicerol
10%. Estas suspensiones fueron congeladas y el nimero de UFC/ml de las mismas fue
determinado por recuento en placa. Realizamos inoculaciones con diluciones de dicha
suspension a grupos de 16 larvas por condicion experimental, a través de inyecciones

directas a hemolinfa de cada individuo.
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Inicialmente, inoculamos la cepa JH-pTLGR-Pcit, de modo tal que se inyectaran
9x10° UFC a cada larva. Luego, extrajimos la hemolinfa de las mismas, tal como se
describe en materiales y métodos, a diferentes tiempos post inoculacion. Por medio de

microscopia detectamos la fluorescencia en cada extracto.

0h

6 h

24 h

48 h

Fig. 15. Induccién de los genes reporteros en la hemolinfa de G. mellonella. Se inoculd la cepa JH-pTLGR-Pcit
a 9x10° UFC/larva. Luego de 0, 6, 24 y 48 horas se extrajeron muestras de hemolinfa de los individuos
infectados y se detecto fluorescencia por microscopia. A) Microscopia dptica; B) microscopia de
fluorescencia en verde (GFP); C) microscopia de fluorescencia en rojo (Cherry); D) superposicion de A, B y
C. Aumento 60x.

Luego de 24 horas, pudimos observar fluorescencia de los genes reporteros,
tanto en las bacterias libres en la hemolinfa como en las asociadas a los hemocitos (Fig.
15). Durante este periodo de tiempo, evidenciamos el aumento en la melanizacién de
las larvas infectadas (sintoma de lisis celular e infeccion activa, (Lackie, 1988) y el
deterioro general en el estado de salud de los individuos (pérdida de motilidad y de

fluidos).

63



Resultados y discusién — Capitulo |

Estos resultados subrayan la importancia de la eleccion de G. mellonella como
modelo para estos estudios. Dado que los promotores de los genes cit se encienden en
la hemolinfa del insecto, induciendo la expresién de los reporteros, se deduce que los
genes cit también se expresarian en este animal. Asimismo, los resultados indicarian
acerca de la presencia de citrato en la hemolinfa de este insecto (Wyatt, 1961).

Ademas, las inoculaciones con la cepa JH2-2 afectan significativamente el estado
fisiolégico general de los individuos. El deterioro progresivo provocado conduce a la
muerte de gran parte de los individuos inyectados. Por lo tanto, G. mellonella, nos
permite realizar un analisis aproximativo a la relacién entre la activacion de los genes cit

y el progreso de la infeccion.

Importancia de la fermentacién de citrato en la virulencia de E. faecalis JH2-2 en G.

mellonella

Considerando los resultados anteriores, comparamos los efectos de las
inoculaciones con la cepa E. faecalis JH2-2 con los de cepas mutantes en los genes del
metabolismo de citrato (construidas previamente en el laboratorio a partir de la cepa
JH2-2), utilizando G. mellonella en ensayos de supervivencia. Luego, los resultados
fueron analizados por medio de curvas de Kaplan-Meier, segin se detalla en la
introduccién de esta tesis (K-M; Kaplan y Meier, 1958).

Brevemente, los ensayos de supervivencia implican el monitoreo de cada
individuo inoculado por 72 horas luego de realizar la inoculacién. Dicho seguimiento
contempla el registro de las horas a las que se producen las muertes, para luego, con
esos datos, construir curvas que seran comparadas estadisticamente entre si (ver
detalle en Introduccién).

La Fig. 16 muestra los resultados de estos ensayos luego de realizar
inoculaciones de 4x10” y 6x10” UFC/larva con la cepa E. faecalis JH2-2. La primer larva
muerta, en cada caso, la encontramos a las 20 y 24 primeras horas, respectivamente.
Luego de 48 de infeccidn, la supervivencia se redujo considerablemente a un 40% y un
10% para el inéculo de menor y el de mayor concentracion, respectivamente (Fig. 16).

Utilizamos como control la cepa inocua L. lactis 1L1403 a 4x10’ UFC/larva. La

curva obtenida para esta cepa difiere significativamente de la obtenida para el mismo
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valor de UFC inoculado de E. faecalis JH2-2 (P<0,05). Como se observa en la Fig. 16, para
esta cepa, y al cabo de 72 horas, se obtiene una supervivencia elevada del 90%.

Al mismo tiempo, se inoculd un grupo de larvas con la solucién de PBS libre de
bacterias, lo cual no produjo ninguna muerte (no mostrado).

A continuacion, realizamos inoculaciones con la cepa E. faecalis JHCit". Esta cepa
posee una insercién que interrumpe el gen oadD, y por ende impide la correcta
expresion del operén oadH-citG. Como consecuencia, la cepa JHCit es incapaz de crecer
utilizando citrato como fuente de carbono de manera satisfactoria. Evaluamos la
virulencia de esta cepa inoculandola a las mismas concentraciones que la cepa JH2-2
(WT) (Fig. 16).

A pesar de los bajos niveles de supervivencia obtenidos con la cepa JH2-2, la
cepa JHCit inyectada a 4x10” UFC/larva fue incapaz de producir muertes en las 72 horas
de duracion del ensayo. Aun realizando inoculaciones con 6x10" UFC/larva, dicha cepa
resultd significativamente menos virulenta (p<0,001) que la cepa WT en G. mellonella,

demostrando un fenotipo similar al de la cepa L. lactis 1L1403.
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Fig. 16. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para las cepas JH2-2 y JHCit. Se inocularon larvas de G.
mellonella con E. faecalis JH2-2 a 4 x10” (azul) y 6x10’ (rojo) UFC/larva y E. faecalis JHCit a 4x10’ (verde)
6x10" (amarillo) UFC/larva. Se utilizé la cepa L. lactis IL1403 a 4x10’ (violeta) UFC/larva como control.
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En base a los resultados obtenidos decidimos continuar estudiando diferentes

mutantes en el metabolismo de citrato.
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Nos enfocamos en los genes oad, que conforman una bomba de Na®

responsable de la descarboxilacién del oxaloacetato (primer paso en la ruta catabdlica
de citrato). Estas bombas de Na' asociadas al metabolismo de citrato, han sido
descriptas previamente en cepas patogénicas de K. pneumoniae y Vibrio cholerae
(Dimroth y Thomer, 1993; Dimroth et al., 2001; Inoue vy Li, 2015).

Las eliminaciones de los genes oadA y oadB de la cepa JH2-2 (Repizo et al,
2013), genes que codifican a las subunidades oy B de la enzima OAD respectivamente,
generan nuevas cepas defectuosas en el uso de citrato. Asi, la cepa JH2-2-OadA
(carente del gen oadA, subunidad citosdlica) es solo capaz de degradar citrato hasta
oxaloacetato, y por consiguiente no muestra una capacidad de crecimiento diferente en
presencia de citrato. En contraposicion, la cepa JH2-2-OadB’ (carente de la subunidad
de membrana) puede convertir citrato hasta piruvato gracias a la accion del complejo
citosélico OadAHD (Repizo et al., 2013). A diferencia de lo que sucede con la mutante
en el gen oadA, esta cepa en medio LB suplementado con citrato es capaz de alcanzar
los mismos valores de DOggo que la cepa parental, pero presenta una fase de latencia
mayor (Repizo et al., 2013).

De este modo, realizamos inoculaciones con ambas mutantes y controlamos la
supervivencia de las larvas de G. mellonella para analizar el aporte del complejo OAD en
la virulencia de E. faecalis y complementar los resultados previos.

Considerando que la mortalidad larval se ve influenciada por la concentracion
del inéculo, inyectamos diferentes valores de UFC/larva y determinamos las posibles
diferencias.

Evaluamos la virulencia de la mutante JH2-2-OadB™ en un rango de
concentraciones que oscila entre 1x10” y 5x10’ UFC/larva (Fig. 17), y comparamos
estadisticamente las curvas obtenidas con las equivalentes de la cepa WT a las mismas
concentraciones. La cepa JH2-2-OadB  resulté menos virulenta que la WT cuando se la
inoculd con valores de UFC de 1x10’ vy 3x10” (P<0.006), permitiendo més del 68% de
supervivencia (vs menos de 44% para la WT) para el menor de los indculos. Aunque
para el inéculo de 3x10’ UFC/larva los resultados no son tan evidentes, el andlisis
estadistico de K-M permite establecer que la curva de la mutante JH2-2-OadB™ es
significativamente diferente y, de acuerdo a los datos, menor que la curva para la cepa

WT a la misma concentracion (P=0.001).
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Por el contrario, a 5,8x10° UFC/larva, la cepa JH2-2-OadB™ no se comporta

diferente de la cepa E. faecalis JH2-2 a 5,3x10” UFC/larva (Fig. 17) (P>0,05).
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Fig. 17. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para la mutante JH2-2-OadB'". Se inocularon larvas de G.
mellonella con E. faecalis JH2-2 (curvas rojas) y con la mutante en el gen oadB, E. faecalis JH2-2-OadB-
(curvas celestes) a 1 x10” (panel A), 3x10” (panel B) y 5x10” UFC/larva (panel C).

Como se puede ver en la Fig. 18, la mutante JH2-2-OadA  también provoca
menores tasas de muerte que la cepa WT cuando se la inocula en el rango de 1x10” a
3x10” UFC/larva (P<0.001). Con esta se obtiene un 87.5% de supervivencia para la
menor concentraciéon inoculada. Nuevamente, a valores altos de UFC/larva no pudimos
encontrar diferencias con los efectos de la cepa WT (P =0.11).

Los resultados presentados reflejan una diferencia en los porcentajes de
supervivencia obtenidos para las cepas mutantes en los genes oad (0% para la mutante
OadB y 5% para la OadA™ a 3x10” UFC/larva luego de 72h) y la cepa JHCit” (100% a 4x10’
UFC/larva y 72h). Esto podria deberse a las distintas capacidades para metabolizar el
citrato en cada caso, las cuales jugarian un papel fundamental al momento de
desarrollar la infeccidon. Pese a ello, los datos obtenidos hasta el momento sugieren que
la infeccion desarrollada en G. mellonella luego de la inyeccidon con las células de E.

faecalis JH2-2 se beneficia de un metabolismo de citrato activo en la bacteria.

67



Resultados y discusién — Capitulo |

A B C
1.0 _I_ 1.0
o8 OadA v
!
g
@«
% 0.6 6
(]
o
@
04
JH22 o
0z
° OadA’ OadA’
JH2-2
0.0 0.0
D 0 4 0 an 0 2 40 £0 0 20 0 6
Tiempao (h) Tiempe (h) Tiempo (h)

Fig. 18. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para la mutante JH2-2-OadA’. Se inocularon larvas de G.
mellonella con E. faecalis JH2-2 (curvas rojas) y con la mutante en el gen oadA, E. faecalis JH2-2-OadA
(curvas verdes), a 1 x10” (panel A), 3x107 (panel B) y 5x10" UFC/larva (panel C).

Induccién del metabolismo de citrato de E. faecalis JH2-2 en fluidos de animales

mamiferos

A continuacién, considerando que los enterococos son causantes comunes de
bacteriemia e infecciones del tracto urinario, y que el citrato (el inductor de los genes
cit) se encuentra presente en sangre y orina (David F. Putnam, 1971; Walser, 1961),
quisimos comprobar si los genes del catabolismo de citrato se expresaban en tales
fluidos. Para ello, detectamos la fluorescencia de las células de JH-pTLGR-Pcit crecidas
en sangre desfibrinada y orina.

Durante los crecimientos en sangre, se determind la actividad de los promotores
por fluorescencia de los genes reporteros a cuatro tiempos diferentes, a las 0, 2, 4 y 24
horas. En la Fig. 19, se muestran las imagenes capturadas. A tiempo Oh no se evidencia
fluorescencia de las células. Luego de dos horas de incubacion en sangre, fuimos
capaces de detectar la fluorescencia tanto de la proteina GFP como de la proteina
Cherry. Es decir, que no solo se verifica la expresién de los genes cit en sangre, sino que
ambos promotores comienzan a inducir la expresién de los reporteros en las primeras
horas de crecimiento. Para el caso de la cepa control JH-pTLGR no detectamos en

ningln momento actividad de los promotores.
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Fig. 19. Induccién de los genes reporteros en sangre. Se crecio la cepa JH-pTLGR-Pcit por 24 horas en
sangre de rata desfibrinada. Se muestran las imdgenes capturadas de muestras obtenidas a O, 2, 4 y 24
horas de incubacion a 37°C, correspondientes al campo claro (A) la fluorescencia de GFP (B) y Cherry (C) y
a la superposicion de las anteriores (D). Aumento 60x.
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Del mismo modo, cuando se incubd en orina a la cepa E. faecalis JH-pTLGR-Pcit
por el mismo periodo de tiempo, luego de dos horas pudimos evidenciar la induccién

del promotor Pcit cuya sefial fue aumentando en el tiempo ensayado (Fig. 20).
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Fig. 20. Induccion de los genes reporteros en orina. Se crecid la cepa JH-pTLGR-Pcit por 24 horas en orina
humana. Se muestra las imdgenes capturadas de muestras obtenidas a O, 2, 4 y 24 horas de incubacién a
37°C, correspondientes al campo claro (A) la fluorescencia de GFP (B) y Cherry (C) y a la superposicion de
las anteriores (D). Aumento 60x.

El metabolismo de citrato favorece la supervivencia de E. faecalis en hemolinfa,

sangrey orina

Para verificar si la presencia de un metabolismo de citrato activo influencia el
crecimiento de los enterococos durante la infecciéon de G. mellonella, realizamos
recuentos de bacterias en la hemolinfa luego de las inoculaciones. Para ello, inoculamos

grupos de larvas con la cepa E. faecalis JH2-2 y las diferentes mutantes en el
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metabolismo de citrato derivadas. Luego, a distintos tiempos extrajimos la hemolinfa de
una muestra de individuos, formamos una mezcla de éstas y la diluimos para realizar el
recuento de UFC/ml de hemolinfa en placa.

Realizamos analisis estadisticos comparativos de los valores de UFC/ml
calculados a los tiempos 0, 24 y 48 h post inoculacién. Pudimos confirmar que luego de
24h de infeccion, la cepa JH2-2 es capaz de alcanzar valores de UFC mayores que las
cepas mutantes JH2-2-Cit’, JH2-2-OadA™ y JH2-2-OadB" (Fig. 21, p<0.01 para todas las
comparaciones WT vs mutante). A su vez, a 24 y 48 h no encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre el recuento total de bacterias de las cepas

mutantes (P>0.4 para todas las comparaciones) (Fig. 21).
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Fig. 21. Recuento de UFC en la hemolinfa de larvas infectadas con la cepa WT y mutantes en el metabolismo
de citrato. Se representan el total de UFC/ml de hemolinfa extraida a tiempo O, 24 'y 48 horas, para larvas
inoculadas con 9x10° UFC de las cepas JH2-2 (barras rojas), JHCit (barras verdes), JH2-2-OadB™ (barras
anaranjadas) y JH2-2-OadA™ (barras azules).

Estos resultados indican que las cepas mutantes son incapaces de alcanzar la
carga bacteriana final que la cepa WT consigue. Para esclarecer el rol del metabolismo
de citrato en el proceso infectivo, realizamos cultivos de las cepas en estudio en
extractos totales de hemolinfa y en hemolinfa libre de células. Realizamos recuentos de
bacterias viables luego de varios tiempos de incubacién pero no encontramos
diferencias significativas en el crecimiento de las cepas mutantes y la WT en las dos
condiciones. Es decir, no pudimos establecer que la cepa WT creciera mejor en
hemolinfa libre de células debido la presencia de citrato en este medio, ni tampoco en
presencia de hemocitos en comparaciéon con las mutantes. Adicionalmente,

comparamos el crecimiento de E. faecalis JH2-2 y las diferentes mutantes en sangre y
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orina (Fig. 22 A y B). En sangre desfibrinada, no encontramos diferencias significativas
en los crecimientos hasta 6 h (P=1). No obstante, luego de 24 horas, la cepa WT alcanza
una densidad celular mayor que las cepas mutantes (P<0.05; Fig. 22 A). En orina,
nuevamente encontramos diferencias significativas entre las mutantes y la cepa
parental (Fig. 22 B; P<0.05). Estos resultados (Fig. 22) indican que las cepas mutantes

son capaces de crecer menos efectivamente en sangre y orina respecto de la cepa WT
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Fig. 22. Recuento de UFC/ml de sangre (A) y orina (B). Se realizaron cultivos con la cepa WT (circulos
negros), la mutante JHCit (rombos blancos), JH2-2-OadB (cuadrados negros), JH2-2-OadA  (tridngulos
blancos).

Como consecuencia, los resultados presentados en las Fig. 21 y Fig. 22 sugieren
gue la presencia de un metabolismo de citrato activo en la cepa JH2-2 influye
positivamente en el proceso de infeccion y al mismo tiempo le permite a la cepa crecer
mejor en fluidos animales.
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Discusidn capitulo |

Enterococcus faecalis es un comensal natural de la microbiota gastrointestinal
tanto de animales de sangre caliente como de insectos. La habilidad intrinseca de esta
bacteria para resistir ambientes hostiles le permiten persistir en hospitales y competir
con las defensas dentro de los hospedador que infecta (Riboulet et al., 2007).

Sin embargo, las cepas de E. faecalis también estdn asociadas a la produccion
alimenticia e incluso existen algunas con propiedades probidticas (Foulquié Moreno et
al., 2006; Giraffa, 2003; Nueno-Palop y Narbad, 2011; Ogier y Serror, 2008). De este
modo, es comun encontrar a miembros de esta especie en diversos tipos de alimentos
fermentados, sean comerciales o tradicionales, lo cual los convierte en parte de la dieta
humana a lo largo del mundo.

En este contexto, la fermentacidn de citrato es una propiedad deseada en las
BAL, dado que contribuye al desarrollo de aroma (Repizo et al., 2011, Zuljan et al.,
2016). De hecho en E. faecalis esta via metabdlica se encuentra ampliamente
distribuida entre sus cepas y su aporte a la generaciéon de compuestos de aroma ha sido
estudiada previamente (Blancato et al., 2008; Repizo et al., 2011, 2013).

En este capitulo demostramos que la presencia de los genes cit en la cepa E.
faecalis JH2-2 también contribuye favorablemente al proceso de infeccidén de la cepa en
el animal modelo G. mellonella, permitiéndole provocar una elevada mortalidad de
individuos.

De hecho, todas las cepas mutantes en los genes cit ensayadas presentaron una
capacidad reducida de infeccién. Cuando se utilizd la cepa mutante JHCit™ (generada por
interrupcion del operdn oadH-citG), cuya capacidad para metabolizar citrato se ve
anulada, observamos una reduccion en la mortalidad provocada en G. mellonella,
resultados comparables a los producidos por microorganismos inocuos.

En concordancia, las mutantes por eliminacion de los genes que codifican a las
subunidades enzimaticas OadA y OadB poseen una virulencia menor que la cepa WT.
Sin embargo no logran reducir la mortalidad a los mismos niveles que la cepa JHCit'.
Estas mutantes por delecidn, a diferencia de la primera, aun pueden convertir el citrato
hasta oxaloacetato, ya que la mutaciéon no afecta la induccion y expresion del

transportador ni de la enzima citrato liasa (Repizo et al., 2013). La mutante JH2-2-OadA
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serfa incapaz de la posterior conversién de este subproducto en piruvato ya que la
subunidad OadA es esencial para el correcto funcionamiento del complejo de
descarboxilacion soluble. La mutante en el gen oadB, conserva la descarboxilasa
citosodlica completa, lo cual podria permitir una conversion del oxaloacetato a piruvato,
pero a una velocidad menor (Repizo et al., 2013). De este modo, las diferencias
metabdlicas entre las mutantes planteadas, podrian explicar las diferencias observadas
respecto de la supervivencia provocada por cada una de ellas en G. mellonella.

Todos estos resultados sugieren que la utilizacion de citrato, presente en la
hemolinfa de G. mellonella, puede otorgarle a la cepa JH2-2 una ventaja en la
supervivencia en el interior de la larva.

Al mismo tiempo, la habilidad para infectar pacientes inmunocomprometidos ha
situado a E. faecalis como una causa comun de bacteriemia e infecciones del tracto
urinario (Agudelo Higuita y Huycke, 2014; Arias y Murray, 2012; Flores-Mireles et al.,
2015; Hidron et al., 2008). De hecho muchos de los genomas disponibles, pertenecen a
cepas provenientes de sangre u orina aislada de pacientes hospitalizados (Kropp et al.,
2014; Lee, 2013).

En este capitulo presentamos evidencia no solo de la activacién de los
promotores del grupo de genes cit de E. faecalis JH2-2 en la hemolinfa de G. mellonella,
sino también en sangre y orina. La presencia de citrato en estos medios fue descripta
previamente (David F. Putnam, 1971; Walser, 1961; Wyatt, 1961). Lo anterior sefialaria
gue la cepa JH2-2 podria utilizar citrato durante los procesos infectivos, de modo tal
gue la presencia de esta via metabdlica contribuiria a la supervivencia en diferentes
fluidos animales.

Vebg y colaboradores (2009) han propuesto que la habilidad de E. faecalis V583
para infectar sus hospedadores depende de una interaccion organizada entre los
mecanismos regulatorios de ciertos factores de virulencia y de determinantes
genéticos, los cuales definen la adaptacion de la fisiologia bacteriana durante los
procesos de infeccién. Los datos transcriptomicos obtenidos en estudios de
crecimientos de E. faecalis en sangre y orina, reflejan la necesidad de la bacteria de
ajustar su fisiologia con el propdsito de adaptarse a los cambios en las condiciones
nutricionales (Vebg et al., 2009, 2010). De hecho, en estos fluidos (sangre y orina),

encontraron que los sistemas ABC de transporte de azUcares, hierro, manganeso y
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oligopéptidos modulaban su expresion, asi como también lo hacian los genes del
metabolismo de citrato. A su vez, también se modificaban en su expresion factores de
virulencia reconocidos como fsrB [EF1821], gelE [EF1818], cpsC [EF2493], ace [EF1099]
y efaA [EF2076] (Vebo et al., 2009, Vebo et al., 2010). Esto sugiere que la capacidad
infectiva de este enterococo se ve influenciada por pequefias contribuciones de
diferentes metabolismos.

Los resultados presentados en este capitulo comprueban un mayor recuento
celular tanto durante el proceso infectivo en G. mellonella, como durante el crecimiento
en sangre y orina, para la cepa WT respecto de las mutantes. Esto indicaria, no solo que
un metabolismo de citrato activo favorece la supervivencia de E. faecalis en la
hemolinfa, sino que en los fluidos de mamiferos le otorga una ventaja de crecimiento.

La generacion de piruvato a través de la via de fermentacién de citrato y su
posterior conversién a compuestos de aroma se ha relacionado a la homeostasis de pH
en diferentes BAL (Garcia-Quintans et al., 2008; Martin et al., 2004; Zuljan et al., 2014).
La generacién de compuestos C4 neutros lleva a una alcalinizacién del medio. Esto no
solo ha sido reportado para BAL sino que también para bacterias Gram negativas. En
particular, en V. cholerae |la produccion de C4 lleva a periodos de crecimiento mas
prolongados, lo cual tiene un efecto en la patogenicidad de la bacteria (Yoon vy
Mekalanos, 2006), mientras que en B. subtilis permite la mayor dispersion de las cepas
en el ambiente (Kinsinger et al., 2005). La persistencia de la cepa JH2-2 en el interior de
las larvas de G. mellonella podria estar favorecida por una mejor capacidad para
contrarrestar el estrés acido ocasionado por los macrofagos, respecto de las cepas
mutantes. Esto le permitiria a la cepa WT crecer mejor y multiplicarse en la hemolinfa,
gue contiene citrato.

Por ultimo, el grupo de genes cit esta presente en el total de las cepas de la
especie E. faecalis, independientemente de su origen (datos no incluidos en este
trabajo de tesis).

Todo lo expuesto indica la importancia de esta ruta metabdlica para el
crecimiento, la persistencia o la colonizacion de diferentes nichos en estos
microorganismos. La presencia de los genes cit durante la infeccidn de G. mellonella le
permitiria a la cepa E. faecalis JH2-2 colonizar la hemolinfa de manera mas eficiente que

las cepas mutantes, generando una mayor mortalidad de individuos, en los tiempos
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ensayados. En concordancia, en sangre y orina los genes cit le otorgan a la bacteria una

ventaja en el crecimiento.

Conclusiones parciales

v Se utilizaron exitosamente fusiones a proteinas fluorescentes para detectar la
actividad de los operones cit en diferentes fluidos.

v Se determind que los promotores de los genes cit de la cepa E. faecalis JH2-2 se
inducen en la hemolinfa de G. mellonella.

v Se demostrd que las inoculaciones con la cepa E. faecalis JH2-2 producen una
reduccion considerable de la supervivencia de G. mellonella, mientras que la cepa E.
faecalis JHCit" resultd significativamente menos virulenta, mostrando un fenotipo
similar al de la cepa inocua L. lactis 1L1403.

v Se comprobd que las cepas mutantes JH2-2-OadB™ y JH2-2-OadA™ también
provocan menores tasas de muerte que la cepa WT con indculos de baja concentracion.
v Se comprobd que en la hemolinfa de G. mellonella, las cepas mutantes son
incapaces de alcanzar la carga bacteriana final que la cepa WT consigue.

v Se confirmé la expresién de los genes cit en sangre y orina de mamiferos y que
las cepas mutantes son capaces de crecer menos efectivamente en sangre y orina
respecto de la cepa WT.

v Se probé que la infeccion desarrollada en G. mellonella luego de la inyeccion con
las células de E. faecalis JH2-2 se favorece de un metabolismo de citrato activo en la
bacteria.

v Se demostro la importancia de la eleccion de G. mellonella como modelo ya que
nos permitié realizar un analisis aproximativo a la relacién entre la activacion de los

genes cit y el progreso de la infeccion.
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Resultados capitulo Il

Diversidad genética de la via de degradacion de citrato en
Enterococcus faecium
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La calidad final de los quesos no solo depende del cultivo iniciador sino que
también de los microorganismos capaces de crecer durante el proceso de maduracion.
Enterococcus constituye uno de los principales géneros de microorganismos presentes
en los quesos, cuyas actividades metabdlicas son relevantes en las etapas finales de la
produccion y, por consiguiente, su protagonismo es motivo de estudio.

Al inicio de este trabajo de tesis, los datos sobre la capacidad para fermentar
citrato de la especie E. faecium eran contradictorios y escasos (Cabral et al., 2007; De
Vuyst et al., 2011; Sarantinopoulos et al., 2003; Vaningelgem et al., 2006). Al mismo
tiempo, la informacion acerca de los genes involucrados en este metabolismo era
inexistente. Esta situacién motivo la caracterizacion de dicha ruta degradativa en estos
microorganismaos.

En nuestro laboratorio se identificaron, a diferencia de lo descripto para otras
BAL, tres poblaciones distintas respecto del metabolismo de citrato dentro de |la especie
E. faecium (Quintana, 2013).Dos de ellas posefan los genes cit (poblaciones Cit"), la otra
carecia de los mismos (poblacién Cit)). Dentro de las cepas Cit", detectamos un grupo de
microorganismos cuyos genes cit eran de Tipo | (en concordancia con lo descripto para
las cepas de L. lactis CRL264 o W. paramesenteroides J1) y un grupo con genes cit de
Tipo Il (como se describid para E. faecalis o Lb. casei) (Fig. 23, ver detalles en
introduccién).

En la Fig. 23 se representan los dos tipos de grupos de genes cit encontrados en
las cepas secuenciadas y disponibles al inicio de esta tesis para la especie E. faecium.
Hallamos el Tipo | presente en las cepas E. faecium NRRL-B2354 (NC_020207.1),
1.230.933 (NZ_ACAS 0000 0000.1), Coml5 (NZ_ACBD 00000000.1), 1.231.501
(NZ_ACAY 00000000.1) y 1,231,502 (NZ_ACAX 00000000.1), mientras que el Tipo Il en
las cepas E. faecium TX1330 (NZ_ACHLOO0O00000.1), Com12 (NZ_ACBC0O0000000.1),
1,231,408 (NZ_ACBB00000000.1) y 1,141,733 (NZ_ACAZ00000000.1).

Al mismo tiempo, se aislaron cepas de enterococos a partir de quesos
regionales, que fueron tipificadas por medio de analisis de secuencia del ARNr 16s vy
pruebas fenotipicas comunes (Quintana, 2013; Suarez et al., 2012). A través de PCR, se
corrobord la presencia o ausencia de los genes del metabolismo del citrato en dichos
aislamientos, y de las 17 cepas analizadas, solo pudimos encontrar cepas Cit y Cit" de

Tipo | (7 cepas, Tabla 5).
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Tabla 5. Clasificacion fenotipica y genotipica de las cepas de E. faecium aisladas en el laboratorio.

Clasificacion

Cepa KM  Agregacién Amplicén a Amplicén b Amplicén ¢ '
en tipo
1Q22 - - + + - I
1Q23 - + + + - I
1Q25 - + + + - |
1Q101 - - - - - Cit’
1Q103 - - - - - Cit’
1Q110 - - - - - Cit
1Q121 - - - - - Cit
Q167 - - + - - cit’
1Q336 - + - - - Cit
GM70 - - + + - |
GM71 - + + + - |
GM72 - - - - - Cit’
GM75 - - + + - |
GM152 - + - - - Cit
GM156 - - - - - Cit’
GM203 - - - - - Cit
GM241 - - - - - Cit

KM: reaccién en medio Kempler y McKay; amplicones a, b y ¢ se indican en la Fig. 23, +: PCR positiva, —: PCR negativa.
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Fig. 23. Organizaciones génicas de los grupos de genes cit de Tipo | y Il encontrados en las cepas
secuenciadas disponibles de E. faecium. Se marcan con las letras a, b y ¢ las regiones amplificadas por PCR

para clasificar los aislamientos de laboratorio (Tabla 5).

A partir de la anterior clasificacion, estudiamos en ambos tipos de cepas de E.

faecium encontradas (Cit" y Cit" Tipo |) su capacidad para producir compuestos de

aroma relevantes en los quesos, en relacion al metabolismo del citrato.
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Seleccion de cepas y descripcidn preliminar

Para iniciar esta parte del trabajo se eligieron cepas de E. faecium del grupo de
diecisiete aislamientos. Tuvimos en cuenta que cada una de ellas debia representar un
fenotipo y genotipo en particular.

Al realizar los cultivos en medios liquidos, ciertas cepas presentaron un
comportamiento diferente. De los diecisiete asilamientos, cinco de ellos propiciaban la
formacion de agregados celulares en medio de cultivo liquido, que permanecian en
suspension aun luego de un proceso de agitacion mecanica (“Agregacion” en Tabla 5).
Por consiguiente y considerando que dicho fenotipo establecia otra diferencia entre las
cepas, seleccionamos la cepa 1Q23 como cepa Cit" formadora de agregados, la cepa
GM75 como cepa Cit" sin fenotipo de agregacién y la 1Q110 como cepa Cit (Tabla 5).

A continuacién, analizamos su capacidad para crecer en medio de cultivo LB, a
pH 7, y el efecto que producia la adicion de citrato (15 mM) o glucosa (30 mM) sobre el
crecimiento (Tabla 6). Se registré la densidad dptica por 8 horas y se realizaron curvas
de crecimiento (Fig. 24). Todas las cepas fueron capaces de crecer en medio LB sin
suplementos, revelando formas similares en las curvas (DOggo finales de 0,64 + 0,07;
0,64 +0,07 y 0,65 + 0,04, para las cepas 1Q110, 1Q23 y GM75 respectivamente; Fig. 24).

Cuando se adiciond glucosa 30 mM al medio de cultivo (G), nuevamente
observamos patrones similares en las curvas de las diferentes cepas, sin embargo se
produjeron mayores crecimientos que en medio LB (Fig. 24 y Tabla 6). Esto es usual
para las BAL, ya que requieren de una fuente de carbono para sustentar su crecimiento.
A pesar de que las velocidades de crecimiento no reflejan estas diferencias, los valores
de DO maximas son mayores que los obtenidos en medio LB (0,86 +0,09; 1,1+0,2 y
1,04 £ 0,03, para la cepa 1Q110, 1Q23 y GM75 respectivamente; Tabla 6).

La adicién de citrato 15 mM al medio (C) permitié a las cepas Cit" crecer mejor
gue en medio LB (1,05%0,05 y 1,04+0,03, para la cepa 1Q23 y GM75,
respectivamente), a diferencia de la cepa 1Q110 Cit" (0,67 £+ 0,06) que alcanzd valores de
DO similares en las dos condiciones comparadas (Tabla 6). Esto muestra que las cepas
Cit" utilizan citrato como fuente de carbono y energia, lo cual les estarfa permitiendo un

mayor crecimiento final.
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Fig. 24. Curvas de crecimiento en medio LB (circulo negro) suplementado con citrato (circulo blanco), con
glucosa (cuadrado negro) o ambos (cuadrado blanco). A) cepa 1Q23, B) cepa GM75 y C) cepa 1Q110.

Cuando tanto glucosa como citrato son adicionados a las mismas
concentraciones ya utilizadas (C y G), todas las cepas alcanzaron valores de crecimiento
maximos (Tabla 6). Aun la cepa IQ110, que era incapaz de utilizar citrato, cuando éste se
adiciona al medio junto al azucar es capaz de alcanzar DO mayores que para el resto de

las condiciones (1,4 +0,1).

Tabla 6. Crecimiento en medio LB, LBC, LBG y LBCG de las cepas E. faecium 1Q110, 1Q23 y GM75. C: citrato
15 mM, G: glucosa 30 mM

Cepa Medio  Suplemento umax(h"l) DOrmax

Q110 LB - 1,32+0,05 0,64+0,07
LB C 1,33+0,06 0,67 +0,06
LB G 1,49+0,03 0,86+0,09
LB CyG 1,50+0,02 1,4+0,1

1Q23 LB - 1,09+0,03 0,64+0,07
LB C 1,03+0,01 1,05+0,05
LB G 1,15+0,04 1,1+0,2
LB CyG 1,23+0,01 1,46 £0,04

GM75 LB - 1,19+0,01 0,65+0,04
LB C 1,28+0,004 1,04 +0,03
LB G 1,3+0,1 0,93+0,01
LB CyG 1,41+0,03 1,50+0,02

Considerando que la cepa 1Q110 carece de los genes del metabolismo de citrato,
este resultado podria explicarse en base a la capacidad de las soluciones de citrato para

regular el pH del medio de cultivo. El consumo de glucosa como fuente de carbono en
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BAL implica un proceso fermentativo en el cual se producen, en ultima instancia,
compuestos acidos (acido lactico, principalmente). Como consecuencia de ello, el pH
del medio en el cual crecen las BAL desciende. En un cultivo discontinuo, donde no hay
renovacion de los sustratos, esto conduce a una disminucién de la velocidad de
crecimiento y una menor DO final obtenida. Como la solucion de citrato funciona
comunmente como soluciéon tampon, ésta es capaz de mantener los valores de pH
finales levemente mas elevados que en ausencia de la misma y permitir
consecuentemente un mejor crecimiento bacteriano.

Para verificar si el citrato mejora el crecimiento en presencia de glucosa, aln en
las cepas Cit, realizamos curvas de crecimiento en medio LB suplementado con glucosa
30 mM vy diferentes concentraciones de citrato (0,5, 2 y 15 mM) a pH inicial de 5.5. El
pH fue elegido lo suficientemente bajo como para limitar el crecimiento, pero aun
permitir que éste suceda.

Cuando se crecieron las cepas en LB y glucosa 30 mM (LBG), todas las cepas
alcanzaron valores de DO maximas similares (0,59 + 0,03; 0,56 + 0,03; 0,60 + 0,06; para
las cepas 1Q23, GM75 e 1Q110, respectivamente; Fig. 25). Cuando se adiciona citrato 0,5
mM a la condicion anterior, la cepa 1Q110 produjo resultados semejantes a la condicién
LBG (0,61 + 0,08), mientras que las cepas Cit" logran valores de DO apenas mayores
(0,64 + 0,01 y 0,66 + 0,03, para la cepa 1Q23 y GM75, respectivamente; Fig. 25). No
obstante, a medida que se adiciond citrato a una mayor concentracién, todas las cepas
crecieron hasta alcanzar valores de DO superiores. Cuando se suplementa el medio con
citrato 2 mM la cepa 1Q23 alcanza una DO final de 0,80 + 0,03, la cepa GM75 0,77 +
0,01 vy la 1Q110 0,73 + 0,05. Cuando se utilizaron concentraciones de 15mM se
obtuvieron los mejores crecimientos para todas las cepas (1,20 £ 0,02; 1,29 +0,04; 1,5 +
0,2, para las cepas 1Q23, GM75 e 1Q110 respectivamente).

En la Fig. 25 se puede observar que en la medida que mayor cantidad de citrato
esta disponible en el medio, mejor es el crecimiento bacteriano, aun en la cepa Cit’
1Q110. Es decir que, en condiciones de pH no ideales, el citrato mejora el crecimiento
celular, no solo por el efecto de consumo del mismo por parte de las cepas Cit* sino que
por un efecto tampdn. Este ha sido descripto previamente para cepas de E. faecalis y

Lb. Rhamnosus (de Figueroa et al., 1996; Sarantinopoulos et al., 2001).
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Fig. 25. Efecto del citrato en el crecimiento a pH bajo. Se crecieron las cepas 1Q23 (A), GM75 (B) e 1Q110 (C)
en medio LB suplementado con glucosa 30mM a pH inicial de 5,5 en ausencia (circulo negro) o presencia
de citrato 0,5 mM (tridngulo blanco), 2mM (triangulo negro) y 15 mM (circulo blanco).

A continuacion, utilizando cultivos bacterianos en condicion de “Resting Cells”
(RC, ver materiales y métodos), demostramos el comportamiento diferencial de las tres
cepas en estudio tanto en el transporte al interior celular como en la degradacién de
citrato. Brevemente, el transporte fue analizado por la incorporaciéon de citrato
marcado radioactivamente a células de E. faecium, mientras que la metabolizacién
intracelular fue ensayada midiendo el pH citosélico con la sonda fluorescente sensible
BCECF (Invitrogen®). Ya que el consumo de citrato lleva a una alcalinizacion del interior
celular, debido a la generacién de un gradiente de protones y la produccidon de especies
menos acidas, la sonda nos permite monitorear los cambios de pH internos de las
células en tiempo real (Magni et al.,, 1999). De este modo, indirectamente, podemos
evidenciar la degradacion de citrato luego de ser adicionado externamente, en las

condiciones de ensayo.

En la Fig. 26 se muestran los resultados obtenidos cuando las cepas se crecieron
en medio LB suplementado con citrato 15mM (LBC) o glucosa 30 mM (LBG). En la Fig.
26C se evidencia la incapacidad de la cepa E. faecium 1Q110 para incorporar citrato a las
células tanto en medio LBC como LBG. Contrariamente, E. faecium 1Q23 fue capaz de
transportar citrato cuando fue crecida en LBC (velocidad: 13,7 pmol/min) pero no en
medio LBG (Fig. 26A). La cepa GM75 mostrd una incorporacién significativa de citrato
radiactivo en las dos condiciones de crecimiento (velocidad para LBG: 2,1 pmol/min vy

para LBC: 1,7 pmol/min; Fig. 26B).
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En los ensayos de metabolizacion intracelular, se adiciond citrato en tiempo real
a RC de las cepas de E. faecium crecidas en las dos condiciones planteadas (LBC y LBG).
Posteriormente se determinaron los cambios en el pH celular interno. Tal como se
muestra en la Fig. 26F, y en concordancia con los resultados previos, la cepa 1Q110
crecida en LBG o LBC fue incapaz de alcalinizar el medio interno luego de la adicién
externa de citrato. Del mismo modo, las cepas 1Q23 y GM75 crecidas en medio LBG, no
evidenciaron un aumento en el pH intracelular luego del agregado de citrato (Fig. 26D vy
E). Sin embargo, ambas cepas crecidas en medio LBC respondieron elevando el pH
interno frente al agregado de citrato externo (Fig. 26D y E). Cabe destacar, que la cepa
GM75 que mostré la incorporacién de citrato en la condicién de crecimiento LBG, no
evidencié degradacion del mismo en los ensayos de alcalinizacion intracelular, lo cual
sefiala una diferencia fenotipica con la cepa Cit" 1Q23. Estos Ultimos resultados sugieren
fuertemente que la ruta completa degradativa de citrato estd activa en las dos cepas de

E. faecium Cit"en la condicién LBC y no en la condicién LBG.
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Fig. 26. Transporte de citrato y metabolismo en las cepas de E. faecium. Cepas 1Q23 (grdficos Ay D), GM75
(By E) y Q110 (C y F). Panel superior: experimentos de transporte utilizando citrato radioactivo. Los
circulos negros indican los crecimientos en LBG, mientras que los blancos en LBC. Panel inferior:
determinacion del pH interno por medio de la sonda fluorescente BCECF. Las curvas de color negro indican
a las cepas crecidas en medio LB suplementado con citrato 15mM (LBC), mientras que las curvas grises
corresponden a medio suplementado con glucosa 30mM (LBG). Se indica la adicion de citrato a la cubeta
por medio de una flecha.
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Para obtener mayor informacion respecto de las diferencias detectadas entre las
cepas Cit" E. faecium 1Q23 y GM75, estudiamos la regién intergénica citM-cit/ en cada
una de ellas por medio de PCR (Fig. 27). Se disefiaron y utilizaron oligonucleétidos que
hibriden sobre la secuencia de cit/ y citM (ver materiales y métodos), de manera tal que
el amplicon generado contuviera a la secuencia del regulador, la region intergénica y
parte del gen citM.

El amplicon obtenido para la cepa 1Q23 resultd de 1400 pb aproximadamente,
mientras que para la GM75 de alrededor 2500 pb (Fig. 27). El analisis in silico detallado
de las secuencias amplificadas nos permitié identificar una copia completa de la
secuencia de insercion 1S256 (Fig. 28 A) en la region intergénica de la cepa GM75. Este
elemento movil ampliamente diseminado, fue descripto inicialmente en Staphylococcus
aureus (Lyon et al., 1987). La region citM-citl de la cepa 1Q23 resultd tener una longitud
de 187 pb mientras que la de la cepa GM75 de 1519 pb. La posicién exacta de la

insercidn se muestra en la Fig. 28 Ay B.

Fig. 27. Deteccidn de la insercién en la regién intergénica citl-citM en la cepa GM75. Corrida electroforética
en gel de agarosa utilizando los oligos Citl_Bamh1Up y Citl_Bamh1Lo. Calles: 1, marcador de peso
molecular A EcoRI-Hindlll; 2, control negativo (cepa 1Q110); 3, cepa 1Q23; 4, cepa GM?75; 5, control de
reactivos.

A continuacion, tomamos la secuencia completa del amplicén obtenido para la
cepa GM75 y realizamos un blastn (Altschul et al.,, 1990) sobre las bases de datos
Whole-Genome Shotgun Contigs (WGS) y Nucleotide Collection (nr/nt), limitando la
busqueda dentro del taxén E. faecium. Los resultados arrojados indicaron que la IS256
estd presente en la poblacién de E. faecium, pero no encontramos otra cepa con la

insercion en idéntico sitio.
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Fig. 28. A) Modelo del mecanismo de insercién de la IS256. Se muestran los genes citl y la region citM-citG,
entre ellos la region intergénica con los sitios promotores (Pcitl y Pcit) y operadores predichos (O1y 02). B)
Detalle de las secuencias contenidas en el sitio de integracion de la IS256. Parte de los genes citM y citl se
muestran. El gen de la transposasa se halla flanqueado por repeticiones invertidas imperfectas (Rl) y
repeticiones directas (RD). También se muestran los sitios cis: RBS para citl y citM, los operadores
putativos O1 y O2 para Citl, el sitio CRE predicho dentro del gen citl y las cajas — 10 y — 35 mencionadas en
el texto para citl y citM.

La confirmacion de la presencia de esta insercion en la cepa GM75 establece
una diferencia fundamental entre las cepas de E. faecium de organizacién de Tipo |.
Ademas, al localizarse en un sitio de putativas regiones regulatorias cis, esta IS podria
afectar la expresiéon de los genes cit. Por otro lado, la cepa GM75 seria una mutante
natural de la ruta del citrato, que no se ve afectada de manera negativa en la utilizacion
del mismo, ya que en medio LBC la es capaz de utilizarlo (Fig. 24 y Fig. 26).

Debido a que la IS256 se localiza en la regién que separa dos putativos operones
(citl y citMPCDEFXG), se analizé la region intergénica citM-cit! en busca de probables
secuencias promotoras v sitios de unién de proteinas regulatorias, cuya funcionalidad

podria haberse afectado en la cepa GM75.
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Por medio del programa BPROM (Solovyev y Salamov, 2011) se realizé una
blusqueda de promotores en las dos cepas Cit". Las regiones promotoras predichas para
el operdn citM-citG para las cepas 1Q23 y GM75 coinciden. En ambas se hallaron la
secuencia TGTTAaAgT que corresponderia a la regién -10 de los promotores bacterianos
reconocidos por 670 (consenso: TATAAT) 37 pb corriente arriba del sitio de inicio de
traduccion de citM vy, 60 pb corriente arriba, la secuencia TTtttt que corresponderia a la
region -35 (consenso: TTGACA) (Fig. 28 B). Se marcan con letra minuscula los
nucledtidos que no coinciden con los consensos. La baja homologia de la caja -35 con el
consenso (solo dos nucledtidos estan conservados) podria ser compensada por la
presencia de una caja -10 extendida (TGNTATAAT). Dado que las predicciones son
coincidentes en las dos cepas Cit’, podriamos concluir que la 1S256 no afectaria
directamente las secuencias promotoras del operdn citM-citG (Fig. 28 B).

En la busqueda de promotores para el gen citl, se encontraron las siguientes
secuencias para la cepa 1Q23: TGGTATAAT para la region -10 y aaGACt para la -35,
ubicadas 39 y 62 pb corriente arriba del codén de inicio de la traduccién de citl,
respectivamente. En el caso de la cepa GM75, la insercion de la IS256 interrumpe la
region, de modo tal que las secuencias mencionadas para la cepa 1Q23 fueron
localizadas pero a 1372 pb corriente arriba de cit/ (Fig. 28 B). En su lugar, el software fue
capaz de predecir un promotor diferente que se localiza dentro de la regién no
codificante izquierda de la 1S256. Este contiene a las secuencias TtACACAAT (73 pb
corriente arriba del ATG de citl) y TTacat (51 pb corriente arriba), como regiones -10 y -
35 respectivamente. No se realizaron ensayos fisiolégicos para deteminar si estos sitios
promotores predichos eran funcionales.

La Fig. 28 A muestra un modelo del mecanismo de inserciéon de la secuencia
identificada como 1S256 en la cepa mutante. Esta IS se caracteriza por poseer regiones
repetidas invertidas imperfectas en los extremos izquierdo y derecho de la secuencia (R
e RD, respectivamente), secuencias no codificantes a continuacion de éstas y en medio
el gen codificante de una enzima transposasa. A su vez, genera repeticiones en tandem
en la secuencia diana (Fig. 28 B).

Debido a que la presencia de la 1S256 entre los genes cit en la cepa GM75,
podria afectar el fenotipo de esta cepa, decidimos buscar una nueva cepa de E. faecium

Cit" Tipo |. Para descartar posibles inserciones dentro del conjunto de genes cit,
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repetimos la PCR utilizada previamente (Fig. 27) con el resto de las cepas identificadas
en el laboratorio como Cit" (descriptas en la Tabla 5). Todas las cepas generaron
amplicones de tamafio similar al generado por la cepa IQ23 (no mostrado), es decir que
no evidenciaban la presencia de ninguna insercién. A continuacion, realizamos curvas
de crecimiento en medio LB con diferentes suplementos para seleccionar aquellas
cepas clasificadas como Cit" que presentaran un mejor crecimiento en presencia de
citrato. Todas las cepas cit+ fueron capaces de crecer con citrato como fuente de
carbono. En base a ello y teniendo en cuenta que la cepa seleccionada no sea
formadora de agregados, se selecciond la cepa GM70 para posteriores ensayos (Tabla

7).

Tabla 7. Velocidades de crecimiento y DO mdximas para la cepa GM70 en medio LB, LBC, LBG y LBGC.

Medio de cultivo pMmaxima (h'l) DO méaxima
LB 1,12 +0,03 0,75+0,03
LBC 0,98 +0,02 1,14 £ 0,02
LBG 1,137 £ 0,003 1,08 £0,01
LBGC 0,97+£0,01 1,67 +£0,03

Produccién de compuestos de aroma: diacetilo y acetoina

Como se especificd en la introduccion, los enterococos aportan de manera
significativa al sabor y la textura de los quesos estacionados. En quesos como el
Cheddar o el Camembert, la generacién de compuestos de cuatro carbonos (C4) como
el diacetilo y la acetoina es necesaria para conseguir sus sabores tipicos de estos
productos (Smit et al., 2005; Yvon y Rijnen, 2001).

Es parte del interés de nuestro grupo de trabajo establecer la conexidn entre la
ruta fermentativa de citrato y aquellas involucradas en la produccion de aroma. Esto es,
determinar si las cepas que son capaces de utilizar el citrato disponible en el medio
(para el caso de los quesos, el citrato en la leche) presentan una ventaja sobre las cepas
Cit respecto de le generaciéon de compuestos de aroma.

Inicialmente, para determinar si las cuatro cepas de E. faecium en estudio
podian producir acetoina y diacetilo en medio LB, utilizamos la reaccién cualitativa de
Voges-Proskauer (VP; Barry y Feeney, 1967) sobre cultivos liquidos. Tal como se

describe en materiales y métodos, la aparicién de una coloracion rosada en los tubos
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indica que la cepa fue capaz de producir diacetilo o acetoina (que se oxida a diacetilo
durante la reaccion) en las condiciones de cultivo.

Se realizaron cultivos en medio LB, LBC (15mM de citrato), LBG (30mM de
glucosa) y LBCG (citrato y glucosa simultdneamente, a las anteriores concentraciones)
de las cepas 1Q110, 1Q23, GM75 y GM70 en tubos sin agitacion a 37°C, a pH 7, toda una
noche. En la Tabla 8, se muestran los resultados de la reaccion de VP sobre los
sobrenadantes de tales cultivos. En medio LB sin suplementar ninguna de las cepas fue
capaz de producir la tipica coloracién rosada producto de la aparicién de diacetilo o
acetoina. En contraste, en medio LBC todas las cepas Cit" (IQ23, GM75 y GM70) dieron
un resultado positivo.

Este resultado indica la existencia de una relacion entre la via de produccién de
C4, a cargo de las enzimas ALS y ALD, y la via de catabolismo del citrato, ya que luego
del agregado de este metabolito las cepas Cit" son capaces de generar diacetilo y/o
acetoina. Es decir, la degradacién del citrato generaria los intermediarios necesarios

para la via de aroma.

Tabla 8. Produccion cualitativa de aroma en medio LB, LBC, LBG y LBCG. +: reaccidn positiva; -: reaccion

negativa; I: resultado intermedio. C: citrato 15mM; G: glucosa 30 mM.

Cepa LB LBC LBG LBCG
1023 - + - -
GM75 - + - |
GM70 - + - |
1Q110 - - - -

A diferencia de lo anterior, cuando se adiciona glucosa 30 mM al medio no se
evidencia la aparicion de color rosado en ninguno de los casos. Considerando que el
producto final del metabolismo de la glucosa y del citrato es el piruvato, y que éste es el
sustrato de la enzima ALS, ambas rutas podrian contribuir a la produccion de aroma.
Consecuentemente, los resultados son evidencia de la estrecha relacién entre las vias
de degradacién de citrato y de produccién de aroma. Mientras las moléculas de
piruvato producidas por glucdlisis parecen destinarse a otros fines, gran parte de
aquellas producidas a partir de citrato seguirian la ruta C4.

Por ultimo, cuando se adiciona citrato y glucosa de manera conjunta,
observamos diferentes resultados. El cultivo de la cepa 1Q23, previamente capaz de
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producir aroma a partir de citrato, en medio LBCG da un resultado negativo, mientras
que las cepas GM70 y GM75 presentan coloraciones tenues, que calificamos como
intermedias. La cepa 1Q110 como no produjo diacetilo o acetoina en dicha condicion de
crecimiento.

Es importante destacar que este ensayo tiene caracter cualitativo, es decir, que
no nos permite emitir conclusiones acerca de la cantidad de compuestos de aroma
producidos en cada condicion y para cada cepa. Para profundizar sobre las diferencias
observadas entre las cepas, en estas condiciones de cultivo, realizamos el ensayo
cuantitativo de Voges-Proskauer.

En este ensayo, se preparan incialmente RC de las cepas de E. faecium, modo tal
gue en cada tubo haya una cantidad equivalente de células (misma DO). A pesar de que
un valor de DO no puede relacionarse a la cantidad de células vivas en un cultivo, al
trabajar con cultivos en fase exponencial asumimos que la diferencia es despreciable y
gue los cultivos son comparables independientemente de la cepa o la condicién. En el
estado de RC se considera que las células se encuentran metabdlicamente activas pero
no hay crecimiento celular.

Los resultados que se presentan a continuacién describen dos condiciones. A
una la denominamos “de cultivo”, en donde se indica como fue crecida la cepa hasta
llegar a fase exponencial que, para el caso de rutas metabdlicas no constitutivas,
determinard qué enzimas estaran activas en dicha condicion. La otra, que
denominamos “de incubacién”, refiere a las células recolectadas de los cultivos
anteriores y preparadas como RC. Estas ultimas seran incubadas durante una hora en
estufa a 37°C junto a un suplemento determinado. Al sobrenadante de este tubo se le
medird la concentracion de diacetilo.

Como consecuencia, se puede determinar si los compuestos de aroma se
generan a partir del sustrato introducido en la condicion de incubacion y por medio de
las enzimas expresadas en la condicidon de cultivo. Al ser un ensayo de tipo cuantitativo
nos permite estimar y comparar en qué proporcién se producen el diacetilo y acetoina.

Nos interesd estudiar el rol de la glucosa y otros azlcares en presencia de
citrato, asi como también del piruvato. Las cantidades de diacetilo y acetoina generadas
se determinaron por medidas de absorbancia relativas a una curva de calibracién de

diacetilo y se expresan en la Tabla 9.
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Cuando los enterococos fueron crecidos en medio LB a pH 7 e incubados
posteriormente con citrato 15mM, solo fuimos capaces de detectar cantidades bajas
pero significativas de diacetilo en la cepa GM75 ((9,5 + 0,2) uM; Fig. 29 y Tabla 9),
mientras que cantidades muy bajas fueron detectadas para el resto de las cepas
(consideradas despreciables). Resultados similares fueron obtenidos cuando las cepas
fueron crecidas en medio con glucosa 30mM e incubadas en RC en presencia de citrato,
nuevamente solo la cepa GM75 fue capaz de producir bajos niveles de C4 (Tabla 9y Fig.

29).

Tabla 9. Produccién de diacetilo (y/o acetoina) en Resting Cells de E. faecium 1Q110, IQ23, GM75 y GM70. Se indica,
para la condicion de crecimiento, los sustratos agregados al medio LBy para condicidn de incubacion, los agregados

al buffer de fosfato de potasio. n.d.: no detectado, cantidad de diacetilo detectada < (5,0 + 0,2) uM.

Condicién de crecimiento Condicién de incubacién Produccién de diacetil0/acetoina (uM)

1Q23 GM75 GM70 1Q110

- Citrato n.d. 9,5+0,2 n.d. n.d.
Citrato Citrato 75+4 100+1 78+1 n.d.
Glucosa Citrato n.d. 6,310,1 n.d. n.d.
Ribosa Citrato n.d. 15+1 1941 n.d.
Citrato + glucosa Citrato 26+1 45+1 51+1 n.d.
Citrato + ribosa Citrato 14445 28518 157+8 n.d.
- Piruvato 741 79+2 74,9+0,1 701
Piruvato Piruvato 73,9+0,1 69,610,3 99+1 7142
Piruvato + glucosa Piruvato 771 72+1 97+1 73+1
Glucosa Glucosa 12+1 26+1 12+1 20+1
Ribosa Ribosa 10+2 2043 10+1 16+1

Por otro lado, las células de E. faecium crecidas en medio LB suplementado con
citrato 15mM (LBC) e incubadas a continuaciéon con citrato 15mM produjeron los
siguientes resultados. Todas las cepas Cit" fueron capaces de producir altos valores de
concentracion de diacetilo y/o acetoina ((75 + 4), (100+ 1) y (78 + 1) uM para la 1Q23,
GM75 y GM70, respectivamente). En cambio, la cepa IQ110 fue incapaz de tales niveles
de produccion (Tabla 9y Fig. 29 ).

Realizamos cultivos en medio LB suplementado de manera simultanea con
glucosa 30mM vy citrato 15mM (LBCG) e incubamos en RC con citrato 15mM. De esta

forma se puede indagar acerca de la capacidad para utilizar citrato de las células cuyos
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estados metabdlicos han sido determinados por la presencia del azicar sumado al
citrato. Para las cepas Cit" las concentraciones de diacetilo medidas fueron
significativamente menores (p <0,001) a las observadas en la condicion de crecimiento

LBC e incubacion con citrato (Tabla 9 y Fig. 29).
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Fig. 29. Produccidn de diacetilo y acetoina luego de la adicion de citrato a RCs. Se crecieron las células en
medio LB, en LB con citrato 15 mM (LBC), glucosa 30mM (LBG) o ambos (LBGC). Se cosecharon las células
y se adiciono citrato 15mM en la condicion de incubacion. E. faecium 1Q110 barra negra, 1Q23 (barra
violeta) GM75 (barra azul) y GM70 (barra naranja). El diacetilo detectado < (5,0 + 0,2) uM se grafica con
valores de 5.0 uM 'y se consideran como una concentracion despreciable (n.d. en Tabla 9).

Para los enterococos, la glucosa es un azucar de tipo PTS, lo cual en general
conduce a una represion por catabolito (CCR, por las siglas en inglés de “carbon
catobolite repression”; Sudrez et al., 2013, 2011). Este tipo de represién se ejerce sobre
otras vias metabdlicas distintas a la del propio azucar. Por consiguiente, la presencia de
glucosa en el medio de crecimiento podria estar influyendo de manera negativa en la
expresion de la via metabdlica del citrato o de C4, lo que conduce a una disminucion en
la produccién de aroma.

Realizamos una busqueda bioinformatica de las vias metabdlicas putativas
relacionadas a la utilizacion de azlcares, presentes en los genomas de cepas
secuenciadas de E. faecium por medio de Rast. Buscamos azlcares cuya uUnica forma
posible de incorporacién a la célula fuera un mecanismo diferente a los sistemas de
fosfotransferasa, de modo tal que el azlcar no estuviera sujeto a represidon por
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catabolito. Seleccionamos D-ribosa y sus efectos sobre la produccién de C4 fueron
comparados a los de la glucosa.

Crecimos las cepas en estudio en medio LB suplementado con ribosa vy citrato
(LBCR) de manera simultdanea y a las mismas concentraciones antes utilizadas con
glucosa. La condiciéon de incubacion se realizd solo con citrato. Todas las cepas Cit"
fueron capaces de producir altos niveles de diacetilo y/o acetoina ((14445), (285%8) y
(15748) uM para las cepa 1Q23, GM75 y GM70, respectivamente; Tabla 9).

Como se puede observar en la Tabla 9, la presencia de este azlcar no-PTS no
afecta negativamente la produccion de aroma vy, en su lugar, los valores de
concentracién de diacetilo medidos son altos en todos los casos. Por lo cual se podria
concluir que la ribosa, no provoca una disminucién en la produccion de aroma tal como
sucede con la glucosa. Es decir, que la glucosa reprimiria la via metabdlica de aroma a
partir de citrato.

Por ultimo, se crecieron los cuatro aislamientos en medio LB con glucosa o
ribosa 30mM vy se incubaron con el mismo azlcar para analizar el aporte individual de
cada azucar a la produccién de aroma, a través de su fermentacion (Tabla 9).Todas las
cepas fueron capaces de producir diacetilo y/o acetoina en bajas concentraciones.

Para determinar si la menor produccién de aroma provocada por la glucosa se
debia a un efecto represor del azlcar sobre el metabolismo del citrato o sobre el
anabolismo de acetoina vy diacetilo, crecimos los enterococos en medio LB
suplementado con piruvato 100mM (LBP) o piruvato y glucosa 30mM (LBPG), a pH 5,5.
Luego, realizamos las incubaciones con piruvato 100mM. Los resultados se presentan
en la Fig. 30 y la Tabla 9. Pudimos corroborar que no existen diferencias significativas
entre la condicidon de crecimiento LBP y LBPG para ninguna de las cepas (p>0,45). Es
decir, que la cantidad de aroma producida a partir de piruvato no se ve afectada por la
presencia de glucosa en la condicidon de crecimiento.

Estos experimentos nos sugieren que la disminucion en la concentracién de
diacetilo medida para la condicién de crecimiento LBCG podria asociarse a una
represion catabolica sobre los genes cit, y no sobre la via C4. Por otro lado esta ultima,
pareciera tener una expresion de tipo constitutiva ya que a pesar del piruvato no estar
presente en la condicion de cultivo (condicién de cultivo LB, Tabla 9), las cepas son

capaces de producir aroma.
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Podria afirmarse entonces lo contrario para la ruta de citrato. La ausencia de
citrato en la condicion de crecimiento (LB sin suplementar) impide la deteccién de
productos de aroma luego de la incubacion con el mismo compuesto orgénico (Tabla 9).
A excepcion de la cepa GM75 que produce una cantidad muy baja pero detectable en
tales condiciones ((6,3+0,1) uM). Mientras que en presencia de citrato (condicién de
cultivo LBC) las cepas Cit" son capaces de generar C4 a mayores concentraciones. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos para transporte y metabolizacion intracelular
en la condicion LBC (Fig. 26). De manera que, tal como sucedia con E. faecalis JH2-2
(Blancato et al., 2008, 2016) o W.paramesenteroides (Martin et al., 2000), el citrato
actuaria como inductor de su propio metabolismo, lo que se puede evidenciar de
manera indirecta a través de la generacion de compuestos de aroma, gracias a la

estrecha conexion entre ambas rutas.
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Fig. 30. Produccion de diacetilo a partir de piruvato. Se crecieron las células en medio LB (barra verde), LB
suplementado con piruvato 100mM (barra azul) o LB suplementado con piruvato y glucosa 30mM (barra
roja), se cosecharon y se determind la concentracion de diacetilo en el sobrenadante de RC incubadas en
presencia de piruvato 100mM.

Prediccidn de secuencias regulatorias

En base a resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio con las especies
W. paramesenteroides y E. faecalis JH2-2, realizamos una busqueda bioinformatica de

secuencias cis relevantes dentro de la region comprendida entre el gen cit/ y el gen citM
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en las cepas 1Q23, GM75 y GM70. Para ello utilizamos las secuencias obtenidas luego de
la reaccion de PCR especificada en la Fig. 27.

El mecanismo general de represion catabdlica involucra la interaccion del
complejo formado por el regulador transcripcional global CcpA y su co-represor HPr
fosforilado en el residuo de serina 46 (HPr-P-Ser) con la secuencia de ADN denominada
Cre (Deutscher et al., 2005, 2006). En la bibliografia no existe una secuencia consenso
para el sitio Cre de E. faecium, por lo cual utilizamos en esta busqueda la secuencia de
Bacillus subtilis (TGNAARCGNWWWCA, Kim y Chambliss, 1997) y las de E. faecalis
(TGWNANCGNTNWCA, Leboeuf et al., 2000) y (WTGWAARCGYWWWCW, Opsata et al.,
2010).

De esta manera, detectamos en las tres cepas Cit" una secuencia con homologia
a los tres consensos utilizados ubicada en la regién codificante de cit/ (Fig. 28B). La
localizacion de este sitio Cre putativo impediria la correcta transcripciéon del regulador
Citl, lo cual afectaria la expresién del resto de los genes cit.

Por otro lado nos interesé buscar sitios operadores dentro de las regiones
intergénicas cit/-citM, a los cuales el regulador Citl fuera capaz de unirse para inducir la
expresion de los genes tal como fue sugerido en los experimentos anteriores.
Utilizamos para tal fin las secuencias consenso determinadas por Martin et al., 2005, de
W. paramesenteroides denominadas O1 y 02 (O1: TTTTAAAWATWWRAAH y 02:
TTTWAAAWATTTAAAA). Estos elementos cis son reconocidos por la proteina Citl
(activador transcripcional de la ruta en esta especie), que se une e induce su propia
expresion y la del resto de los genes cit. Como consecuencia, la presencia de regiones
analogas en E. faecium serian necesarias para que existiera una induccion equivalente.

Se encontraron sitios O1 y 02 putativos idénticos, en las cepas GM75, GM70 e
Q23 (Fig. 28B). Esto indicaria que en estas cepas Cit" de Tipo | el metabolismo de
citrato funcionaria en formas similares a lo descripto para W. paramesenteroides. No
obstante, de acuerdo a los ensayos de transporte, metabolizacion intracelular vy
produccion de aroma, la cepa GM75, que posee la 1S256 insertada en la region
intergénica citl-citM, muestra una regulacién menos estricta de los genes cit. En esta
cepa detectamos el transporte de citrato para la condicion de cultivo LBG (es decir, en
ausencia del inductor putativo) y la generacion de compuestos de aroma a partir de

citrato en las condiciones de cultivo LB y LBG. En contraste, la misma cepa no

95



Resultados y discusién — Capitulo Il

demuestra una alacalinizacion del citosol significativa en los ensayos de metabolizacion

intracelular luego de ser crecida en el medio LBG.

Descripcién preliminar de las cepas de E. faecium Cit* de Tipo I

Dado que no fuimos capaces de aislar a partir de quesos regionales cepas de E.
faecium con grupos de genes cit Tipo I, indagamos en las bases de datos la
representatividad de esta organizacion dentro de la especie. Utilizando la herramienta
BLAST y la secuencia del gen citO de E. faecalis JH2-2, pudimos determinar cudles de
éstas cepas contenian a los genes cit de Tipo Il.

A continuacion, teniendo en cuenta las cepas detectadas, se solicitaron las
mismas al laboratorio del Dr. Axel Hartke de la Universidad de Caen. Dicho laboratorio
disponia de las cepas E. faecium Com12 (NZ_ACBC00000000.1), E. faecium 1,231,408
(NZ_ACBB00000000.1) y E. faecium 1,141,733 (NZ_ACAZ00000000.1) con las cuales
iniciamos la descripcion de los E. faecium Cit™ de Tipo |l

Tal como se trabajo con los enterococos aislados de queso y para confirmar que
dichas cepas posean la organizacién de genes cit de Tipo Il, procedimos a realizar un
anadlisis por medio de PCR. Para ello usamos oligonucleétidos especificos para la
secuencia del gen citO de E. faecium (ver materiales y métodos). Como controles
realizamos reacciones con cebadores para citl de E. faecium y para citE de E. faecalis.
Utilizamos las cepas Com12, 1,231,408 y 1,141,733, junto a la cepa de E. faecium Tipo |
GM70, la cepa Tipo Il de E. faecalis JH2-2 y la cepa Cit- 1Q110.

Como se detalla en la Tabla 10, las cepas Com12 y 1,141,733 dieron reacciones
positivas para la amplificacion de c¢itO de E. faecium, mientras que la cepa 1,231,408 dio
resultado negativo a esa misma reaccién. Sin embargo, la cepa 1,231,408 dio un
resultado positivo a la PCR para citE de E. faecalis. Luego de confirmar la secuencia del
amplicén resultante, se decidid descartar esta cepa de los subsiguientes ensayos (Tabla
10) dado que resultd idéntica a citkE de E. faecalis.

A continuacidon realizamos diferentes ensayos sobre las cepas Coml2 vy
1,141,733, no obstante se mostraran los resultados obtenidos para la cepa Com12, ya

gue son equivalentes a los obtenidos para la cepa 1,141,733.
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Realizamos curvas de crecimiento y medidas de produccién de aroma
cuantitativas (Tabla 11 y Tabla 12). Realizamos las curvas de crecimiento en medio LB a
pH7, sin suplementar, suplementado con citrato 15mM, con glucosa 30mM o con
glucosa y citrato simultdaneamente (Tabla 11). Los resultados obtenidos para la cepa
Com12 se asemejan a los de la cepa Cit" 1Q110 (Tabla 6), ya que la adicién de citrato no
modifica la curva obtenida en medio LB. Esto refleja una incapacidad de la cepa para

usar el citrato como fuente de carbono en las condiciones ensayadas.

Tabla 10. Resultados de las PCRs realizadas sobre las cepas de E. faecium de Tipo Il

Gen amplificado Resultado de la PCR por cepa

Coml12 1,231,408 1,141,733 JH2-2 1Q110 GM70

citO (E. faecium) + - + - - R

citl (E. faecium) - - - - - +

CitE (E. faecalis) - + . + - -

Tabla 11. Valores de DO mdximas y velocidades de crecimiento mdximas para la cepa Com12

Cepa Medio  Suplemento umax(h'l) DOrnax

Com12 LB - 1,17+0,01 0,79+0,02
LB c 1,05+0,01 0,72+0,01
LB G 1,28+0,03 0,8+0,2
LB CyG 1,46+0,01 1,28+0,01

En concordancia con los resultados anteriores, las mediciones de la
concentracién aroma producido a partir de citrato también reflejan un comportamiento
similar a la cepa 1Q110. Solo fuimos capaces de detectar diacetilo cuando en la
condicion de incubacién se adiciona piruvato 100 mM independientemente de la
condicion de crecimiento ((83%2), (95%1) y (98,1+0,3) uM para la condicion de
crecimiento LB, LBP y LBPG, respectivamente) o cuando se crecen las cepas en
presencia de glucosa o ribosa y se las incuba con los mismos sustratos ((29 + 2) y (16 +

2) UM, para glucosa y ribosa respectivamente, Tabla 12).
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Estos resultados, nos estarian indicando que ambas cepas de Tipo Il (Com12 y
1,141,733) serian incapaces de utilizar citrato para crecer y producir aroma en las

condiciones ensayadas.

Tabla 12. Produccidn de diacetilo y/o acetoina para la cepa Com12.

Condicién de Condicién de Produccién de
crecimiento incubacion diacetilo/acetofna (uM)
- Citrato n.d.
Citrato Citrato n.d.
Glucosa Citrato n.d.
Ribosa Citrato n.d.
Citrato + glucosa Citrato n.d.
Citrato + ribosa Citrato n.d.

- Piruvato 83+2
Piruvato Piruvato 95+1
Piruvato + glucosa Piruvato 98,1+0,3
Glucosa Glucosa 29+2
Ribosa Ribosa 16+2

Para determinar si el citrato estaba siendo consumido por las cepas de Tipo |l,
realizamos medidas del pH intracelular utilizando la sonda BCECF, tal como se realizd
previamente. Crecimos las cepas en medio LB suplementado con citrato 15mM (LBC)
hasta fase exponencial. Cuando a las cepas Tipo Il se les adiciond citrato externamente
no se detectd la alcalinizacion del interior celular. Por el contrario, si se detectd el
ascenso en el pH cuando a las mismas células se les adiciond glucosa. Esto indica que las
células son experimentalmente activas y capaces de degradar glucosa, pero son
incapaces de usar el citrato para alcalinizar el medio interno (datos no mostrados).

Repetimos estos ensayos evaluando diferentes condiciones de crecimiento
celular y de incubacion en RC. Se ensayd tanto a pH neutro como a pH 5,8, asi como en
crecimientos con glucosa o con glucosa vy citrato simultaneamente. Se ensayé la adiciéon
en la cubeta tanto de citrato, como citrato y diferentes metales divalentes (Ca2+, Ni2+,
cu®*, Mg?") o compuestos organicos tales como el lactato, acetato, piruvato, diacetilo, y
acetoina que permitieran el transporte de citrato al interior celular. Ninguno de los

ensayos permitio la alcalinizacion del interior celular de las cepas de Tipo .
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En concordancia con los resultados de consumo intracelular, cuando crecimos
las cepas en medio LBC y detectamos cualitativamente la apariciéon de productos del
metabolismo del citrato por medio de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)
solo obtuvimos resultados positivos para la cepa GM70 (utilizada como control). De los
cinco subproductos detectados para esta cepa, pudimos identificar tres (piruvato,
lactato y acetato). Por el contrario, para la cepa control negativo Q110 y para la cepa
Com12, no se detectaron picos diferentes al correspondiente a citrato. Nuevamente, los
resultados estarian sefialando que el citrato no estaria siendo metabolizado por las
cepas de Tipo Il en las condiciones ensayadas.

Por ultimo, realizamos ensayos de Western blot para detectar la presencia de las
enzimas responsables del metabolismo del citrato. En base a la disponibilidad de
anticuerpos y sondas especificas disponibles, analizamos la expresiéon del regulador CitO
y las subunidades OadA y OadD correpondientes al complejo de la oxaloaceto
decarboxilasa.

Para ello crecimos las cepas en medio LB a pH 7 en presencia de citrato 15mM o

glucosa 30 mM. Utilizamos en todos los ensayos a la cepa E. faecalis JH2-2 como control

positivo
A- Anti-CitO B- Neutravidina-FA
1 2 3 MPM (KDa) 1 2 3
— - -

Fig. 31. Ensayos de Western blot para la cepa Com12. Calle 1: Control positivo, cepa E. faecalis JH2-2
crecida en medio LB suplementado con citrato; calle 2: cepa Com12 crecida en medio LB suplementado
con glucosa; calle 3: cepa Com12 crecida en medio LB suplementado con citrato. A) Deteccion de la
proteina CitO con anticuerpos especificos. Se sefiala con una flecha la banda de tamafio menor que 31
KDa correspondiente a la proteina CitO de E. faecalis JH2-2; B) Deteccion de la proteina OadD con
neutravidina conjugada a fosfatasa alcalina (FA). A la altura de la banda marcadora de peso 31 KDa se
observa una banda, que por su tamafio corresponderia a la proteina BCCP; se indica con una flcecha la
banda de tamafio menor que 31 KDa correspondiente a la proteina OadD biotinilada.

Para la deteccion de la proteina OadD se utilizé neutravidina conjugada a

fosfatasa alcalina, la cual se une irreversiblemente al cofactor de la enzima, la biotina.
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Para detectar las proteinas CitO y OadA (no mostrado) utilizamos anticuerpos
monoclonales contra E. faecalis. En la Fig. 31 se muestran los resultados de los ensayos
de Western blot con los anticuerpos anti-CitO y con neutravidina. En ninguna de las
condiciones ensayadas fuimos capaces de detectar las proteinas de interés en las cepas
de Tipo Il. Considerando las semejanzas entre los genes cit de las cepas de E. faecium
con el de E. faecalis, decidimos investigar acerca de la presencia de regiones
regulatorias cis importantes que pudieran estar afectando la expresién de los genes e
impidiendo el catabolismo de citrato para producir aroma o utilizarlos como fuente de
carbono.

Buscamos los sitios regulatorios O1 y 02, tales como habian sido descriptos para
E. faecalis JH2-2 (Blancato et al., 2008). Detectamos sitios similares en la region
intergénica citH-oadH de las cepas de E. faecium, siendo idénticos entre las cepas
Com12 vy 1,141,733, pero con variaciones respecto de los de E. faecalis JH2-2 (en letra
minuscula se marcan las bases alteradas). El sitio O1 (Atg-AAAAAGAACAgagAAAAAAC)
presenta seis bases diferentes, mientras que el 02 (aaAAAAggAACAgcgAAAgAACAATY)
nueve.

Luego, buscamos sitios promotores putativos semejantes a los encontrados para
E. faecalis JH2-2 (Blancato et al., 2008). No pudimos localizar sitios idénticos. No
obstante, utilizando el programa BPROM (Solovyev y Salamov, 2011) pudimos predecir
dos promotores bacterianos dentro de la regién intergénica citH-oadH, con puntajes
bajos.

Por ultimo, buscamos sitios reguladores Cre. En la cepa E. faecalis JH2-2 nuestro
grupo fue capaz de identificar tres de estas secuencias, denominados crel, cre2 y cre3.
Crely Cre2 son responsables de la represién por catabolito sobre el operdn citHO,
mientras que el sitio Cre3 es quien regula la expresion del operdn citCL (Suarez et al.,
2011b). Fuimos capaces de localizar dos secuencias semejantes: crel, con una base
diferente a la de la cepa JH2-2 (TGTAAAtGGTGA), sobre el gen codificante del
transportador y cre2, con una identidad del 100%, en la regidn intergénica citH-oadH.

Finalmente, cre3 no pudo encontrarse.
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Analisis de los genes cit en el grupo E. faecium

El grupo E. faecium comprende a las especies E. faecium, E. hirae, E. durans, E.
mundtii, E. ratti y E. villorum (De Graef et al., 2003; Dworkin y Falkow, 2006). No
obstante, las cepas aisladas en mayor proporcidn a partir de alimentos y en clinica
pertenecen a la especie E. faecium (Foulquié Moreno et al., 2006; Martin et al., 2009;
Panesso et al., 2010). Esta diferencia se observa en el elevado numero de secuencias
gendmicas disponibles en las bases de datos online para esta especie, a diferencia del
resto de las especies que conforman el grupo E. faecium (Fig. 32).

Utilizando el sitio web del NCBI obtuvimos la lista completa de cepas del grupo
E. faecium secuenciadas disponibles en Genbank y Refseq. Esta lista, estd compuesta
por 779 cepas de E. faecium, 28 de E. hirae, 11 de E. mundtii, 7 de E. durans, 4 de E.
villorum'y 1 de E. ratti (hasta agosto de 2017; Fig. 32). Utilizando la herramienta blastx y
la secuencia del gen citF de E. faecium NRRL-B2354, determinamos el nimero de cepas
Cit" dentro del total de secuencias. Luego, con la secuencia de cit/ de la misma cepa de
referencia y citO de E. faecalis JH2-2 determinamos el tipo de grupo de genes cit (Tipo |
o Tipo ll) para cada una. A excepcién de E. villorum y E. hirae, todas las especies
analizadas poseen al menos una cepa Cit". Encontramos que 2 cepas de E. durans, 74 de
E. faecium y una de E. ratti poseian el grupo de genes cit de Tipo | (Fig. 32). Mientras
gue solamente 12 cepas de E. faecium, 2 de E. mundtii y 1 de E. durans poseian el de
Tipo Il. Curiosamente, encontramos cepas en E. faecium (UC8668 AWWNOO000000.1 vy
EnGen0003 AHXC00000000.1) y en E. durans (ATCC 6056 ASWMO00000000.1) que

poseen ambos grupos de genes en sus genomas.
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Fig. 32. Numero de cepas secuenciadas y disponibles en las bases de datos Genbank y Refseq pertenecientes
al grupo E. faecium. Barras color rosa representa a las cepas Cit, las barras azules a las Cit" de Tipo I y las
verdes a las Cit™ de Tipo Il. Se considerd a las cepas secuenciadas por nuestro grupo, incluyendo a la cepa
1Q23 dentro de la especie durans.

En la Fig. 32 puede apreciarse que las cepas Cit" dentro del grupo E. faecium
representan un subgrupo pequefio dentro del total de cepas secuenciadas (Fig. 32,
secciones azules y verdes), y que solo para las especies E. durans, E. mundtii y E.
faecium se encuentran los dos grupos de genes cit dentro de una misma especie. No
obstante, el nimero de cepas Tipo Il (Fig. 32, secciones verdes) es mas bajo que el de

Tipo | (Fig. 32, secciones azules), hallandose el primero en 15 casos y el segundo en 77.
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Discusién capitulo I

La presencia de cepas pertenecientes al grupo E. faecium en alimentos no es
desconocida, no obstante existen dudas en cuanto al consumo de aquellos alimentos
gue expliciten contenerlas, dado que muchas bacterias de este grupo son causantes de
enfermedades en pacientes con sistemas inmunolégicos comprometidos.

El mayor nimero de cepas secuenciadas dentro de este grupo pertenecen a la
especie E. faecium. Dentro de éstas, gran parte de los aislamientos provienen de clinica,
de muestras de pacientes obtenidas alrededor de todo el mundo. En consecuencia,
numerosos estudios que se llevan adelante en la actualidad ponen el foco en la
patogenicidad, los mecanismos de virulencia, las resistencias antibidticas o la
clasificacion de cepas de E. faecium en grupos acorde a su peligrosidad.

En contraposicién, un menor numero de investigaciones se han llevado a cabo
en relacion a los aportes de E. faecium a los alimentos, de los cuales forma parte como
microbiota adventicia. A su vez, la diversidad genética referida a la fermentacion de
citrato y la generacion de compuestos de aroma han sido poco estudiadas en E. faecium
previamente.

En este capitulo presentamos evidencias de la diversidad genotipica y fenotipica
de cepas pertenecientes al grupo E. faecium que fueron aisladas a partir de quesos
regionales y otras fuentes. Las cepas Cit" de Tipo | de E. faecium evidenciaron
fenotipicamente un metabolismo de citrato activo, demostrando una relacion directa
entre el consumo de citrato y la de produccién de diacetilo y acetoina.

Al mismo tiempo, las cepas de genotipo Cit" de Tipo Il Com12 y 1,141,733, en las
condiciones estudiadas, no fueron capaces de fermentar citrato.

El analisis de los genomas de la poblacidn de cepas secuenciadas, nos permitié
establecer que hay un nimero muy bajo de cepas Cit*, y otro ain menor de cepas de
Tipo I, dentro del grupo E. faecium. Probablemente la baja frecuencia de esta
organizacion génica sea el motivo por el cual no fuimos capaces de aislar en nuestro
laboratorio una cepa representativa.

Es interesante destacar que el gran numero de cepas que componen la especie

E. faecium (779) nos ha permitido evidenciar la gran diversidad genotipica que las
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caracteriza, incluidos los genes para la fermentacion de citrato. Encontramos tanto
cepas carentes de los genes cit, como con la organizacién de Tipo |, con la organizacion
de Tipo Il o ambas en simultdneo. No obstante, a diferencia de lo que sucede en E.
faecalis, el nimero de cepas Cit" se divide en los tres grupos mencionados y son, pese a
ello, una minoria (86 cepas).

Asimismo, encontramos una cepa Unica de Tipo |, debido a una modificacion
genética ocasionada por la insercion de un elemento mavil, la 1IS256. La ubicacién de
esta secuencia en la regién intergénica citM-citl en la cepa GM75 establece una
diferencia fundamental entre las cepas Cit" de Tipo |, y sugiere una posible modificacion
de la expresion génica en esta cepa. De hecho, los patrones de transporte de citrato y
generacidn de aroma a partir de éste, se diferencian de los de las demés cepas Cit". Los
resultados indicaron que la presencia de este elemento, en esta region especifica, es
algo Unico para E. faecium dado que no existe otra cepa secuenciada que posea la
misma reorganizacién génica. A su vez, la secuencia insertada en la cepa GM75 no es
ajena a la poblacion de E. faecium, pero, a pesar de que se encuentre en otras cepas, no
se halla asociada especificamente con la poblacién Cit".

Nuestros datos de produccién de diacetilo y/o acetoina demuestran la
relevancia de un metabolismo activo de citrato para generar altos niveles de produccion
de aroma. De manera analoga a W. paramesenteroides, encontramos dos sitios
operadores (O1 y 02), los cuales podrian ser esenciales para la activacién de la
expresion de los genes cit en las cepas GM70, GM75 e 1Q23. Esto indicaria un
mecanismo regulatorio similar entre ambas especies.

Ademas, la presencia de sitios Cre fue detectada en todos nuestros aislamientos,
lo cual seria indicativo de un mecanismo de represién por catabolito que podria estar
modulando la expresién de los genes cit en las cepas. De hecho, en presencia de
glucosa los niveles de produccidon de aroma a partir de citrato disminuyen
significativamente para las cepas GM70, GM75 e 1Q23. Este cambio no se detecta
cuando se sustituye la glucosa por un azucar no PTS (ribosa) o bien se da la produccién
de aroma a partir del sustrato directo de la enzima ALS, piruvato. Este es el primer
reporte de un microorganismo con organizacién génica Tipo | sujeto a tal mecanismo

regulatorio.
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A su vez, la asociacion directa entre la formacion de aroma y la disponibilidad de
citrato, indicaria la importancia de la presencia de los enterococos en quesos
regionales.

No obstante, el potencial riesgo a la salud que dichos microorganismos
representan genera dudas respecto de su uso industrializado. Este hecho pone en
relieve la necesidad de la exploracién de las cepas existentes y de la seleccion de cepas
para ser utilizadas como cultivos adjuntos, cuyas actividades permitan inhibir el
crecimiento de otras indeseables al tiempo que generarian compuestos de aroma

deseados.

Conclusiones parciales

v Se demostré que es posible aislar de quesos regionales cepas de enterococos
que poseen gran diversidad fenotipica y genotipica.

v Se establecid una clara relacién entre la ruta de utilizacion de citrato y la de
generacion de acetoina y diacetilo en E. faecium.

v Se detectd una cepa Unica de E. faecium, GM75, que presenta la insercion de
una copia completa de la IS256 en la region intergénica del operdn cit y citl.

v Se observd una represion catabdlica mediada por azucares PTS (glucosa) del
metabolismo de citrato de Tipo | en E. faecium , no asi del metabolismo de diacetilo y
acetoina, y se localizaron sitios Cre putativos.

v Se reveld que las cepas estudiadas de E. faecium con organizacion de genes cit
de Tipo Il son incapaces de utilizar citrato para crecer o producir compuestos de aroma
en las condiciones ensayadas. Tampoco se detectd la expresion de las proteinas
involucradas en este metabolismo, ni se detectaron los subproductos del mismo.

v Se expuso que las cepas Cit" dentro del grupo E. faecium representan un
subgrupo pequefio dentro del total de cepas secuenciadas, y que solo en las especies E.
durans y E. faecium se encuentran los dos tipos de organizaciones génicas
representadas dentro de una misma especie.

v Se observo que la frecuencia de cepas Tipo Il en el grupo E. faecium es muy baja,

hallandose en la minoria de cepas con disponibilidad gendmica.
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Resultados capitulo Il

Evaluacion de la seguridad y de las caracteristicas
metabdlicas de cepas de enterococos aisladas de quesos
regionales
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La diversidad gendmica observada en las cepas de E. faecium pone de en relieve
la importancia del estudio de las caracteristicas particulares de cada una de ellas. El
comportamiento dual de estos enterococos, en relacion al aporte al sabor de los
alimentos fermentados y a la capacidad para provocar enfermedades y mediar la
transferencia de resistencias antibidticas, hace auin mas relevante el estudio detallado
de las potencialidades de aquellas cepas que podrian utilizarse como cultivos adjuntos
en la produccion industrializada de alimentos. En consecuencia, la combinacién de
técnicas tradicionales con aquellas gendmicas predictivas se convierte en una estrategia

fundamental.

A partir de la obtencidén de las secuencias completas de los genomas de las
cuatro cepas de enterococos analizadas en este trabajo, abordamos un estudio mas
profundo de la diversidad genotipica existente entre ellas comparando, al mismo
tiempo, estos datos con otros fenotipicos para asi delinear una metodologia de

seleccion racional de cepas.

Analisis filogendmico y asignacion de especies

Todo andlisis bioinformatico comparativo requiere, en primer lugar, de un
anadlisis filogenético. Esto se hace especialmente necesario cuando se trabaja con
especies estrechamente relacionadas a otras (Espariz et al., 2016), como es el caso de
las del grupo E. faecium. A su vez, la correcta asignacion de género y especie es
indispensable en las cepas destinadas a la industria alimenticia. El uso y aplicacion de
bacterias esta altamente regulado y las pautas regulatorias dependen de la especie a la
gue pertenecen los microorganismos (EFSA, 2012; Joint FAO/WHO Expert Consultation,
2006).

De este modo, las lecturas obtenidas a partir de los genomas de las cepas 1Q23,
GM75, 1Q110 y GM70 fueron ensambladas en secuencias mas grandes, denominados
contigos (en inglés “contigs”), los cuales fueron depurados y ordenados como se detalla
en materiales y métodos. La depuracién de los genomas de las cepas se realiza con el
fin de eliminar secuencias redundantes. Eliminamos 4 céntigos para la cepa 1Q23 y 34

para la cepa GM75, mientras que para las cepas 1Q110 y GM70 no encontramos
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secuencias repetidas. A continuacion, se ordenaron los restantes utilizando el programa
Gegenees version 2.2.1 (Agren et al., 2012) y una cepa de referencia para cada caso. De
manera resumida, Gegenees es un software para el andlisis comparativo de los datos de
secuencias de genomas completos que fragmenta las secuencias y compara todas las
lecturas contra todos los genomas analizados. Al mismo tiempo sirve para ordenar estos

fragmentos de acuerdo a la organizacién de un genoma de referencia.

Subsiguientemente, se realizd la anotacién de funciones utilizando Rast
(Overbeek et al., 2014). Los genomas se hicieron publicos a través de NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Las caracteristicas generales resultados de la secuenciacion,

ensamblados y anotacion se listan en la Tabla 13.

Tabla 13. Caracteristicas generales de los aislamientos de Enterococcus y comparativa con cepas representativas

dentro del género.

Cepa Numero
Genoma (pb) % G+C CDSs ARNs
de acceso
1023 3124007 37,7 3069 69 LKPFOO000000
GM75 2848961 38,1 2921 92 LKPI00000000
1Q110 2757341 37,9 2714 69 LKPGOO000000
GM70 2696915 38,0 2724 65 LKPHO0O000000
E. faecium TX1330 277797 383 2649 59 ACHL00000000.1
E. durans IPLA 655 3059005 38,6 2973 73  AOSM00000000.1
E. mundtii crl1656 3064512 38,6 2765 60 AFWZ00000000.1
E. hirae EnGen0127 2948802 369 2782 59 AISM00000000.1

E. villorum ATCC 700913 3058438 350 2882 69 AJANOOO00000.1
E. ratti DSM 15687 2485659 34,3 2443 43 JXLBOOO0OO00O
E. faecalis JH2-2 2840305 37,5 2727 51 AEBB00000000.1

De acuerdo a Rast, las cepas 1Q110 y GM70 presentan tamafios genomicos
similares, aproximadamente 2,7 Mpb cada uno, la cepa GM75 presenta un genoma de
mayor tamafio, 2,8 Mpb aproximadamente, y la cepa 1Q23 presenta un genoma aun
mas grande, de 3,1 Mpb. Estas diferencias también se reflejan en el nimero de CDS que
asigna Rast, que oscilan entre 2700 y 3000, siendo la cepa Q23 quien presenta la mayor

cantidad de CDS anotados.

Pese a ello, no observamos grandes diferencias en las rutas metabdlicas

generales predichas para cada cepa, lo cual se refleja en el niUmero vy tipo de funciones
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asignadas a los subsistemas especificados por Rast (Fig. 33). Las principales diferencias
pudimos observarlas en los subsistemas 7, 11, 24 y 27, que contienen a los elementos
genéticos moviles predichos y las funciones putativas responsables de los metabolismos
de nucledsidos, nucledtidos, aminoacidos y derivados, y de la utilizacion de azucares,

respectivamente (Fig. 33).
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Fig. 33. Numero de CDS anotados y clasificados en subsistemas para las cepas en estudio. Las barras negras
corresponden a la cepa GM?70, las violetas a la cepa GM75, las amarillas a la 1Q110 y las rojas a la cepa 1Q23. Los
subsistemas se enumeran de la siguiente forma: 1. Cofactores, vitaminas, pigmentos y grupos prostéticos, 2. Pared
celular y cdpsula, 3. Virulencia, enfermedades y defensa, 4. Metabolismo del potasio, 5. Fotosintesis, 6. Misceldneo, 7.
Fagos, profagos, elementos transponibles y pldsmidos, 8. Transporte a través de la membrana, 9. Adquisicion de
hierro y metabolismo, 10. Metabolismo de ARN, 11. Nucledsidos y nucledtidos, 12. Metabolismo de proteinas, 13.
Division y ciclo celular, 14. Movilidad y quimiotaxis, 15. Regulacidn y sefializacidn, 16. Metabolismo secundario, 17.
Metabolismo de DNA, 18. Acidos grasos, lipidos e isoprenoides, 19. Metabolismo del nitrégeno, 20. Esporulacion y
latencia, 21. Respiracion y latencia, 22. Respuesta al estrés, 23. Metabolismo de compuestos aromdticos, 24.
Aminodcidos y derivados, 25. Metabolismo del azufre, 26. Metabolismo del fésforo, 27. Carbohidratos.

A continuacién, comparamos los tamafios gendmicos y el porcentaje de G+C de
las cepas de E. faecium aisladas en el laboratorio junto con los datos de cepas del grupo
E. faecium (Tabla 13). A pesar de hallarse fuera del grupo mencionado, se adiciond una
cepa representativa de la especie E. faecalis, dado que es la mejor estudiada dentro del
género. Se tomaron cepas cuyos genomas no se encontraran ensamblados, como los de
nuestras cepas. Se evidencia que el tamafio de los genomas de las cepas GM75, GM70 e
Q110 es similar al de la cepa tomadas como representativas de las especies E. faecium
y E. faecalis, encontrandose los mismos entre 2,6 y 2,8 Kpb. El genoma de la cepa 1Q23

cae fuera de este rango (3,1 Kpb), asemejandose a los de las cepas de E. durans, E.
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mundtii y E. villorum. Los valores de porcentajes de G+C, en cambio, oscilan entre 37,5y

38,6 para todos los casos.

Considerando la diferencia en el tamafio gendmico (y por consiguiente en el
numero de CDS) de la cepa 1Q23 respecto de los genomas de los demas aislamientos,
repetimos el analisis de identidad del gen de ARNr 16S para ésta cepa. A su vez,
adicionamos al analisis las secuencias de 7 genes constitutivos para E. faecium (gyrB,
rpoD, recA, sodA, ddlA, ileS y alaS; Coenye y Vandamme, 2003; Douillard y de Vos,
2014). Para ello, extrajimos las secuencias de dichos genes y con las mismas realizamos
un blastn sobre las bases de datos nr/nt y WGS. Se especificd la busqueda dentro del

género Enterococcus y se obtuvieron los siguientes resultados.

Para el gen del ARNr 16S se encontrd un 99% identidad tanto con el mismo gen
de cepas de E. faecium, como con los de cepas pertenecientes a E. durans, E. mundtii y
E. hirae. Se encontré también un 99 % de identidad con cepas filogenéticamente mas
alejadas como algunas de E. faecalis, lo que indica la alta conservacion de la secuencia
de este gen vy la baja sensibilidad que posee para ser utilizado en la tipificacion de

especies muy relacionadas (Espariz et al., 2016).

Para el resto de los genes constitutivos de la cepa 1Q23 utilizados en la
busqueda, Blastn arrojo un resultado del 100% de identidad con aquellos
pertenecientes a la cepa IPLA 655 de E. durans. Mientras que con las cepas de E.

faecium, los mismos poseian un porcentaje de identidad no superior al 86%.

Estos resultados estarian indicando que la cepa 1Q23 no perteneceria a la
especie asignada previamente utilizando el gen del ARNr 16S, sino que perteneceria a la

especie E. durans.

Para ratificar esta hipdtesis, se procedid a realizar el analisis filogenético
correspondiente, por medio de la generacién de arboles. Por un lado, se tomaron las
secuencias gendmicas de cepas representativas de las especies que conforman el
género Enterococcus (cuya especie se encuentra confirmada, extraidas de la base de
datos de EzGenome, http:// www. ezbiocloud.net/ ezgenome /browse db) y se
compararon por medio del software Gegenees (Agren et al., 2012) con nuestros cuatro

aislamientos. El resultado que arroja el programa es un mapa de calor, es decir, un
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arreglo bidimensional simétrico que contiene valores porcentuales. Estos determinan el
grado de similitud entre dos genomas y se utilizan para inferir relaciones filogenéticas.
Es decir, a mayor grado de similitud, mayor sera el grado de cercania entre dos especies
y mas cercano a 100 serd el valor calculado por el programa. Los resultados contenidos
en esta matriz de calor, pueden también representarse graficamente como un arbol
filogenético. En la Fig. 34A se encuentra el arbol generado utilizando el método de

Neighbor Joining (NJ, (Saitou y Nei, 1987) con el programa SplitsTree versién 4.13.1 para

Linux (Huson y Bryant, 2006).
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Fig. 34. Andlisis filogenémicos de las cepas 1Q23, GM75, 1Q110 y GM70. Los rectdngulos naranja indican las
cepas GM70 (circulo rojo), 1Q110 (circulo azul) y GM?75 (circulo amarillo) mientras que los celestes la cepa
1Q23 (circulo verde). (A) Arbol generado con el programa Gegenees con genomas completos de las cepas
indicadas. (B) MLSA realizado con los alineamientos individuales de 33 genes concatenados de las cepas
descriptas.
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De manera complementaria, se realizd un MLSA (por las siglas en inglés de “Multi
Locus Sequence Analysis”, Glaeser y Kampfer, 2015), seleccionando 33 genes conservados
comunes y 36 cepas representativas dentro del género Enterococcus. Los genes fueron
alineados con clustalW (Thompson et al., 2002), concatenados con el script de Perl
catfasta2phyml.pl y la secuencia resultante fue depurada con Gblock 0.91b. A continuacion,
utilizando Mega 5 (Tamura et al., 2011) se infirié la historia evolutiva y se construyd un
arbol con el mayor log (likelihood) (Fig. 34B). En ambos arboles podemos observar una
clara separacion de nuestras 4 cepas entre dos grupos. La cepa GM75 (circulo amarillo), la
Q110 (circulo azul) y la GM70 (circulo rojo) agrupan junto a las cepas representantes de
la especie E. faecium (E. faecium DO y NRRL-B2354), mientras que la 1Q23 (circulo
verde) agrupa junto a las cepas pertenecientes a la especie E. durans (IPLA 655y ATCC

6056).

A su vez, se calcularon los valores de ANI (del inglés “Average Nucleotide
Identity”,(Goris et al., 2007) y de hibridacion DNA-DNA in silico (HDDis; Meier-Kolthoff
et al.,, 2013). Estos calculos se realizan sobre dos secuencias comparadas y permiten
determinar, respecto de un valor umbral, si dos cepas pertenecen a una misma especie. Los
valores de ANI se calcularon utilizando el programa Jspecies 1.2.1 (Richter y Rossello-
Mora, 2009) y cepas pertenecientes al grupo E. faecium. Valores de ANI superiores a 94
indicarian que las cepas comparadas pertenecen a la misma especie (Konstantinidis y
Tiedje, 2005). Los valores de HDDis fueron estimados por medio de Genome Blast
Distance Phylogeny (GBDP) 2.0 Web server (http://ggdc.dsmz.de/distcalc2.php)
utilizando la formula 3 para secuencias completas. Valores de HDDis mayores a 70%
para un par de cepas dadas indicarian pertenencia a una misma especie (Goris et al.,

2007). Los resultados se muestran en la Tabla 14.

Considerando que los arboles construidos contienen a todas las especies
confirmadas de Enterococcus (identificadas hasta el afio 2016) y teniendo en cuenta los
valores de ANI y de HDDis obtenidos, concluimos que |la asignacion de especies para las
cepas GM70, GM75 e 1Q110 es correcta y E. faecium, mientras que la cepa 1Q23 debe
ser reasignada como E. durans. Cabe destacar que, a pesar de que para la cepa GM75
los valores calculados superan los establecidos como umbral, estos son notoriamente

mas bajos que los estimados para las demas cepas de E. faecium entre si. Esto, junto a
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los datos de la Tabla 13 para la cepa, podria ser un indicio de una posible subdivision

dentro de la especie E. faecium.

Tabla 14. Valores de HDDis y ANI para las cepas 1Q23, GM75, 1Q110 y GM70 en relacidn a cepas seleccionadas dentro

del género Enterococcus.

GM70 GM75 1Q110 1023
Especie
%HDDis ANl %HDDis ANl %HDDis ANl %HDDis ANI
GM70 — | 72+3 951 | 82+3 985| 22+3 794
GM75 7243 952 | - — | 75+3 948 | 21+3 785
1110 82+3 985 | 75¢3 948 | - — | 2143 781
123 2243 793 | 21+3 784 | 21+3 78
DO 80+3 989 | 70+3 948 | 84+3 989 | 203 773
E. faecium
NRRL-B2354 | 82+3 986 | 70+3 947 | 88+3 989 | 2043 771
ATCC 6056 2243 788 | 21+3 785 | 2043 774 | 89+3 993
E durans
IPLA 655 2243 789 | 21+3 786 | 2143 782 | 96+2 99,9
Eovillorum — \cc 700013 | 18+3 765 | 19+3 764 | 18+3 764 | 24+2 788
ATCC 9790 19+3 764 | 193 764 | 19+3 767 | 22+3 783
E. hirae
INF E1 19+3 766 | 19+3 764 | 19+3 766 | 22+3 783
CRL35 17+3 759 | 1743 755 | 17+3 755 | 22+2 764
E. mundti QU 25 17+3 757 | 1743 754 | 17+3 754 | 22+2 761
crl2656 16+3 759 | 1743 754 | 16+3 755 | 23+2 763

Propiedades de interés industrial

A pesar de que la utilizacion de enterococos de manera intencionada en la
industria alimenticia es controversial, estas bacterias estdn naturalmente presentes en

los productos lacteos contribuyendo de manera positiva en los procesos fermentativos.
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De hecho, en los ultimos afios dos cepas de E. durans con propiedades probidticas han sido
aisladas de cremas tradicionales chinas (Guo et al., 2016), mientras que varias de E. faecium
se usan desde hace ya tiempo con esa finalidad (Benyacoub et al., 2003; EFSA Panel on
Additives and Products or Substances used in Animal Feed (FEEDAP), 2012; Sun et al.,,
2010).

Con la intencién de localizar toda funcion putativa que pueda interesar a la
industria o bien fundamente un potencial uso, asi como pueda también llegar a
impedirlo, examinamos los genomas de las 4 cepas en estudio. De este modo y junto
con otros datos fenotipicos podriamos dirigir una seleccién racional de cepas con

capacidades metabdlicas relevantes para la industria alimenticia.

Azlcares

Inicialmente nos enfocamos en la utilizacién de azucares, ya que el perfil
metabdlico de los mismos es de gran importancia en los cultivos adjuntos. Para ello
identificamos funciones utilizando las anotaciones dadas por Rast y lo complementamos
con los resultados de una prueba APl (APl 50 CH kit, bioMérieux, Francia). Los
resultados generales se presentan en la Tabla 15. A continuacion detallamos las
funciones encontradas para cada carbohidrato en particular.

La capacidad de una BAL para incorporar y utilizar lactosa es una caracteristica
esencial para aquellas bacterias destinadas a la fermentacién de leche. Las pruebas API
indicaron que todas las cepas son capaces de utilizar D-lactosa, y las predicciones de
Rast acompafiaron estos resultados (Tabla 15).

En la Tabla 16 se indican los genes relacionados al consumo de lactosa. Tanto
para la cepa 1Q23 como para las cepas GM70 e Q110 encontramos el gen codificante
del represor LacR, asi como todo el operdn lacABCD vy los tres componentes del sistema
de fosfotransferasa responsable de la incorporacion de lactosa a la célula (Tabla 16).

Mientras que RAST también anota todas estas funciones para la cepa GM75, una
inspeccion detallada de las mismas nos reveld que se tratan de secuencias truncadas o
incompletas. Es decir, que no serian funcionales los genes PTS ni los genes lac
degradativos que permitirian la posterior conversion a tagatosa (funcidon comuin en BAL)

en la cepa GM75. No obstante, todas las cepas poseen el gen de al menos una
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permeasa de lactosa (/acS para las cepas de E. faecium vy lacY para la cepa E. durans

1Q23). Asimismo, el gen lacZ que codifica a la betagalactosidasa responsable de escindir

la molécula de lactosa en galactosa y glucosa se encuentra presente en todos los casos.

La presencia de estos Ultimos genes podria explicar la reaccidn positiva en la prueba API

para lactosa para la cepa GM75.

Tabla 15. Azucares fermentables predichos y perfil generado con la prueba API.

Cepa
1Q23 GM75 1Q110 GM70
Prueba Prediccidn Prueba Prediccién Prueba Prediccién Prueba Prediccidn
Azlcar API API API API
D-lactosa + + + + + + +
D-galactosa + + + + + + +
D-maltosa + + + + + + +
L-arabinosa - - | + + + +
D-trehalosa + - I + + + +
D-fructosa + + + + + + +
D-ribosa + + + + + + +
L-ramnosa - - - | + - -
Tabla 16. Genes predichos para el consumo de lactosa y galactosa.
. Presencia en la cepa
Metabolismo ., .
e Funcion Gen Ndmero EC
especifico
1023 1Q110 GM70 GM75
Sistema de transporte de
EC2.7.1.207
fosfotransferasa (PT) para lacEF ¢ 0 Si Si Si No
lactosa
Regulador del sistema PT lacR - Si Si Si No
EC5.3.1.26, EC
Utilizacién de Degradacion lacABCD 2.7.1.144, EC Si Si Si No
lactosa 4.1.2.40
Permeasa lacY - Si No No No
Permeasa lacS - No Si Si Si
Betagalactosidasa lacZ EC3.2.1.23 Si Si Si Si
e . galM, galA,
Utilizacion de Degradacion de galactosa galE, galT, EC5.1.3.3 Si Si Si Si
galactosa

galK and galR

Seguidamente, analizamos el metabolismo de galactosa, asociado directamente

con el anterior, cuya reaccién en la prueba APl fue positiva en todas las cepas.
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Encontramos que nuestros enterococos poseian los genes galM, galA, galE, galT, galK'y
galR (Tabla 15 y Tabla 16), necesarios para dicho metabolismo, lo cual concuerda con la
prueba fenotipica.

Por otro lado, la maltosa y las maltodextrinas son azlcares comunes en el tracto
gastrointestinal. La utilizacion de éstas como fuente de carbono es una propiedad
relevante en las bacterias comensales, especialmente aquellas probidticas. La reaccion
en la prueba de API para maltosa fue positiva para las cuatro cepas, lo cual puede
deberse a la presencia de los genes malT, malB, malM, malP y malR (Joyet et al., 2017;

Mokhtari et al., 2013; Sauvageot et al., 2017; Tabla 15y Tabla 17).

Tabla 17. Genes predichos para el consumo de maltosa y maltodextrinas

Presencia en la cepa

Metabolll'smo Funcién Gen Nimero EC
especifico
1023 1Q110 GM70 GM75
Sistema de . . . .
transporte ABC malerG i > B > >
Utilizacién de Proteina de
maltosa y utilizacién de malA - Si Si Si Si

maltodextrinas maltodextrinas

Neopululanasa aglB Ec3.2.1.135 Si Si Si Si
Sistema de

transporte tipo malT EC2.7.1.208 Si Si Si Si

fosfotransferasa
Maltosa fosforilasa malP EC2.4.1.8 Si Si Si Si
Utilizacidn de Fosfoglucomutasa malB EC5.4.2.6 Si Si Si Si

maltosa

Aldosa-1-epimerasa malM EC5.1.3.3 Si Si Si Si
Regulador malR - i i i i

transcripcional

. ) ycjWNOP ) , , .

Reguldn YcjW QRS Si Si Si No

La incorporacion y utilizacion de maltodextrinas también seria posible en todas
las cepas a través de los genes malEFG, malA y el gen codificante para una
neopululanasa putativa ag/B. Adicionalmente las tres cepas de E. faecium contienen al
reguldn YcjW, que también estd involucrado en la utilizacion de maltodextrinas (Tabla
17).

Ademas se encontraron los genes necesarios para el metabolismo de arabinosa

(arakK, araD, araA, araT y araR) en todas las cepas de E. faecium, pero no fue el caso
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para la cepa 1Q23. Estas observaciones concuerdan con el resultado de la prueba de API

para L-arabinosa (Tabla 15y 18).

Tabla 18. Genes predichos para el consumo de arabinosa, trehalosa, fructosa y ribosa.

Presencia en la cepa

Metabo'lfllsmo Funcién Gen Numero EC
eéspecitico Q23 1Q110 GM70  GM75
Sistema de transporte , , , ,
Utilizacién de tino fosfotransferass fruAB  EC2.7.1.202 S Si Si Si
fructosa D-fructoquinasa - EC2.7.14 i i i i
Regulador transcripcional araR - No Si Si Si
Ribulokinasa arak EC2.7.1.16 No Si Si Si
Utilizacion de L-ribulosa-5-fosfato-4- . . )
arabinosa epimerasa araD EC5.1.34 No Si Si Si
Arabinosa isomerasa araA EC5.3.14 No Si Si Si
Transportador araT TC3.A1.22 No Si Si Si
Riboquinasa rbsk EC2.7.1.15 Si Si Si Si
Utilizacion de ribosa Permeasa rbsD TC3.A1.2.1 Si Si Si Si
Regulador transcripcional rbsR - Si Si Si Si
Sistema de transporte , , , ,
Utilizacion de tipo fosfotransferasa treB EC2.7.1.201 Si Si Si Si
trehalosa Hidrolasa treC  EC32.193 i 5i si i
Ramnulokinasa rhaB EC2.7.1.5 No Si No Si
L-ramnosa isomerasa rhaA EC5.3.1.14 No Si No Si
Utilizacién de Ramnulosa-1-fosfato rhaD  EC41219  No i No i
ramnosa aldolasa
L-ramnosa mutarotasa rhaM - No Si No Si
Regulador transcripcional rhaR - No Si No Si

Nuestro analisis reveld que ademas de estos carbohidratos comunes, todas las
cepas serian capaces de usar trehalosa, debido a la presencia de los genes para
incorporacion de este azUcar via PTS y de la hidrolasa de trehalosa (Tabla 18). La
reaccion de la prueba de API resultd positiva para este azducar en las cuatro cepas
(Tabla 15).

También, todas resultaron positivas para el uso de fructosa y ribosa (Tabla 15),
lo cual puede asociarse a la presencia de los genes descriptos en la Tabla 18.

Finalmente, las cepas 1Q110 y GM75 poseen los genes rha, pero solo en la

primera son funcionales de acuerdo a las pruebas fenotipicas (Tabla 15 y Tabla 18). En
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una inspeccion detallada del contexto de estos genes pudimos comprobar que el gen
codificante de la enzima lactaldehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.22) se encuentra
truncado en la cepa GM75. La actividad que la enzima codifica es importante en los
ultimos pasos degradativos de la ramnosa (Rodionova et al., 2013). Por otro lado, la
permeasa responsable de la incorporacién de ramnosa no pudo ser encontrada en
ninguna de las dos cepas, aunque si se identificaron los genes para el transportador de
ramnogalacturénidos (rhiABC) en la cepa 1Q110 y GM75, con lo cual, los genes rha
podrian propiciar la fermentacion de ramnosa obtenida a partir de polimeros complejos
(Rodionova et al., 2013).

En términos generales se podria decir que las predicciones realizadas por Rast
tienen una elevada concordancia con lo observado fenotipicamente, y que esta alta
correlacion depende de la inspeccién detallada de cada funcién predicha.

Como puede apreciarse, las cepas de aisladas de queso tienen la capacidad de
metabolizar un amplio grupo de azlcares, que le permitirian subsistir en diferentes
ambientes con fuentes de carbono variables. En particular, dado su origen, la capacidad

para fermentar lactosa y galactosa en leche es una de las propiedades mas relevantes.

Proteinas, péptidos y aminoacidos

Si bien la fermentacion de azlcares es necesaria para sustentar el crecimiento
de las bacterias lacticas, existe otro metabolismo de igual importancia que es el de
proteinas, péptidos y aminoacidos. Como se menciona en la introduccién, las proteinas
mayoritarias en la leche son las caseinas. Los productos de hidrélisis de caseinas son
importantes para la produccion de compuestos de aroma en quesos asi como para el
desarrollo de texturas adecuada (Savijoki et al., 2006; Yvon y Rijnen, 2001).

Procedimos a buscar en los genomas de nuestras cepas genes codificantes de
proteinasas, transportadores, permeasas y peptidasas involucrados en la degradacion
de caseinas. La lista completa de los genes buscados y encontrados se presenta en las
Tablas 19y 20.

La cepa GM70, a diferencia del resto, codifica a una putativa proteinasa de
pared celular, similar a las encontradas en BAL (Mozzi et al., 2015), en particular

aquellas encontradas en los géneros Lactobacillus vy Lactococcus. Las pruebas de
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hidrélisis de caseina en placa resultaron negativas para todas las cepas incluida la
GM70.

No obstante, durante la fermentacion de leche, el proceso hidrolitico de caseina
es llevado a cabo principalmente por los coagulantes (Sousa et al., 2001). La microbiota
adventicia, luego puede aprovechar los péptidos o aminodcidos para su posterior

degradacion.

Tabla 19. Funciones predichas por Rast para la hidrdlisis de caseinas hasta la obtencion de aminodcidos.

Metabolismo Presencia en la cepa
Funcién Gen Numero EC
especifico Q23 1Q110 GM70 GM75
Transportador ABC de oligopéptidos oppDFBCA TC3.A.1.5.1 Si Si Si Si
Transportador de di-tripéptidos dppABCDF - Si Si Si Si
Proteinasa de pared celular prt EC3.4.21.96 No No Si No
Proteina de maduracion de Prt prtM No No No No
Transportador de di-tripéptidos dtpT - Si Si Si Si
Metinonilaminopeptidasa M pepM EC3.4.11.18 Si Si Si Si
Alanilaminopeptidasa N pepN EC3.4.11.2 No No No No
Aminopeptidasa A pepA EC3.4.11.7 Si Si Si Si
Pirrolidona carboxipeptidasa pcP EC3.4.19.3 Si Si Si Si
Aminopeptidasa C pepC EC3.4.22.40 Si Si Si Si
Utilizacién de Endopeptidasa G pepG EC:3.4.22.- No No No No
caseinas Endopeptidasa E pepE - No No No No
Endopeptidasa O pepO EC3.4.24.- Si Si Si Si
Endopeptidasa F pepF EC3.4.24.- Si Si Si Si
Dipeptidasa V pepV EC3.4.13.- Si Si Si Si
Tripeptidasa T pepT EC3.4.11.4 Si Si Si Si
Prolinadipeptidasa Q pepQ 3.4.13.9 Si Si Si Si
Prolin aminopeptidasa P pepP EC3.4.11.9 Si Si Si Si
Prolinadipeptidasa R pepR EC3.4.13.18 No No No No
Prolin peptidasa L pepl - No No No No
Prolin peptidasa | pepl EC3.4.11.5 No No No No
Prolin peptidasa X pepX - No No No No
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Tabla 20. Funciones relacionadas al metabolismo de aminodcidos.

Metabolismo Presencia en la cepa
Funcién Gen Numero EC
especifico 1Q23 1Q110 GM70 GM75
Aminotransferasa de
bcaT EC2.6.1.42 Si Si Si Si
aminodcidos ramificados
Aminotransferasa de
araT EC2.6.1.42 Si Si Si Si
aminoacidos aromaticos
Alanina
alaT EC2.6.1.21 Si No No No
aminotransferasa
Aspartato
aspT EC2.6.1.1 Si Si Si Si
aminotransferasa
Glutamato
gadRCB EC4.1.1.15 No No Si No
descarboxilasa
Descarboxilasa de alfa
kdcA EC4.1.1.72 No No No No
cetoacidos ramificados
Piruvato descarboxilasa pdc Ec4.1.1.1 No No No No
Glutamato
Metabolismo deshidrogenasa NADP- - EC14.14 Si Si Si Si
de dependiente
aminoacidos Descarboxilasa para bkdhAB
EC1.24.4 No No No No
aminodcidos ramificados CD
Alcohél deshidrogenasa adh EC1.1.11 No No No No
Alcohél/Aldehido
deshidrogenasa adhE EC1.2.1.10 Si Si Si Si
bifuncional
Piruvato deshidrogenasa pdh EC1.2.4.1 Si Si Si Si
Hidroxiacido
hdhD EC1.1.1.-- No No No No
deshidrogenasa
Hidroxiacido
hdhL EC1.1.1.- No No No No
deshidrogenasa
Aspartoquiinasa aspk EC2.7.2.4 Si Si Si Si
Glutamato-5-quinasa gluk EC2.7.2.11 Si Si Si Si
Cistationina {3 liasa - EC4.4.1.8 Si No Si No
Cistationina y liasa - EC4.4.1.1 No No No No

Por otro lado, en L. lactis, la proteinasa requiere de una proteina activadora de
maduracion, codificada por el gen prtM (Vos et al., 1989). No pudimos encontrar

codificado un gen con homologia a este Ultimo en la cepa GM70. La Tabla 19 presenta
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la lista con las funciones necesarias para la hidrélisis de caseina hasta la obtencién de
aminoacidos detectadas por medio de Rast.

En la Tabla 20 se analizaron las rutas degradativas de aminoacidos que
conducirian a la produccion de compuestos de aroma. Se buscaron los genes putativos
codificantes de aminotransferasas, descarboxilasas, deshidrogenasas y liasas de
aminoacidos y derivados (Tabla 20).

En todas las cepas encontramos diversas transaminasas, entre las que podemos
mencionar a la de aminoacidos de cadena ramificada y la de aromaticos. Estas son
especialmente importantes ya que inician la degradacién de los principales aminoacidos
generadores de aroma y sabor. También, encontramos anotadas varias
aminotransferasas de acido aspartico y de alanina, para la cepa 1Q23. No obstante, de
acuerdo a los resultados de la busqueda en BLAST de estos genes, podrian estar
cubriendo transferencias de grupos amino sobre otros aminodcidos.

Dentro de las descarboxilasas, encontramos en la cepa GM70 la glutamato
descarboxilasa GIluDC, ausente en los demdas enterococos. Por otro lado, la
descarboxilasa de los a-cetoacidos generados a partir de aminoacidos ramificados no
pudo encontrarse. Sin embargo, ha sido descripto para L. lactis, que la enzima piruvato
deshidrogenasa estaria implicada en la descarboxilacién oxidativa de los aminoacidos
aromaticos y los de cadena ramificada (Yvon y Rijnen, 2001).

A su vez, detectamos en las cepas GM70 e 1Q23 el gen codificante para una
cistationina B liasa, que podria producir metanotiol, lo cual les otorgaria una ventaja por

sobre las demas cepas respecto de la generacién de aroma

Actividades lipasa y esterasa

Las actividades esterasa y lipasa son importantes en la generacion de sabor y
aroma en los quesos principalmente por medio de la hidrolisis de las grasas presentes
en la leche, pero también por rutas alternativas como las de alcohdlisis (Holland et al.,
2005).

Los &cidos grasos libres pueden proveer a los lacteos de los tipicos sabores “a
gueso”, mientras que los ésteres generan notas mas frutales, que suelen enmascarar
los sabores desagradables de los acidos grasos de cadena corta. La busqueda entre las
anotaciones de RAST nos llevé a encontrar cuatro, tres, tres y dos esterasas en las cepas
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1Q23, 1Q110, GM75, y GM70, respectivamente. En todas, uno de estos genes esta
anotado como una tributirinesterasa (Tabla 22), con un alto porcentaje de identidad
con el gen estA de E. faecium DO (PRINA55353). No obstante, la prueba fenotipica de
hidrolisis de tributirina (ver materiales y métodos) no arrojo resultados conlcuyentes.
Ademas, también se encuentran anotadas cuatro lipasas en las cepas de E. faeciumy 3

para la cepa de E. durans.

Metabolismo del citrato y piruvato

En la Tabla 21 se detallan los genes anotados por Rast relacionados a la
degradacién de piruvato y citrato. Como se confirmd en el capitulo dos, todas las cepas
pueden convertir piruvato en acetoina y diacetilo gracias a la presencia de los genes
alsS y alsD. El gen alsR descripto para B. subtilis que codifica para un regulador del
operon alsSD (Fradrich et al.,, 2012) no pudo ser encontrado en las cepas de
enterococos. Ademas, a diferencia de L. lactis, tampoco pudimos encontrar los genes
butAB que permitirian la obtencion del compuesto 2,3-butanodiol.

Asimismo, tal como se describe en el capitulo anterior, los genes necesarios para
la fermentacion de citrato solo fueron identificados en las cepas GM75, 1Q23 y GM70

(Tabla 21).

Tolerancia a sales biliares y bacteriocinas

En las cepas de E. faecium encontramos anotada una enzima cuya funcién esta
directamente relacionada a la supervivencia en el tracto gastrointestinal, que es la
Coloilglicil hidrolasa, también denominada enzima BSH (por las siglas de la expresiéon
inglesa correspondiente a “hidrolasa de sales biliares”). Esta enzima, no solo esta
relacionada a la supervivencia en medios que contengan estas sales, sino que también
esta asociada con la disminucién del colesterol en el hospedador de la bacteria (Choi et
al., 2015; Jones et al., 2013; Tsai et al., 2014).

A pesar de que esta funcién no se encontré en la cepa 1Q23, se hallé la enzima
ciclopropanoacilfosfolipido sintasa, presente a su vez en el resto de las cepas, que
proveeria de una tolerancia a las sales biliares.

Por otro lado, RAST anota varias bacteriocinas en los genomas analizados. Estas

pequefias proteinas o péptidos son capaces de inhibir el crecimiento de patdgenos vy
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modular la composicién de la microbiota intestinal. En consecuencia, pueden también
modular el sistema inmune del hospedador (Dobson et al., 2012). De hecho,
encontramos un precursor de bacteriocina tipo P, una putativa colicina V y una
enterocina tipo carnobacteriocina BM1, en todas las cepas. A éstas se le suma una
bacteriocina mas para las cepas de E. faecium y tres para la de E. durans, que no tiene

homologia con otras bacteriocinas comunes.

Tabla 21. Funciones detectadas relacionadas al metabolismo de piruvato y citrato.

Metabolismo Presencia en la cepa
’ Funcién Gen Nudmero EC
especifico 1Q23 1Q110 GM70 GM75
Piruvato
pdh EC124.1 Si Si Si Si
deshidrogenasa
Lactato
Idh EC1.1.1.27 Si Si Si Si
deshidrogenas
Acetolactato
alsS EC2.2.1.6 Si Si Si Si
Metabolismo de sintasa
piruvato Acetolactato
alsD EC4.1.1.5 Si Si Si Si
descarboxilasa
Regulador
alskR - No No No No
transcripcional
2,3-butanodiol EC1.1.1.4,EC
butBA No No No No
deshidrogenasa 1.1.1.304
Operdn
EC4.1.1.3,EC
Metabolismo de fermentativo de CitMPCDEFXG Si No Si Si
4.1.1.6
citrato citrato
Regulador citl - Si No Si Si

Aminas biogénicas

Asi como existen ciertas actividades metabdlicas deseadas en las cepas a ser
utilizadas en la industria alimenticia, existen también aquellas indeseadas. Una de ellas
es la de produccion de aminas biogénicas.

Como se menciond en la introduccion, estos derivados aminoacidicos generan
malestares cuando son consumidos, y por lo tanto su generacién tiende a minimizarse.

Las aminas biogénicas mads comunes son aquellas producidas a partir de
histidina, lisina, ornitina y tirosina. Todas ellas poseen vias anabdlicas estudiadas
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ampliamente y son comunmente encontradas en BAL (Lonvaud-Funel, 2001; Pessione
and Cirrincione, 2016; Spano et al., 2010; Suarez et al., 2012). Para el caso de nuestras
cepas solo fuimos capaces de encontrar codificada la ruta completa para la formacién
de tiramina a partir de tirosina (Tabla 22).

Con el objeto de confirmar la capacidad de produccion de tiramina, se utilizé
una modificacién del medio de Bover-Cid y Holzapfel para deteccién de actividades

descarboxilasas (Bover-Cid y Holzapfel, 1999).

Fig. 35. Deteccion de actividad tirosina descarboxilasa. A) Cepa 1Q110; B) cepa GM70, C) cepa 1Q23 y D)
cepa GM75.La coloracion violdcea indica una reaccion positiva de descarboxilacion de tirosina, mientras
que la coloracion amarilla un resultado negativo.

Como se observa en la Fig. 35, las cepas 1Q110 e 1Q23 dieron resultados
positivos (coloracién violacea), la GM70 dio un resultado intermedio mientras que la
cepa GM75 no modificd el indicador de pH, permaneciendo la coloracion amarilla del
medio.

Pese a que todas las cepas poseen los genes para la generacion de tiramina
(Tabla 22), la diferencia en la expresion génica y/o en las capacidades degradativas,
pueden generar diferencias en un medio selectivo sencillo como el utilizado, impidiendo
la correcta deteccion de la actividad descarboxilasa. Mas estudios seran necesarios
para confirmar tal actividad, mediante el uso de técnicas mas sensibles. No obstante, la
descarboxilacion de tirosina es una caracteristica comun de los enterococos (Bargossi et
al., 2015; Ladero et al., 2012; Perez et al., 2017; Suarez et al., 2012). En particular en E.
faecium se ha demostrado como un mecanismo de homeostasis de pH celular, dado
que la reaccion consume protones intracelulares, alcalinizando el citoplasma (Pereira et

al., 2009). Desde el punto de vista tecnolégico, la supervivencia a pH bajo es una
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caracteristica relevante en los enterococos que crecen mayormente en etapas tardias

de la produccién de los quesos.

Tabla 22. Funciones detectadas para actividades esterasa y produccion de aminas biogénicas

Presencia
Propo,sllto Funcién Gel Ndmero EC
especifico 1Q23 1Q110 GM70 GM75
Lipdlisis Esterasa estA EC3.1.11 Si Si Si Si
Tirosil-tARN sintetasa tyrRS EC6.1.1.1 Si Si Si Si
Tirosina descarboxilasa tyrDC EC4.1.1.25 Si Si Si Si
Produccién de
tiramina Permeasa de tirosina tyrP - Si Si Si Si
Na+/H+ antiportador nhaC - Si Si Si Si
Ornitina descarboxilasa odc EC41117 No No No No
Agmatina deiminasa aguA EC3.5.3.12 No No No No
3 Putrescina carbamoil aguB EC2.1.36 No No No No
Produccién de transferasa
putrescina Carbamato quiinasa aguC EC2.7.2.2 No No No No
A ) .
gmatlr‘w/putrescma aguD ) No No No No
antiportador
Regu}lad.or aguR - No No No No
transcripcional
Histidina descarboxilasa hdcA EC4.1.1.22 No No No No
Permeasa de histidina hdcP - No No No No
Produccionde il tARN sintetasa  hisRS - No No No No
histamina
Proteina de maduracion
de la histidina hdcB - No No No No
descarboxilasa
., Lisina descarboxilasa cadA EC4.1.1.18 No No No No
Produccién de . '
cadaverina Lisina/cadaverina cadB i No No No No

antiportador

Estabilidad gendmica: secuencias de insercidon, profagos, CRISPR, islas gendmicas y

plasmidos

Las secuencias de insercion (IS, del respectivo término inglés), los transposones,
los plasmidos y profagos, asi como otros elementos maéviles (por ejemplo, las islas
gendmicas o elementos conjugativos) proveen de variabilidad gendmica y son en si
mismos mediadores en la transferencia horizontal de genes y reorganizaciones
gendmicas. La capacidad de una cepa para tomar o transferir secuencias de ADN,

tendra un impacto directo en la estabilidad de su genoma. Esta Ultima, es una
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caracteristica altamente deseable en las cepas de interés para la industria alimenticia. Al
mismo tiempo, la plasticidad gendmica de una cepa establecera diferencias con las
demas, lo cual podria resultar en una ventaja o una desventaja.

A continuacion describimos los elementos méviles encontrados en los genomas

de los enterococos aislados.

Secuencias de insercién

Inicialmente, realizamos una buUsqueda de IS putativas utilizando las
herramientas descriptas en materiales y métodos. Los resultados para las IS halladas se

muestran en la Tabla 23.

Tabla 23. Secuencias de insercion detectadas en las cepas 1Q23, GM75, 1Q110 y GM70.

Cepa IS predicha Estado % G+C  Familia Aislada originalmente de
ISEfa7 Completa 39 1S1182 E. faecium
ISEf1 Completa 35 1S256 E. faecalis
1023
1S1252 Completa 40 IS30 Enterococcus sp.
1S1485 Incompleta 38 IS3 E. faecium
ISEfal3 Completa 32 1S256 E. faecium
IS* (dos copias) Incompleta  39;40 IS6 L. lactis
GMTS ISEfm2 Completa 39 1S256 E. faecium
ISEnfa4 Completa 39 1S256 E. faecalis
ISEfm1 (dos copias)  Completa 35 1S982 E. faecium
ISLgar5 Completa 43 1S256 L. garvieae
IS* Completa 36 ISL3 E. faecium
1Q110
ISEfm1 (dos copias)  Completa 35 1S982 E. faecium
ISLpl1 Incompleta 41 IS30 Lactobacillus plantarum
IS* (dos copias) Incompleta 39 IS6 L. lactis
IS1251 Completa 38 ISL3 E. faecium
ISLgar5 Completa 43 IS256 L. garvieae
1S1062 Completa 35 IS30 E. faecalis
ISEfm2 Completa 39 1S256 E. faecium
GM70 ISEfal0 Completa 39 IS3 E. faecium
IS * Completa 37 IS6 L. lactis
ISEfm1 Completa 35 1S982 E. faecium
ISEfa7 Completa 39 1S1182 E. faecium
1S1252 Completa 40 IS30 Enterococcus sp.
1S1485 Completa 38 IS3 E. faecium
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La cepa GM70 se presenta como aquella con mayor niumero de IS completas
detectadas (10) mientras que la cepa IQ23 es la que posee el menor numero (5). Todas
las secuencias detectadas pertenecen a familias cuyos origenes se encuentran en los
géneros Lactococcus, Lactobacillus y Enterococcus (Tabla 23). Cabe destacar que la
secuencia 1S16 utilizada como marcador de cepas asociadas a clinica (Werner et al.,,

2011) no fue hallada en ninguno de los casos.

Profagos

Nos interesd determinar la presencia de fagos integrados en los genomas de
nuestras cepas. Como se aprecia en la Tabla 24 la cepa IQ23 presenta el mayor nimero
de profagos predichos, un total de 6, mientras que en las cepas de E. faecium se

predicen tan solo 3 a cada una.

Tabla 24. Profagos predichos para las cepas 1Q23, GM75, GM70 e 1Q110

Cepa Regién Estado % G+C Numerode CDS Tamafio de la regién (Kb)

1023 1 Cuestionable 38 22 35.2
2 Incompleto 37 30 15.5
3 Intacto 37 51 36
4 Intacto 40 42 38.1
5 Incompleto 36 30 22.6
6 Intacto 38 35 30.2
GM75 1 Intacto 37 55 42.3
2 Intacto 36 67 39.7
3 Cuestionable 37 28 40.3
1Q110 1 Cuestionable 35 22 18.5
2 Intacto 37 53 43.6
3 Incompleto 36 40 25.4
GM70 1 Intacto 37 42 34.4
2 Intacto 36 42 40.6
3 Intacto 37 46 41.2
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Locus CRISPR-Cas

También inspeccionamos los genomas en busqueda de loci CRISPR-cas. Estas
regiones no solo proveen a la cepa portadora de la habilidad para defenderse de
moléculas extrafias de ADN, sino que, para el caso de los enterococos, se las sugiere
como marcadoras de cepas sensibles a antibidticos (Palmer y Gilmore, 2010), dado que
la mayoria de los genes de resistencia se adquieren por medio de elementos genéticos
moviles, los cuales podrian ser evitados por estas secuencias CRISPR.

Utilizando el servicio web mencionado en materiales y métodos, fuimos capaces
de detectar una secuencia putativa CRISPR, formada por tres repeticiones directas de
24 pb y tres espaciadores. No obstante estas secuencias fueron halladas contenidas
dentro de un putativo gen codificante de una proteina Rep. Considerando que no
pudimos encontrar secuencias codificantes de proteinas Cas proximas a dichas
repeticiones, concluimos que las secuencias predichas no corresponderian a CRISPRs.

Complementariamente, RAST anota para la cepa IQ23 cinco genes putativos
codificantes de proteinas Cas. Dichos genes tienen una organizacion similar a aquella
descripta para las regiones CRISPR-Cas del subtipo Nmeni (Haft et al., 2005). No
obstante, no encontramos secuencias palindromicas cercas de estos genes. Realizando
un apilamiento de esta region con las mismas de otras cepas de E. durans, revelamos
una delecion de 94 pb de bases debajo de estos loci (no mostrado). Esta delecién podria
haber afectado a probables secuencias palindrémicas que hubiesen conformado un

locus CRISPR-Cas en la cepa 1Q23.

Islas genémicas

Nos interesd estudiar la presencia de islas gendmicas (GEIl) en las cepas de
enterococos. En particular aquellas de patogenicidad, que pudieran indicar algun tipo
de peligrosidad de nuestros aislamientos para un potencial uso en la industria
alimenticia.

Utilizando la herramienta web IslandViewer (Dhillon et al., 2015) pudimos
detectar varias islas putativas en cada genoma. Es importante destacar, que esta
aplicaciéon web detecta regiones con caracteristicas particulares dentro de los genomas,

tales como zonas con una frecuencia diferente en el uso de codones o sitios de
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integracién entre genes de ARNt/ARNtm, y las asigna como posibles GEI. En ninguna de
las islas detectadas encontramos genes de resistencias antibidticas o de virulencia.

Para la cepa GM75, IslandViewer fue capaz de encontrar trece GEl putativas, con
tamafos de entre 3 a 23 Kpb. Dentro de estas islas pudimos encontrar codificados tanto
elementos genéticos moviles como, proteinas fagicas, genes de catabolismo de
aminoacidos, proteinas ribosomales, transportadores de metales, del metabolismo de
lactosa y enterocinas.

En E. faecium 1Q110 se predijeron nueve GEl, con tamafios desde los 2 a los 36
Kpb. En estas islas también se encontraron elementos genéticos maviles, secuencias
fagicas y genes de proteinas ribosomales. En particular encontramos genes relacionados
a resistencia a estrés oxidativo y de utilizaciéon de azUcares o sus derivados. También
encontramos una putativa RepB y el gen codificante de la enzima BSH.

Para la cepa GM70 se predijeron ocho islas de tamafios variables entre 2 y 33
Kb. Nuevamente, dentro de éstas se encontraron genes codificantes de proteinas
ribosomales, diferentes tipos de transportadores de acidos organicos y metales, genes
relacionados al metabolismo de aminoacidos y de azlcares, al mismo tiempo que
detectamos el gen para una proteina Rep y un precursor de enterocina tipo P.

Por ultimo, en el genoma de la cepa 1Q23 se predijeron un menor numero de
GEls, cinco en total, cuyos tamafios van desde los 6 a los 32 Kpb. La mayoria de las
proteinas codificadas en estas islas también son ribosomales, relacionadas a fagos o a
metabolismos especificos de azlcares o aminodacidos. A diferencia de las cepas de E.
faecium, encontramos sistemas toxina-antitoxina (épsilon/zeta, MazE/MazF). Por otro

lado, también se describen genes rep y de bacteriocinas.

Plasmidos

Examinando las cepas de enterococos secuenciadas y disponibles en las bases
de datos, observamos que las pertenecientes al grupo E. faecium son portadoras de
multiples plasmidos, muchos de los cuales poseen tamafos superiores a los 150 Kpb,
denominados megaplasmidos (Freitas et al., 2010; Kopit et al., 2014; Rosvoll et al.,
2012). En la Tabla 25 se ilustra lo anterior con cepas representativas de las especies E.
faecium y E. durans, cuyos genomas se encuentran completamente ensamblados. La
cepa E. faecium DO (o TX16, Qin et al., 2012) posee 3 plasmidos, mientras que las cepas
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NRRL-B2354 (Kopit et al., 2014) y T110 (Natarajan y Parani, 2015) tan solo uno. No
obstante, el pldsmido 3 de la cepa DO vy el Unico de la NRRL-B2354 son megaplasmidos,
ambos con tamafios superiores a los 200.000 pb. La cepa T110, posee un plasmido de
menor tamafio (44,1 Kpb).

La cepa de E. durans KLDS 6,0933 posee dos plasmidos, uno de ellos con mas de
150.000 pb, mientras que la cepa BDGP3 posee tan solo uno de menor tamafio.

Por otro lado si observamos los porcentajes de G+C de los cromosomas son
siempre superiores al 38%, mientras que los plasmidicos no alcanzan el 37% , pudiendo

ser tan bajos como 32,9% (Tabla 25).

Tabla 25. Informacidn disponible en NCBI de las secuencias genémicas y plasmidicas de cepas representativas de las

especies E. faecium y E. durans.

Cepa Replicon Nombre  NuUmero de acceso Tamafio (Mb) % G+C
E. faecium DO Cromosoma - 017960.1 2,70 38,2
Plasmido 1 017961.1 0,04 36,5
Plasmido 2 017962.1 0,07 34,4
Plasmido 3 017963.1 0,25 36,0
E. faecium NRRL-B2354  Cromosoma - 020207.1 2,64 38,0
Plasmido pNB2354_1 020208.1 0,21 36,0
E. faecium T110 Cromosoma - CP006030.1 2,69 38,5
Plasmido pEFT110 CP006031.1 0,04 35,8
E. durans KLDS 6,0933 Cromosoma - CP012366.1 2,87 38,0
Plasmido  sin nombre 1 CP012367.1 0,16 35,5
Plasmido  sin nombre 2 CP012368.1 0,04 35,3
E. durans BDGP3 Cromosoma - CP022930.1 2,98 38,0
Plasmido  pEdBDGP3A CP022931.1 0,006 32,9

Debido a la alta frecuencia y diversidad de plasmidos presentes en las cepas del
grupo E. faecium, utilizamos varias estrategias para intentar aislar y detectar
potenciales secuencias plasmidicas dentro de los genomas secuenciados de nuestras.
Durante la extraccion de ADN tales secuencias (especialmente las de megaplasmidos)
podrian haber sido aisladas y, en consecuencia, haber sido secuenciadas en conjunto
con el ADN cromosomal.
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Inicialmente, buscamos en los genomas de las cuatro cepas en estudio
secuencias codificantes de proteinas Rep, utilizando la herramienta web PlasmidFinder
(Carattoli et al., 2014). En la Tabla 26 se listan las tres proteinas Rep identificadas por el
programa. Con el propdsito de determinar si la region de ADN que contenia dichas Rep
podria pertenecer originalmente a un plasmido, se aislaron los contigos que las
contenian y se calculé el porcentaje de G+C de los mismos, los cuales fueron cotejados

con el calculado para los genomas enteros.

Tabla 26. Lista de proteinas Rep predichas

Proteina Rep Identidad con la Contenido de G+C
Cepa También presente en
predicha base de datos (%) del cdntigo (%)
GM70 98,94 35,1
E. faecium NRRL-B2354 plasmido
GM75 98,66 35,8 pPNB2354_1;
RepUs15 E. faecium DO plasmido 3;
Q110 98,46 35,5 E. durans KLDS6.0930 y 6.0933
pladsmido 1
1023 98,85 35,5
GM70 99,79 32,1
Rep18 E. faecium E39 pladsmido 5
1Q23 99,89 32,8
E. faecium NRRL-B2354 plasmido
Repl GM70 97,10 36,9 pNB2354

En la tabla 26 se muestra el céntigo original que contiene a la Rep predicha y el
contenido de G+C del mismo. El porcentaje de G+C encontrado para el contigo que
contenia al gen rep fue siempre menor (32,1 a 36,9 %) al gendmico (37-38 %). Este dato
sugiere la posibilidad de que dichas secuencias pertenezcan a pldsmidos.

A continuacién, buscamos estas mismas proteinas Rep en plasmidos de otras
cepas del grupo E. faecium. Utilizando BLAST fuimos capaces de localizar la proteina
RepUs15 en el megaplasmido pNB2354 de E. faecium NRRL-B2354 y en el plasmido 3 de
E. faecium DO. También en los dos megaplasmidos de las cepas E. durans KLDS 6.0930 y
6.0933. La proteina Rep18 pudo ser localizada en el pldsmido 5 de la cepa E. faecium

E39, mientras que la Repl contenida también en el megaplasmido pNB23 (Tabla 26).
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Ademds de las Rep encontradas utilizando la aplicacién PlasmidFinder, Rast
anota en las cuatro cepas otras proteinas Rep diferentes. Analizando el contexto génico
de las mismas, encontramos que en la cepa GM70 los genes del metabolismo del citrato
se encuentra adyacente a una de estas Rep en un céntigo de bajo contenido de G+C
(Céntigo 44.1; %G+C: 35,8).

En la cepa IQ23 detectamos la misma situacion (en el contigo 42; %G+C: 34.8),
en tanto que en la GM75 los genes cit estan aislados en el contigo 167 (de 34,7% de
G+C). Lo observado podria ser un indicio de la presencia del grupo de genes cit en un
plasmido. Muchos firmicutes poseen este metabolismo codificado plasmidicamente,
tale es el caso de L. lactis o E. faecium NRRL-B2354.

Luego, realizamos alineamientos individuales de los genomas enteros de
nuestras cepas con los plasmidos de cepas representativas de E. faecium y E. durans,
utilizando Mauve (Darling et al., 2004) y Rast. Muchas de las funciones codificadas en
los plasmidos de referencia fueron encontradas en los genomas de nuestras cepas.
Entre ellas encontramos genes necesarios para la utilizacién de azlcares, para el
metabolismo de citrato, codificantes de bombas de expulsién de drogas, de proteinas
Rep, resistencias a estrés oxidativo y enterocinas. De acuerdo a lo descripto
previamente, muchas de estas funciones habian sido agrupadas dentro de islas
gendmicas. Este analisis lleva a la suposicidon de que las cepas aisladas en nuestro
laboratorio poseerian probablemente plasmidos, que como consecuencia de la
metodologia utilizada para la extraccion de ADN (y posiblemente el tamafio de dichos
plasmidos) se encontrarian contenidos y mezclados en las secuencias gendmicas. A su

vez, muchas de las regiones anotadas como GEls quizas pertenezcan a estos plasmidos.

Resistencias a antibidticos

La capacidad de las bacterias para mediar la transferencia de ADN obliga a la
industria alimentaria a seleccionar cepas que preferentemente no posean resistencias
antibidticas. Utilizando pruebas in vivo junto a las predicciones in silico determinamos la
presencia de dichas resistencias en nuestras cepas. Inicialmente realizamos ensayos de

resistencias por medio del analizador automatico Vitek®2.
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Encontramos que las cuatro cepas eran sensibles a la mayoria de los antibidticos
comunmente utilizados en clinica (Tabla 27). No obstante, todas las cepas resultaron
resistentes a trimetoprima/sulfametoxazol. Ademas, las cepas GM70, GM75 e 1Q110
poseen una resistencia intermedia a nitrofurantoina y solo en la cepa GM70 se detectd
una resistencia intermedia a ciprofloxacina (Tabla 27). La cepa 1Q23, en cambio,
presentd las menores CIMs para el anterior antibiético, asi como también para
levofloxacina, eritromicina y quimupristina/dalfopristina (Tabla 27).

Para el caso de eritromicina, y segin las recomendaciones de la caracterizaciéon
fenotipica para estas cepas, las resistencias intermedias obtenidas debieron ser
cambiadas por resistencias completas.

Ademas de ello, realizamos ensayos de difusion en disco para otros antibidticos
comunes no analizados automaticamente, tales como cloramfenicol, fosfomicina y
rifampicina. Obtuvimos una resistencia intermedia en las cepas Q23 e 1Q110 para los
dos primeros antibidticos, mientras las cepas GM75 y GM70 fueron sensibles. Para
rifampicina todas resultaron sensibles.

De manera conjunta, se realizé una busqueda bioinformatica de aquellos genes
y funciones anotadas que pudieran estar relacionadas a dichas resistencias. Para ello
utilizamos varias herramientas informaticas que aportan datos complementarios: los
servicios de ResFinder (Kleinheinz et al., 2014) y CARD (Jia et al., 2017) que predicen
resistencias antibidticas por homologia con las de su base de datos, anotaciones dadas
por Rast y busqueda con BLAST de genes especificos de interés.

Por medio de ResFinder fuimos capaces de encontrar el gen msrC en las cepas
Cit". Este gen puede conferir resistencia a lincosamidas (clindamicina) vy
estreptogramina B (quinupristina). Sin embargo, se encuentra en la mayoria de las
cepas de E. faecium, patogénicas o no (Nallapareddy et al., 2008). Al mismo tiempo,
este tipo de antibidticos no serian efectivos en clinica contra los enterococos, de modo
tal que, no deberian ser testeados in vivo y las cepas deberian reportarse siempre como
resistentes a los mismos (recomendacion del CLSI). El sistema Vitek®2 prueba los
antibidticos quinupristina y dalfopristina (estreptograminas B y A, respectivamente) en

conjunto, que es el tratamiento comun al cual las cepas resultan susceptibles (Tabla 27).
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Tabla 27. Lista de resistencias antibidticas probadas in vivo y predichas in silico. Las pruebas in vivo incluyen el andlisis

automdtico por medio del sistema Vitek2 y ensayos de difusion con discos.

Cepa
Antibidtico 1023 GM75 1Q110 GM70
probado ciM/
cim/ cim/ cim/
Gen putativo Gen putativo Gen putativo  fenot  Gen putativo
Fenotipo fenotipo fenotipo
ipo
Ampicilina <2/S pbp5 hibrido <2/S pbp5 hibrido <2/S pbp5 hibrido  <2/S  pbp5 hibrido
bomba de bomba de bomba de bomba de
Ciprofloxacina <0.5/S expulsion <0.5/S  expulsion pmrA  <0.5/S  expulsion pmrA  1/I  expulsién pmrA
pmrA o Ide o lde o lde o lde
Nitrofurantoina <16/S - 64/ - 64/ - 64/ -
Bomba de Bomba de Bomba de Bomba de
Tetraciclina <1/S <1/S <1/S <1/S
expulsién expulsion expulsién expulsiéon
Transportado Transportador Transportador y Transportador
<0.5
Vancomicina <0.5/S r ABC, vanR, <0.5/S ABC, vanR,y <0.5/S ABC, vanR, y ABC, vanR,y
S
y van$S vanS vansS vansS
Gentamicina SYN-
, SYN-S/S  AAC(6')-lih  SYN-S/S AAC(6')-li SYN-S/S AAC(6')-li AAC(6')-li
(HL) S/S
Estreptomicina SYN-
SYN-S/S  AAC(6')-lih  SYN-S/S AAC(6')-li SYN-S/S AAC(6')-li AAC(6')-li
(HL)? S/S
pmrA or Ide pmrA or Ide pmrA or lde pmrA or Ide
Levofloxacina <0.12/S bomba de 0.5/S bomba de 2/S bomba de 2/S bomba de
expulsion expulsion expulsion expulsion
Eritromicina <0.25/S - >8/R - 2/Rb - 2/R¢ -
Quinupristina/
<0.25/S - 1/S - 1/S - 1/S -
Dalfopristina
Linezolida 2/S - 2/S - 2/S - 2/S -
<0.5/
Teicoplanina <0.5/S - <0.5/S - <0.5/S - -
S
<0.5/
Minociclina <0.5/S - <0.5/S - <0.5/S - -
S
Trimetoprima/ b ) b <10
<10R dfrE <10R dfrE <10R dfrk b dfrE
Sulfametoxazol R

*Guia de interpretacion de Concentraciones inhibitorias minimas (CIM): CLSI M100-S16 + interpretacién fenotipica dada por el
sistema Vitek 2. Las cepas se clasificaron fenotipicamente como sensibles (S) o, con resistencia intermedia (I) o completa (R); Para
los casos de antibidticos que se administran sinergisticamente con otros y en altas concentraciones, no se calcula un valor de CIM
sino que se reporta un resultado SYN-S (sensible).
®HL: “high level”, se probd la resistencia a altas concentraciones, ya que la evidencia fenotipica previa demuestra niveles basales de
resistencia intrinsecos en los enterococos para estos antibidticos.
® Se cambiaron los fenotipos S por R, de acuerdo al sistema experto del equipo (AES).
“Se cambid el fenotipo | por R, de acuerdo al sistema experto del equipo (AES).
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A continuacién, las anotaciones realizadas por Rast nos permitieron identificar
en todas las cepas genes codificantes de betalactamasas putativas. Ademas, la cepa
Q110 posee el gen fosX que podria otorgarle la resistencia intermedia observada para
fosfomicina. También encontramos genes anotados como de tolerancia a vancomicina
(transportadores de tipo ABC) en todas las cepas, pero ningln gen van pudo ser
detectado por este servicio.

Dado que la resistencia a vancomicina es una caracteristica frecuente en
enterococos, quisimos profundizar estas predicciones por medio de una busqueda
manual con BLAST. Para ello seleccionamos los genes van de la cepa de E. faecium DO
como referencia. De esta manera encontramos los genes vanR y vanS, miembros del
sistema de dos componentes que activa a los genes de resistencia van, pero ninguno de
estos Ultimos pudo ser encontrado en ninguna de las cepas. Como consecuencia,
podemos decir que junto con el resultado negativo en el ensayo in vivo, que las cepas
no poseen resistencia a vancomicina (Tabla 27).

Para el caso de la cepa de E. durans 1Q23, ResFinder no fue capaz de predecir
ninguna resistencia. Aunque, la inspeccién detallada de las anotaciones de Rast reveld
dos bombas putativas de expulsion de multiples drogas, una de ellas similar a PmrA de
Streptococcus pneumoniae, otra a Lde de Listeria monocytogenes (ambas podrian
conferir resistencias a fluoroquinolonas). Una tercera prediccién revelada por este
programa corresponderia a una bomba de tetraciclina. Estas mismas bombas fueron
también halladas en las cepas de E. faecium, lo cual podria explicar la resistencia
intermedia de la cepa GM70 a ciprofloxacina, pero no asi la susceptibilidad a este
antibiotico del resto, o para levofloxacina o tetraciclina (o minociclina) en todas las
cepas (Tabla 27).

Al mismo tiempo nos interesd buscar el gen pbp5, descripto previamente en E.
faecium (Rice et al., 2009; Sifaoui et al., 2001), cuyas mutaciones estan asociadas a la
resistencia a ampicilina. Dado que nuestro fenotipo es sensible para este antibidtico en
las cuatro cepas, quisimos corroborar la concordancia entre los datos fenotipicos y los
genotipicos. Ninguna de las cepas mostrd la forma pbp5-S (encontrada en las cepas

sensibles a ampicilina), pero tampoco se encontrd la forma pbp5-R (presente en las
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cepas resistentes). En su lugar, se exhiben formas hibridas, que no pueden asociarse a
un fenotipo en particular (Pietta et al., 2014; Tabla 27).

Para completar las predicciones, utilizamos, la base de datos CARD (Jia et al,,
2017). La herramienta de busqueda presente en el sitio web nos permitié identificar
genes que otorgarian resistencias a aminoglucdsidos (AAC(6')-lih y AAC(6')-li) vy a
trimetoprima (dfrE) en todos los casos (Tabla 27). Esto podria explicar las resistencia a
los niveles bajos de gentamicina y estreptomicina (antibidticos del grupo de los
aminoglucdsidos), motivo por el cual se realiza la prueba con altas concentraciones
segun el sistema Vitek®2 (Tabla 27). Por otro lado, también explicaria la resistencia
intrinseca de los enterococos a trimetoprima junto a sulfametoxazol. No obstante, y a
pesar del cambio realizado por el equipo, todas las cepas resultan sensibles a este
conjunto.

Para el caso de eritromicina, el sistema Vitek®2 sugiere cambiar todos los
resultados para E. faecium a resistentes. Previo a ello, las cepas GM75 y GM70, dieron
algun tipo de resistencia frente a este antibidtico. A pesar de que no se pudo encontrar
ninguna funcién anotada que pudiera asociarse a esta resistencia, como antibidtico
miembro de los macrdélidos generarse una resistencia cruzada con las estreptograminas
b y lincosamidas. En este sentido el gen msrC encontrado podria estar jugando un rol

importante.

Evaluacion de la virulencia

Para iniciar la evaluacién de la virulencia de las cepas de enterococos aisladas a
partir de queso, se realizaron estudios predictivos in silico.

Se utilizd la herramienta web PathogenFinder (Cosentino et al., 2013) que
calcula un valor para cada cepa y define su “probabilidad de ser patdgeno”. Para
nuestros aislamientos se obtuvieron valores probabilisticos muy bajos, de modo que
segln este programa serian cepas no patdgenas para los seres humanos.

Luego, utilizamos la herramienta VirulenceFinder (Kleinheinz et al., 2014) que
permite la busqueda de factores de virulencia comunes. Unicamente logramos

encontrar en las cepas de E. faecium el factor efaAs,, con valores de identidad arrojados
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por el programa por encima del 94%. Para la cepa 1Q23, en cambio, no fue posible
detectar ningun factor de virulencia.

Para finalizar, realizamos una busqueda manual, usando BLAST, de factores de
virulencia frecuentes en enterococos utilizando secuencias de referencia disponibles en
la web. Los resultados se describen en la Tabla 28. Solo tres de los genes buscados
fueron identificados satisfactoriamente en las cepas GM70, GM75 e 1Q110, mientras

gue tan solo uno en la 1Q23.

Tabla 28. Factores de virulencia identificados en las cepas 1Q23, GM75, 1Q110 y GM70.

Presencia
Factor de Virulencia Rol Gen(es)
Q23 1Q110 GM75 GM70
Sustancia de agregacion Adhesion asa1?” No No No No
Citolisina Lisis celular cylM, cyll, cylSm No No No No
Gelatinasa Translocacién ge/Em No No No No
Hialuronidasa Translocacion hy/(z) No No No No
Proteina de superficie de @)
Adhesion esp No No No No
enterococos
Proteinas de pili asociadas a Formacién de ebpR, ebpA, ebpB,
) Si Si No No
biofilm y endocarditis biofilm ebpC
“Enhancer” de biofilm en Formacion de beel, bee2,bee3 y genes
@) No No Si Si
Enterococcus biofilm para sortasas
Proteina secundaria de @
Adhesion scm No Si No Si
adhesion a coldgeno
Proteina de adhesion a o
Adhesion acm No No Si No
coldgeno
Antigeno secretado Adhesion sagA(z) No Si Si Si
N° de factores de virulencia predichos total 1 3 3 3

Se utilizaron las secuencias de los genes de E. faecalis V583 (1), E. faecium DO (2), E. faecium Aus0004 (3) y E. faecalis

E99 (4) como modelos para las busquedas en BLAST.

Teniendo en cuenta que los factores de virulencia detectados estarian
involucrados en la adhesidon o formacion de biofilm, analizamos la capacidad formadora
de biofilm de las cepas. Considerando la asociacién entre el metabolismo de citrato y la
virulencia observada en el capitulo uno para E. faecalis, se decidié analizar la capacidad

para formar biofilm también en presencia de este metabolito. Crecimos las cepas junto
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a un control positivo, la cepa de E. faecalis OG1RF (Nallapareddy et al., 2011; Sillanpaa
et al., 2013), en una microplaca de 96 pocillos por 48 horas a 37°C, para luego medir la
absorcién del colorante violeta cristal sobre las células adheridas (formando biofilm) en
el pocillo. Los medios de cultivo elegidos fueron LB suplementado con glucosa 30mM
(LBG) y LB suplementado con citrato 15mM (LBC).

Como se ve en la Fig. 36 todas las cepas son capaces de formar biofilm, en la
misma o mayor medida que la cepa OG1RF. Para los crecimientos en medio LBG no se
detectaron diferencias significativas entre la capacidad formadora de biofilm
presentada por las cepas (P>0,09). Sin embargo, cuando se sustituye la glucosa por
citrato, las dos cepas de E. faecium Cit", GM70 y GM75, aumentaron significativamente
la produccién de biofilm (P<0,001), mientras que para las cepas 1Q110, 1Q23 vy la cepa
control no se repiten tales resultados. Esto podria asociarse a la presencia de los genes
bee en las cepas GM75 y GM70, no obstante no explica el motivo por el cual el citrato

permitiria una mejor adhesion.
12
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Fig. 36. Capacidad para formar biofilm. Se grafican los valores de absorbancia del colorante (DOss,) sobre
los de las DOggy medidas para las cepas. La cepa OGRIF se utilizo como control positivo. Barras
anaranjadas: crecimiento en medio LB suplementado con glucosa 30mM, barras violeta: crecimiento en
medio LB suplementado con citrato 15mM.

Para profundizar acerca del potencial patogénico de estas cepas, las
comparamos en el modelo animal G. mellonella. Se analizd la supervivencia de grupos

de 16 larvas inoculadas con suspensiones bacterianas de las cepas 1Q23, GM75, GM70 e
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Q110 en buffer PBS. Se inyecté un total de 1x10’ UFC/larva. Posteriormente se
realizaron las curvas de Kaplan-Meier con los datos recogidos en la (Fig. 37).

La cepa GM70 se diferencia del resto (P<0,05) ya que luego de 72 h no produjo
ninguna muerte. Este resultado se asemeja a los resultados observados para la cepa
inocua L. lactis 1L1403 (capitulo uno). Por otro lado, las curvas de supervivencia de las

cepas 1Q110, IQ23 y GM75 no se diferencian de la E. faecalis JH2-2 (Fig. 37).

0.8 —
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Supervivencia
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Fig. 37. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier. Se realizaron inoculaciones de 1x10” UFC/larva con las

cepas 1Q23, GM75, GM70 e IQ110y E. faecalis JH2-2.

Es importante destacar que la virulencia de los cuatro aislamientos y de la cepa
control E. faecalis JH2-2 es considerablemente menor que la exhibida por cepas de
enterococos provenientes de clinica. Las inoculaciones con la cepa E. faecalis V583
producen casi un 100% de mortalidad y la cepa OG1RF un 72% aproximado, luego de 48
horas y cuando se inyectan 2x10° UFC/larva (Gaspar et al., 2009), un valor mucho mas
bajo que el utilizado en estos experimentos (1x10). Luego de 50h la cepa 1Q23 produce
un 50% de mortalidad, mientras que la IQ110 y GM75 menos de un 30% y la GM70 no
provoca muertes, sobreviviendo el 100% de los individuos (Fig. 37). Esto quiere decir
gue, a pesar de provocar la muerte de parte del grupo a prueba, los efectos de estas
inoculaciones no son tan nocivos como los observados con cepas clinicamente
peligrosas.

Por otro lado, los resultados sugieren que la presencia o ausencia de los genes

cit en las cepas de E. faecium no influenciaria su virulencia, a diferencia de lo que
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sucede con la cepa E. faecalis JH2-2, ya que cepas de la misma especie con o sin los
genes se comportan de manera similar (cepa IQ110 comparada com la cepa GM75). Sin
embargo, la gran diversidad genética que presentan las cepas dificulta tal comparacion,
siendo, posiblemente, el metabolismo del citrato solo una ruta mads involucrada en la
supervivencia y adaptacién a nicho, entre muchas otras diferenciales.

Por ultimo, determinamos los grupos ST a los cuales pertenecen las cepas de E.
faecium, GM75, 1Q110 y GM70. Tal prediccion no puede realizarse para la cepa 1Q23
por pertenecer a una especie diferente. Utilizando la herramienta MLST 1.8 (Larsen et
al., 2012), asignamos a la cepa GM75 el grupo ST-94, a la cepa GM70 el grupo ST-545 y
a la 1Q110 el grupo ST-52. Ninguno de estos grupos contiene cepas patégenas o

peligrosas para la salud humana.

Sintenia gendmica

Por ultimo, nos interesd analizar las posiciones relativas de las principales
funciones detectadas en este capitulo, en cada cepa y respecto de una cepa referencis,
también aislada de alimentos.

Para ello, utilizando el programa Mauve (Darling et al.,, 2004), analizamos la
sintenia, es decir el grado de conservacion de regiones o bloques genédmicos, asi como
de genes en particular, lo cual es indicador de la cercania de las cepas respecto de un
ancestro comun (Deniélou et al., 2011; Duran et al., 2009). Los resultados se muestran
en la Fig. 38y 39.

La Fig. 38 muestra la comparacién realizada para la cepa 1Q23 con la cepa E.
durans KLDS 6.0930, un aislamiento lacteo de origen chino (Guo et al.,, 2016). Se
localizaron funciones relacionadas a catabolismos relevantes en las cepas que crecen en
leche o probidticas: genes de degradacion de lactosa, de maltosa, de citrato, de
tolerancia e hidrdlisis de sales biliares, de descarboxilacion de tiramina, de
transportadores de péptidos, la esterasa estA, el operdn alsSD y de la aminotransferasa
bcaT. Como se puede ver en la Fig. 38, las posiciones relativas de todos los genes
detectados se conservan para estas dos cepas de diferentes origenes. A su vez, el bajo
numero de bloques localizados colinearmente (BLCs; seis) revelados por Mauve (Darling

et al, 2004) indican un alto grado de similitud de secuencias entre las cepas
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comparadas. Esto sugiere un elevado grado de conservacién de la especie E. durans

desde sus origenes evolutivos.
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Fig. 38. Alineamientos gendmicos y sintenia para las cepas 1Q23 y KLDS 6.0930. Cada blogue coloreado
representa una region gendmica conservada. Una posicion diferente del mismo tipo de bloque en la cepa
1Q23 refleja una reorganizacion gendmica respecto a la referencia. Los bloques debajo de la linea central
representan regiones invertidas respecto del genoma de referencia. Los espacios en blanco indican
secuencias unicas en cada cepa. Las funciones localizadas se sefialan con flechas de colores: negra para el
operdn lacABCD, verde para los genes citl-citMPCDEFXG, amarillo para el operdn malEFGA y el gen aglB,
gris para el gen estA, violeta para el operon oppDFBCA, celeste para el gen dtpT, blanco para el gen prtR,
azul para el gen de la enzima BSH, rojo para el operon tyrPDC, naranja para el operdn alsSD, rosa para el
gen bcaT y verde claro para el gen de la ciclopropano-acil-fosfolipido sintasa.

Por otro lado, las comparaciones de las cepas de E. faecium aisladas en el laboratorio
con la cepa E. faecium NRRL-B2354 (Kopit et al., 2014) generaron una mayor cantidad
de BLCs (29), lo cual indica una mayor diversidad estructural gendémica entre estas
cepas (Fig. 39). A pesar de que las posiciones relativas de las funciones identificadas se
conservan en términos generales, existen diferencias con la esterasa, la proteinasa de

pared celular, el metabolismo de lactosa y de citrato.
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Fig. 389. Alineamientos genomicos y sintenia para las cepas GM75, GM70, 1Q110 y NRRL-B2354. Las
funciones ubicadas con flechas corresponden a las mismas que se indican en la Fig.38, a excepcion de la
flecha blanca que sefiala la posicion de la proteinasa de pared celular identificada en la cepa GM?70.
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Discusién capitulo Il

La seleccion de bacterias con propiedades utiles y que al mismo tiempo sean
seguras para el consumo humano ha sido una actividad crucial desde el origen de los
alimentos fermentados. Al dia de hoy, la mayoria de las cepas utilizadas fueron
seleccionadas por medio de metodologias tradicionales, tales como las mediciones
bioguimicas de actividades metabdlicas de interés. No obstante, actualmente, las
estrategias de seleccidon pueden beneficiarse de la facilidad para obtener secuencias
gendmicas y de la gran cantidad de datos disponibles en las bases de datos, como
Genbank o Refseq, contra los cuales cotejar la informacién gendmica obtenida.

Los enterococos han sido consumidos historicamente por diferentes culturas a
lo largo del mundo. No obstante, la creciente deteccidn de cepas en clinica causantes
de enfermedades en pacientes comprometidos inmunoldgicamente, impide que el
género Enterococcus sea clasificado como seguro para el consumo humano (GRAS- FDA-
o QPS- EFSA). La capacidad de los enterococos para mediar la transferencia de
diferentes elementos genéticos maviles (incluidos plasmidos, fagos y transposones
conjugativos) preocupa especialmente en términos de su consumo (Clewell et al., 1975;
Coburn et al., 2007; Davis et al., 2005; Flannagan y Clewell, 1991).

Con la finalidad de caracterizar en profundidad a las cepas de enterococos
aisladas a partir de queso y con la perspectiva de una futura aplicacién industrial,
seleccionamos cuatro cepas representativas 1Q23, 1Q110, GM70, y GM75. Realizamos
una inspeccién detallada tanto de las caracteristicas que harian seguro su consumo, asi
como de las propiedades que propiciarian una potencial aplicacién industrial.

Utilizando una combinacién de herramientas in silico y ensayos in vivo, fuimos
capaces de obtener una imagen integrada de la diversidad genética que presentan las
cepas del grupo E. faecium.

Al mismo tiempo, en este capitulo destacamos la importancia de los analisis
filogendmicos mas sofisticados para la correcta asignacion de las especies. Pudimos
determinar que la cepa 1Q23, inicialmente definida como E. faecium a través de la
secuenciacion de su ARNr 16S, pertenecia a la especie E. durans. Estos resultados
indican la necesidad de la utilizacion de metodologias diferentes y complementarias
gue permitan la correcta identificacion de especies, lo cual es una condicién sine qua
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non para realizar cualquier andlisis bioinformatico comparativo posterior (Espariz et al.,
2016).

Gracias a las diversas herramientas bioinformaticas disponibles, un perfil
metabdlico de funciones putativas presentes y ausentes en cada cepa pudo ser
establecido. Encontramos elementos positivos comunes como rutas para la
fermentacion de diversos azlcares, catabolismos relevantes como el de citrato,
piruvato o aminodacidos. Detectamos genes necesarios para la supervivencia en
presencia de sales biliares. Ademds, detectamos los genes necesarios para la
produccion de tiramina, los cuales constituyen un riesgo para el uso de E. faecium ya
gue otorgan la capacidad de producir compuestos toxicos (aminas biogénicas).

Por otro lado, la identificacién exhaustiva de los elementos putativos capaces de
ser transferidos y de los genes involucrados en las resistencias antibidticas es crucial,
con el fin de minimizar la transferencia de estos marcadores desde y hacia bacterias
patogénicas (Wozniak y Waldor, 2010).

Se detectdé una diversa variedad de genes relacionados a resistencias
antibidticas, la mayoria de las cepas resultaron susceptibles a los antibidticos
comunmente utilizados en clinica.

Luego, la virulencia en el modelo G. mellonella se estimd menor que la de cepas
patégenas. En particular, la cepa GM70 no presentd virulencia, permitiendo la
supervivencia completa del grupo de larvas inoculadas.

Lo analizado en este capitulo nos permitid establecer que los niveles de
correlacion entre los datos obtenidos in vivo e in silico son altos, a pesar de que es
siempre necesaria la inspeccion detallada de las predicciones realizadas con los
diferentes programas utilizados, asi como la corroboracién in vivo de aquellos datos de
mayor relevancia, como las resistencias antibidticas.

Los resultados presentados en este capitulo demuestran las ventajas de utilizar
estrategias combinadas con el propdsito de conseguir una seleccién racional de
microorganismos destinados a ser utilizados en la produccién de alimentos
fermentados, especialmente quesos. Las técnicas de anadlisis de genomas sumadas a

pruebas fenotipicas cldsicas permiten nuevas formas de abordar la informacion, vy
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descubrir la diversidad genotipica que puede o no ser causa de los comportamientos
fenotipicos.

De este modo, fuimos capaces de determinar que cada cepa aislada es
poseedora de un reservorio génico particular con una distribucién especifica, solo
compartido en parte por otros ejemplares de la especie, lo que las hace Unicas y
poseedoras de gran potencialidad.

Adicionalmente, las cepas GM70 e 1Q23 presentan gran cantidad de propiedades
positivas respecto de sus metabolismos principales asi como en sus resistencias
antibidticas, factores de virulencia y virulencia en G. mellonella. Estas caracteristicas las
hacen potenciales candidatos para ser utilizados como cultivos adjuntos en la

produccion de quesos.

Conclusiones parciales

v Se observd que no existen diferencias significativas en el nimero de funciones
anotadas por Rast en las cepas aisladas a partir de queso.

v Se observaron diferencias en los tamafios genémicos, nimero de CDS y ARNs
anotados para cada una de las cepas.

v El andlisis de genes utilizados como marcadores evolutivos, el MLSA, las
comparativas con el programa Gegenees y los calculos de ANl y HDDis permitieron
establecer que la cepa |Q23 pertenece a la especie E. durans.

v Se mostré a través de los datos del nimero de CDS y ARN, de ANI e HDDis que
existiria una mayor distancia filogenética entre la cepa GM75 vy el resto de las cepas de
E. faecium estudiadas, lo cual podria ser un indicio de una posible division en
subespecies de E. faecium.

v Se identificaron los genes necesarios para que las cepas lleven a cabo diferentes
metabolismos de interés, tales como los de lactosa, maltosa, galactosa, fructosa o
ribosa; encontrandose diferencias en el metabolismo de ramnosa y arabinosa.

v Se demostrd que las predicciones realizadas con Rast presentan un alto nivel de
concordancia con los datos obtenidos por la prueba API, siempre y cuando se realice

una inspeccion manual detallada de las anotaciones.
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v Se identificaron, también, una proteinasa en la cepa GM70, y peptidasas vy
enzimas necesarias para la degradacion de aminoacidos en todas las cepas. En especial,
se detectd la enzima responsable de la formacién de metanotiol en las cepas GM70 e
1Q23. No se pudo detectar actividad proteasa in vivo.

v Se detectaron los genes codificantes de esterasas y lipasas, los genes del
metabolismo de citrato y piruvato. No pudieron detectarse los genes butAB en ninguna
de las cepas. No se pudo detectar actividad esterasa in vivo.

v Se encontraron genes codificantes de bacteriocinas y que permitirian la
supervivencia en presencia de sales biliares, ambas caracteristicas importantes en cepas
probiodticas.

v Se identificd la ruta para la formacion de tiramina en todas las cepas, pero solo
la1Q23, la Q110 y la GM70 son capaces de producirla en las condiciones ensayadas.

v Se detectaron gran variedad de secuencias de insercion, islas gendmicas y
profagos en todas las cepas. No se detectd la IS16, marcador de cepas patdgenas ni islas
de patogenicidad.

v No se detectaron loci CRISPR-Cas, ni secuencias plasmidicas. No obstante, se
encontré evidencia de la posible presencia de plasmidos que hayan sido secuenciados
juntos al ADN cromosomal.

v Se establecié que ninguna de las cepas posee resistencias a los antibiodticos
comunmente utilizados en clinica. Sin embargo se encontraron resistencias a
ciprofloxacina en la cepa GM70, a cloramfenicol y fosfomicina en las cepas 1Q23 e
IQ110, y a trimetoprima/sulfametoxazol y eritromicina en todas las cepas estudiadas.

v Se determind que las cepas Cit" de E. faecium en presencia de citrato presentan
una mayor capacidad para formar biofilm que las cepas Cit" o la cepa E. durans 1Q23.

v Se comprobd que las cepas aisladas de queso no poseen una virulencia mayor
gue la cepa E. faecalis JH2-2 en el modelo animal G. mellonella, a excepcidon de la cepa

GM70 gue no provoca mortalidad.
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Los genes cit en E. faecalis constituyen un grupo que forma parte de los genes
nucleo de la especie. En concordancia, estdn presentes en todas sus cepas
independientemente del origen de aislamiento.

La induccion de estos genes se observa durante el proceso de infeccion en
fluidos donde el citrato se encuentra presente y el tiempo se corresponde con los de
uso de azUcares preferenciales.

El analisis de diferentes mutantes (Fig. 40) permitié observar la contribucién del
metabolismo del citrato al desarrollo de la infeccion y la proliferacion de E. faecalis en
tales fluidos, mientras que el modelo de G. mellonella constituye un sistema
conveniente para éstos estudios iniciales.

El metabolismo de citrato en E. faecium, a diferencia de lo que sucede en E.
faecalis, no forma parte de los genes nucleo de la especie. La mayoria de los
aislamientos son genotipicamente Cit’, sin embargo una poblacion reducida posee los
genes cit. Estas cepas Cit" se dividen en dos grupos correspondientes al Tipo | y al Tipo |l
segln los genes cit que contienen, no obstante, detectamos la expresion de dichos
genes solo para el primer grupo (Fig. 41).

La induccién y represion del sistema en las cepas de Tipo | de E. faecium estarian
sujetas a los mismos mecanismos regulatorios que los observados en otras BAL, por
medio del regulador Citl y las proteinas Hpr-CcpA.

Al mismo tiempo, se determind una relacidon directa entre el metabolismo de
generacion de acetoina y diacetilo y el metabolismo de citrato en estas cepas.

Los resultados obtenidos en este capitulo presentan una metodologia ordenada
y racional para la identificacion, clasificacion y caracterizacion general (tanto en los
aspectos positivos como negativos) de aislamientos de enterococos. La misma podria
utilizarse en un estudio inicial de cepas destinadas a usarse como cultivos adjuntos en la
industria de la produccién de quesos.

Los andlisis propuestos abarcan la inspeccién de las rutas metabdlicas
principales desde el punto de vista bioinformatico asi como a través de ensayos
sencillos de rutina, evaluando también propiedades relacionadas a la seguridad en el

consumo de las cepas.
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La estrategia utilizada (Fig. 42) permitiria una preseleccion de cepas, las cuales,
posteriormente, podrian ser estudiadas en mayor detalle desde el punto de vista

tecnoldgico.
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Fig. 39. Modelos de la expresion génica en las cepa E. faecalis JH2-2 y las mutantes JHCit, OadA" y OadB'. Se
muestran los genes necesarios para la expresion del transportador de citrato (citH), del requlador
transcripcional (citO) y de las enzimas citrato liasa y oxaloacetato descarboxilasa
(oadHDBcitCDEFXoadAcitMG), a su vez se representan las vias metabdlicas activas y sus efectos en el
consumo de protones y generacion de ATP. A) Cepa E. faecalis JH2-2 (WT): se muestra el consumo de
protones como consecuencia de la metabolizacion de citrato activa y la generacion de energia a partir del
mismo cuando se produce acetato. B) Cepa JHCit : Se muestra la insercidn realizada con el plasmido
pGhost9 sobre el gen oadD y la incapacidad para metabolizar citrato y consumir protones de la cepa. C)
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Cepa OadA': Se muestra la delecion del gen oadA como una caja roja en la posicion del gen. Se indica la
incorporacion a la célula y la conversion de citrato hasta oxaloacetato y acetato y la incapacidad de la
cepa para continuar la degradacion de estos subproductos. D) Cepa OadB': Se muestra la delecién del gen
oadB como una caja roja en la posicion del gen. Se indica la internalizacion y la degradacion completa de
citrato que esta cepa puede llevar a cabo a menor velocidad que la WT. CL: citato liasa; OAD:
oxaloacetato descarboxilasa; oadAHD: subunidades activas citosdlicas de la OAD; ALS: a-acetolactato
sintasa; ALD: a-acetolactato descarboxilasa.
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Fig. 40. Genes y vias metabdlicas activas en cada tipo de cepa de E. faecium encontrada. A) Cepa de Tipo I:
se muestran los genes para el requlador (citl) y los necesarios para la expresion de la enzima citrato liasa,
del transportador y de la oxaloacetato descarboxilasa (citMPCDEFXG), el transporte de citrato por medio
del transportador CitP, la represion medidado por glucosa como aztcar PTS, la incorporacion de piruvato
desde el exterior en medio dcido y la generacion de compuestos de aroma (diacetilo y acetoina) a partir de
éste ulltimo y de citrato. B) Cepa de Tipo Il: se muestran los genes para el regulador, el transportador (citO
y citH) y los necesarios para la expresion de la enzima citrato liasa, del transportador y de la oxaloacetato
descarboxilasa (citG-oadHDB-citDEFX-aodA-citM), la incapacidad para incorporar y metabolizar citrato
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evidenciada y la capacidad para generar aroma a partir de piruvato de otras fuentes. C) Cepa cit-: se
muéstra la incapacidad para incorporar y metabolizar citrato evidenciada y la capacidad para generar
aroma a partir de piruvato de otras fuentes. CL: citato liasa; OAD: oxaloacetato descarboxilasa, ALS: a-
acetolactato sintasa; ALD: a-acetolactato decarboxilasa.
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