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Resumen y palabras clave

Staphylococcus epidermidis ha cobrado un papel cada vez mas relevante como patdgeno
oportunista, especialmente en el ambito hospitalario. Tradicionalmente considerado parte de la
microbiota comensal de la piel y las mucosas humanas, hoy se reconoce como una de las
principales causas de infecciones asociadas a dispositivos médicos, como catéteres, protesis y
vélvulas cardiacas. Su capacidad para formar biopeliculas y su creciente resistencia a los
antibiéticos complican ain mas su tratamiento. La manipulacién genética para su estudio sigue
representando un reto debido a sus robustas barreras de restriccion/modificacion y a la baja
eficiencia de transformacién. En este trabajo se evaluaron diferentes estrategias de
transformacion mediante transduccién y electroporacién con la finalidad de estudiar la induccion
y movilizacion de las islas de patogenicidad de dos cepas clinicas de S. epidermis, SCN45 e
IPAL. Para la transduccion, las proteinas de interés, responsables de la induccion de las islas de
patogenicidad de SNC45, DUF1381 y HPDUF1381, fueron clonadas en el plasmido pCN36_cd
y este fue introducido mediante electroporacion en la cepa de S.aureus RN4220. Se elaboré una
coleccién de fagos liticos y lisogénicos derivados de especies de S.aureus y S. epidermidis y se
emplearon en diferentes métodos de transduccion basados en una amplia revision bibliografica
actualizada. Ante las dificultades para introducir material genético en S. epidermidis, se evalu6
también la aplicacion de un choque térmico como estrategia para debilitar temporalmente sus
sistemas de restriccién. Este enfoque, basado en trabajos previos, consiste en exponer las
células receptoras a temperaturas elevadas de forma controlada para permitir la entrada de ADN
exégeno antes de que los sistemas de defensa bacterianos se recuperen y puedan volver a
actuar. A pesar de implementar esta técnica en combinacion con distintos fagos y protocolos de
transformacion, no se logré transformar las cepas de S. epidermidis. Sin embargo, si se consiguio
una transduccién efectiva utilizando un fago evolucionado, A2, para transferir material genético
entre cepas isogénicas de S. aureus RN4220. Estos resultados resaltan la dificultad de manipular
genéticamente S. epidermidis, pero también aportan herramientas experimentales, como la
coleccion de fagos y la adaptacién de protocolos, que pueden facilitar futuras investigaciones y
optimizacién de técnicas de ingenieria genética en estafilococos coagulasa negativos.

Palabras clave: S. aureus, S. epidermidis, bacteriéfago, islas de patogenicidad,
transduccion, electroporacion, choque térmico.



Abstract

Staphylococcus epidermidis has gained increasing relevance as an opportunistic
pathogen, particularly in hospital settings. Traditionally considered a part of the commensal
microbiota of human skin and mucosa, it is now recognized as one of the leading causes of
device-associated infections, including catheters, prosthetics, and heart valves. Its ability to form
biofilms and its growing antibiotic resistance further complicate treatment. Genetic manipulation
for its study remains challenging due to robust restriction/modification systems and low
transformation efficiency. In this study, various transformation strategies were evaluated,
including transduction and electroporation, to investigate the induction and mobilization of
pathogenicity islands in two clinical S. epidermidis strains, SCN45 and IPAL. For transduction,
proteins responsible for the induction of SCN45 pathogenicity islands, DUF1381 and
HPDUF1381, were cloned into plasmid pCN36_cd and introduced into S. aureus RN4220 via
electroporation. A collection of lytic and lysogenic phages derived from S. aureus and S.
epidermidis species was assembled and used in different transduction methods based on an
extensive literature review. Given the difficulties in introducing genetic material into S.
epidermidis, a heat shock strategy was also assessed to temporarily weaken its restriction
systems. This approach, based on previous studies, involves exposing recipient cells to elevated
temperatures in a controlled manner to allow the entry of exogenous DNA before bacterial
defense mechanisms recover. Despite implementing this technigque alongside various phages
and transformation protocols, transformation of S. epidermidis strains was unsuccessful.
However, effective transduction was achieved using an evolved phage, A2, to transfer genetic
material between isogenic S. aureus RN4220 strains. These results highlight the genetic
manipulation challenges in S. epidermidis but also provide experimental tools—such as the phage
collection and adapted protocols—that may support future research and optimization of genetic
engineering techniques in coagulase-negative staphylococci.

Keywords: S. aureus, S. epidermidis, bacteriophage, pathogenicity islands, transduction,
electroporation, heat shock.
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1. Introduccion

Las especies del género bacteriano Staphylococcus se clasifican clinicamente segun su
capacidad para producir la enzima coagulasa, que coagula el plasma al unirse a la protrombina,
lo que facilita la conversién de fibrinogeno en fibrina (Burke et al., 2023). Staphylococcus
coagulasa negativa (SCN) se encuentran entre los microorganismos mas frecuentemente
aislados en el laboratorio de microbiologia. Sin embargo, su significado clinico en muchas
situaciones es dificil de establecer, pues pueden ser comensales inofensivos o patdégenos
invasores (Farifia Gonzalez et al.,, 2013). Esta dualidad en su comportamiento puede estar
mediada, en parte, por la adquisicién de elementos genéticos méviles (EGM), que se identifican
tipicamente como fragmentos de ADN que codifican una variedad de determinantes de virulencia
y resistencia, como los plasmidos, las islas genémicas o los bacteriéfagos (Malachowa & Deleo,

2010).

La capacidad de manipular genéticamente a Staphylococcus es un requisito fundamental
para investigar su estilo de vida y caracteristicas fenotipicas. Para ello, en las ultimas décadas
se han desarrollado numerosos métodos destinados a facilitar la transformacién y manipulacién
genética en bacterias (Schulze et al., 2025). Aunque técnicas como la transformacion quimica y
la conjugacién han demostrado ser eficaces en muchas especies bacterianas (Cohenetal., 1972;
LaBreck et al., 2018; Ramsay et al., 2016), su aplicacion en Staphylococcus es limitada, debido
a la ausencia general de competencia natural y a la baja frecuencia de conjugacién en este
género (Nedelmann et al., 1998). Ademés, se han descrito que los Staphylococcus pueden
codificar cuatro tipos diferentes de sistemas de restriccion/modificacion: Tipo I, II, 1l o IV. Estos
sistemas consisten en diversas combinaciones de endonucleasas de restriccion (REasa), ADN-
metiltransferasas (MTasa) y proteinas que confieren especificidad de secuencia. Los sistemas
de Tipo | constan de las tres proteinas, mientras que los sistemas de Tipo Il y Tipo Il constan
solo de REasa y MTasa, y los sistemas de Tipo IV de una sola REasa (Kelleher y Raleigh, 1991;
Murray, 2000; Pingoud et al., 2005; Rao et al., 2000).

No obstante, la introduccién de métodos basados en la transferencia de ADN mediada por
fagos, conocida como transduccidn, junto con el perfeccionamiento de protocolos de
transformacion por electroporacion (Luchansky et al., 1988) ha permitido avances significativos
en la capacidad de manipulaciéon genética de numerosas cepas de Staphylococcus.

1.1 Staphylococcus epidermidis

1.1.1 Descripcion

Muchos Staphylococcus coagulasa negativa (SCN), incluido Staphylococcus epidermidis
, Se encuentran en la piel y actdan principalmente como comensales humanos. S. epidermidis es
un anaerobio facultativo grampositivo y representa la mayor parte de la microbiota bacteriana

normal de este habitat (Burke et al., 2023; Vuong y Otto, 2002).

Dentro de este contexto, los estafilococos generalmente tienen una relacién simbiética
benigna con su huésped. Sin embargo, cuando se produce una alteracion en la integridad de la
piel, ya sea por traumatismos, punciones con agujas o la implantacién directa de dispositivos
médicos, los estafilococos pueden penetrar en el organismo y comportarse como agentes
patégenos (Gill et al., 2005).
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1.1.2 Virulencia

Anteriormente S. epidermidis fue considerado un microorganismo comensal inocuo en la
piel humana, pero en la actualidad se sabe que puede llegar a ser un patégeno oportunista

importante de gran relevancia clinica (Otto, 2009). Junto con S. aureus, S. epidermidis ocupa el

primer lugar entre los agentes causantes de infecciones nosocomiales (Rupp & Archer, 1994). En
particular, S. epidermidis representa la fuente mas comun de infecciones en dispositivos médicos
implantables. Esto, probablemente se deba a que S. epidermidis es un colonizador permanente
y ubicuo de la piel humana, lo que resulta en una alta probabilidad de contaminacion del
dispositivo durante su insercion (Uckay et al., 2009). Si bien las infecciones por S. epidermidis
rara vez se convierten en enfermedades potencialmente mortales, su frecuencia y su extrema
dificultad para tratar representa una grave carga para el sistema de salud publica (Rogers et al.,
2009).

1.1.3 Elementos genéticos moviles

Los elementos genéticos moviles (EGM) se describieron por primera vez en el genoma del
maiz a fines de la década de 1940 y son un medio importante para la transferencia de informacion
genética entre procariotas y eucariotas (McClintock, 1950). Los EGM se identifican tipicamente
como fragmentos de ADN que codifican posibles factores de virulencia y moléculas que confieren
resistencia a los antibiéticos —incluido el gen que otorga resistencia a los betalactamicos—, asi
como las enzimas necesarias para su propia transferencia e integracion en el ADN del huésped
(Frost et al., 2005). Los EGM demuestran movilidad intracelular e intercelular, y aquellos dentro
de una célula en particular se denominan "mobiloma" (Siefert, 2009). La transferencia de EGM
entre células se conoce como transferencia génica lateral u horizontal (TGH). La TGH ocurre
como transferencia de ADN de procariota a procariota, de procariota a eucariota y de eucariota
a eucariota, constituyendo un proceso clave en la adaptacion microbiana (Keeling & Palmer, 2008).
En este contexto, los EGM desempefian un papel fundamental como medio para transferir
informacion genética entre especies bacterianas y dentro de ellas (Hacker & Kaper, 2000). Los
EGM pueden consistir en secuencias de insercion, transposones, fagos, plasmidos, islas de
patogenicidad y casetes cromosémicos (Malachowa & Deleo, 2010).

1.1.4 Islas de patogenicidad

Las denominadas islas de patogenicidad (PAI) pertenecen al grupo de EGMs y
desempefian un papel fundamental en la virulencia de patégenos bacterianos humanos (Jyoti et
al., 2011). El concepto de PAI fue fundado a finales de la década de 1980 por Jorg Hacker y el
grupo de Werner Goebel en la Universidad de Wirzburg, Wirzburg, Alemania, quienes
investigaban la base genética de la virulencia de las cepas UPEC 536 y J96. Demostraron que
la delecion de una PAI condujo a un fenotipo no patégeno de la cepa 536 de Escherichia coli,
por lo que se ha sugerido que tales deleciones son un mecanismo genético para modular la
virulencia bacteriana (Hacker et al., 1990; Knapp et al., 1986)

Las islas de patogenicidad estafilocécicas (SaPl), son las primeras islas de patogenicidad
claramente definidas en bacterias Gram positivas, y cada una codifica uno o mas de los
superantigenos estafilocécicos (Novick et al., 2001). En 2007 se presentd la primera evidencia
de una isla de patogenicidad en S. epidermidis y la expresion de enterotoxinas. La cepa fue
identificada como S. epidermidis FRI909 (Jyoti et al., 2011).
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De manera similar a los profagos, las SaPls (islas patogénicas de Staphylococcus)
permanecen integradas de forma estable en el cromosoma, pero con la diferencia de que sus
procesos de escision y replicacion no son inducidos directamente por la respuesta SOS. En su
lugar, se movilizan mediante fagos ayudantes especificos, lo que da lugar al empaquetamiento
del genoma de la SaPI en particulas de transduccion derivadas de fagos (Guzman et al., 2016).

Las SaPlIs no codifican los genes morfogenéticos necesarios para la formacion de la
capside, sino que secuestran las capsides del fago y se empaquetan dentro de ellas para ser
movilizadas (Ubeda et al., 2005). Las particulas resultantes pueden transferir los factores de
virulencia contenidos en las SaPls a otras células, incluso entre géneros distintos, con alta
frecuencia.

El ciclo de vida de la SaPl comienza con la infeccién por un fago ayudante o con la
activacion de un profago ayudante enddgeno a través de la respuesta SOS. Esta respuesta
puede ser causada por estrés oxidativo, exposicion a luz ultravioleta o tratamiento con
antibiéticos. Una vez que el bacteriéfago esté activo, la interaccién entre una proteina del fago y
la proteina Stl provoca el inicio del ciclo de escision-replicacion-empaquetamiento (ERP) de la
SaPIl (Guzman et al., 2016.)

1.2 Bacteriéfagos

1.2.1 Descripcidon

Entre toda la poblacion viral, los bacteriéfagos, conocidos popularmente como fagos (del
griego "phagein”, que significa "comer"), representan el grupo de virus que infectan y lisan
bacterias. Esta propiedad antibacteriana potencial de los fagos es Unica (Jamalludeen et al.,
2009). Una vez que una célula bacteriana es infectada, los fagos se multiplican dentro de ella de
forma exponencial utilizando la maquinaria celular de la bacteria, incluidos los sistemas de
sintesis de proteinas y generacion de energia (Sharma et al., 2017).

Generalmente son altamente especificos, estando a menudo restringidos a cepas
particulares dentro de una sola especie bacteriana. Sin embargo, algunos bacteriéfagos tienen
un rango de hospedador relativamente amplio, infectando mdltiples especies dentro de un mismo
género e incluso pueden infectar miembros de otros géneros estrechamente relacionados con
su hospedador habitual (Monk et al., 2010). Gracias a este nivel de especificidad y a su capacidad
de persistir en el ambiente, los fagos desempefian un papel importante en la regulacion del
equilibrio microbiano, actuando como moduladores naturales de poblaciones bacterianas
(Guttman et al., 2005). Ademas, los fagos son uno de los principales vehiculos de la TGH y
contribuyen a la patogenicidad al codificar genes de adaptacién y virulencia, mediante la
transferencia directa de EGM o a través de la conversion lisogénica (Touchon et al., 2017).

1.2.2 Ciclo de vida

Como todos los virus, los fagos son parasitos intracelulares obligados que dependen de
bacterias hospedadoras especificas para su reproduccion (Monk et al., 2010). Al infectar, los
fagos se unen a objetivos especificos presentes en la superficie bacteriana, como las estructuras
y los patrones de glicosilacion de los glicopolimeros de &cido teicoico e inyectan su genoma en
el citoplasma (Christian et al., 2024). A partir de esta unidn, pueden iniciar dos ciclos de vida
diferentes: el ciclo litico (fagos liticos) o el ciclo lisogénico (fagos lisogénicos) (Cervera et al.,
2019).
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El fago litico se replica dentro de la célula y utiliza los ribosomas del hospedador para
fabricar sus proteinas. Luego, lisa la bacteria y los viriones son liberados, listos para infectar
células susceptibles en el entorno (Lee et al., 2018; St-Pierre & Endy, 2008). El fago lisogénico o
profago, también se adhiere a una bacteria e introduce su genoma en la célula hospedadora.
Sin embargo, en este caso, el genoma del fago se integra en una ubicacion especifica del
cromosoma del hospedador. El genoma del profago se replica de manera pasiva junto con el
genoma del hospedador y se transmite a las células hijas en cada divisién celular sin matar a la
bacteria (Nanda et al., 2015). No obstante, la exposicién a condiciones ambientales alteradas,
como el tratamiento con antibiéticos, el estrés oxidativo o el dafio en el ADN, puede convertir al
profago en un fago litico, permitiéndole entrar en el ciclo litico y escapar del hospedador
(Cervera et al., 2019).

1.2.3 Transducciodn

La transferencia horizontal de genes puede generar una enorme diversidad genética en
organismos, especialmente en aquellos que se reproducen asexualmente. Los tres mecanismos
clasicos de la TGH en procariotas son la transformacién, la conjugacion y la transduccion
(Schneider, 2021). Histéricamente, se consideraba que la conjugacién y la transformacién eran
los principales factores que contribuian a la TGH bacteriana, pero estudios recientes indican que
se ha subestimado el papel de la transduccién (Novick, 2003; Wamel et al., 2006).

La transduccion generalizada ocurre cuando fragmentos de ADN bacteriano, en lugar del
ADN del fago, son empaquetados accidentalmente en las capsides virales durante el ensamblaje
del fago. Estas particulas, que contienen exclusivamente material genético bacteriano, se
denominan particulas transductoras (PT) (Thierauf & Maloy, 2003). Este proceso se diferencia de
la transduccién especializada, en la cual el profago se escinde de manera imprecisa del
cromosoma del huésped, incorporando genes bacterianos adyacentes que luego son
empagquetados junto con el ADN viral en nuevas particulas fagicas (Brammar, 2013).

1.3 Cepas clinicas de S. epidermidis, SCN45 e IPA1

1.3.1 Descripcion

El Instituto de Investigacién Sanitaria La Fe (IS La Fe) cuenta con un grupo multidisciplinar
destinado al estudio de infecciones graves, acreditado en el 2011 y dirigido por la Dra M2 Angeles
Tormo Mas. Este grupo pertenece a la Red Espafiola de Bacteridfagos y Elementos
Transductores (Fagoma) del Ministerio de Ciencia (lIS La Fe, 2025).

En el grupo se desarrollan varias lineas de investigacion, siendo una de ellas la mejora de
técnicas y estandarizacion de protocolos para la manipulacion genética de Staphylococcus
coagulasa negativos, como S.epidermidis. Este estudio sigue siendo un desafio, ya que muchas
cepas clinicas no pueden transformarse con la metodologia genética actualmente disponible
debido a sus potentes y diversas barreras de restriccion (Nedelmann et al., 1998). Estas
limitaciones impiden la introduccion eficiente de ADN exégeno, lo que dificulta la manipulacion
genética y hace que numerosas cepas sean practicamente inaccesibles a la investigacion
molecular (Schulze et al., 2025).

A pesar de estas dificultades, se han estudiado los procesos regulatorios de las islas de
patogenicidad de Staphylococcus epidermidis (SePls) de las cepas clinicas SCN45, aislada de
un paciente con una infeccidon asociada a catéter, e IPAl, aislada de un paciente con una
infeccion asociada a proétesis articular, dando los siguientes resultados no publicados.
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1.3.2 Resultados previos

Las dos cepas clinicas fueron previamente secuenciadas y analizadas mediante
bioinformatica, lo que permitié identificar con precisién sus elementos genéticos moviles, tres
islas de patogenicidad y dos fagos. Ambas cepas se compararon mediante el software Mauve,
una herramienta de alineamiento de genomas que permite detectar regiones conservadas,
reordenamientos, inversiones y los puntos de ruptura exactos en dichas regiones (Darling et al.,
2004). Gracias a este analisis gendmico, se observd que comparten de forma idéntica las tres
islas de patogenicidad (SePl1, SePI3 y SePI5) asi como un bacteri6fago endégeno comin,
aunque difieren en un segundo fago adicional, lo que podria influir en su variabilidad fenotipica y
capacidad de movilizacion génica (Figura 1).

A
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Figura 1. Comparacion de SePls y bacteri6éfagos entre las cepas de S. epidermidis IPA1y SCN45. Alineamiento obtenido
mediante el software Mauve donde se observa la comparacion de: A) SePI1. B) SePI3. C) SePI5. D) Fagos Phi_n23 de
IPAly Phi_n28 de SCN45. E) Fagos Phi_n21

A continuacién, se estudié la movilizacién de sus SePls con la técnica Southern blot, que consiste
en la transferencia de fragmentos de ADN desde un gel de electroforesis a una membrana. Este
paso inmoviliza los fragmentos de ADN de modo que la membrana reproduce
semipermanentemente el patron de bandas del gel (Chomczynski, 1992). Tras la inmovilizacion,
el ADN puede someterse a un andlisis de hibridacion, lo que permite identificar bandas con
similitud de secuencia con una sonda marcada (Brown, 1993). Utilizando sondas
correspondientes a las integrasas de las SePls, se observd que los fagos de la cepa IPA1 no
movilizaban ninguna isla (Figura 2A), mientras que los fagos de la cepa SCN45 eran capaces de
inducir las tres islas (Figura 2B). Esto plante6 la posibilidad de que en las regiones genéticas
donde habia diferencias en las secuencias, en el fago Phi_n21, estaban localizados los
inductores de las islas.
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Figura 2. Southern Blot de las integrasas de las SePls de SCN45 y IPA1. A) Southern Blot de la cepa IPA1. B) Southern
Blot de la cepa SCN45. Se pueden observar tres bandas que hibridan con la sonda: integrasa en el DNA cromosomico,
el intermediario circular (CCC) cuando escinde de este tras su induccion, y la banda procedente de la capside del fago
(L) cuando empaqueta su DNA en esta.
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Tras los resultados del Southern blot, se hizo un analisis genético de las regiones
diferentes del fago Phin21 de SCN45 para asi obtener una diana de las proteinas responsables
de la movilizacion de las islas. Se obtuvieron tres zonas diferentes (Figura 3A), con entre tres y
cuatro proteinas en forma de operon. Seguidamente se realizé un analisis de las zonas
reguladoras de las SePIS de SCN45 (Figura 3B). Mediante un ensayo de fusién transcripcional
(Figura 3C) determinaron que la region tres de inductores interacciona con la regién reguladora
de la SePI5.
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Figura 3. Esquema de los pasos para el ensayo de fusion transcripcional. A) Mapa genémico de phi_n21_SCN45y las
regiones diferentes en comparacion con IPA1l. B) Mapa gendmico de las SePls de SCN45 y su zona reguladora. C)
Basado en el ensayo de Miller y Lindow (1997), se utiliz el plasmido pCU1 con promotor de cadmio y con las clonaciones
de las proteinas inductoras de las regiones a testear (cada plasmido portara una proteina de una regién en concreto o
una combinacion determinada de ellas). Se estudid la capacidad de unién a la region reguladora de cada isla. Estas
regiones reguladoras estan clonadas en otro plasmido, pCN41, que contiene un gen reportero, en este caso de una B-
lactamasa que carece de promotor y su expresion sera dependiente de la region reguladora de la isla. Esta enzima
reacciona con un sustrato cromogénico, el nitrocefin, que cambia de un color amarillo a un color rojo en presencia de B-
lactamasa.

Siguiendo la misma metodologia, se evaluaron las proteinas inductoras de la region tres (Figura
4A), por separado y en combinaciones, dando como responsables de la induccién de la SePI5
de SCNA45, la proteina DUF1381 y su combinacion con la proteina HP (Figura 4B).
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Figura 4. Ensayo de actividad B-lactamasa. A) Proteinas inductoras pertenecientes a la tercera region diferente de
phi_n21_SCN45. B) Ensayo de actividad B-lactamasa entre las proteinas HP y DUF1381 y la combinacién de estas
frente al control sin inductor.
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A partir de estos resultados, se dio continuidad a la investigacion mediante la clonacion de
la proteina DUF1381, asi como su combinacion con la proteina HP, en la cepa IPA1, con el fin
de analizar la movilizacion de sus SePIs en presencia de estas proteinas.

Asimismo, y con la finalidad de mejorar las herramientas disponibles para la manipulacion
genética de SCN, se ha llevado a cabo una linea de trabajo centrada en la optimizacién de
metodologias para la transduccion bacteriana, un proceso fundamental para la obtencion de
mutantes y la introduccion de plasmidos complementadores. En este contexto, se ha trabajado
en la busqueda, aislamiento y caracterizacioén de fagos liticos y lisogénicos con capacidad de
transducir material genético desde S. aureus a S. epidermidis, con el fin de ampliar las
posibilidades de transferencia horizontal en cepas dificiles de manipular.

Ademas, se han realizado evoluciones experimentales de estos fagos para mejorar su
eficiencia de transduccion y su especificidad frente a distintas cepas clinicas de interés, con la
intencién de generar una coleccién funcional de fagos adaptados que sirvan como herramienta
genética versatil para estudios moleculares en S. epidermidis. Este trabajo no solo busca superar
las barreras naturales a la entrada de ADN en estos microorganismos, sino también contribuir a
la estandarizacion de protocolos fiables y reproducibles que puedan ser empleados por otros
grupos de investigacién que trabajen con estafilococos coagulasa negativos. Esto tiene un papel
destacado en cuanto al objetivo de desarrollo sostenible (ODS) niimero 9: Industria, innovacion
e infraestructura, mas concretamente en la meta 9.5 debido a que amplia el conocimiento de
esta materia y contribuye a la investigacién de posibles aplicaciones biotecnolégicas. Asimismo,
este trabajo también se alinea con el ODS 3, especialmente con la meta 3.3, al aportar
conocimiento clave sobre los mecanismos de movilizacion de elementos patogénicos en
Staphylococcus epidermidis y al desarrollar herramientas que facilitan su manipulacién genética,
contribuyendo asi al control de enfermedades infecciosas.
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2. Hipotesis

La proteina DUF13181, sola o en combinacién con la proteina HP, es responsable de la
movilizacion y activacion de la isla de patogenicidad SePI5 de Staphylococcus epidermidis
SCNA45. Si estas proteinas se expresaran en IPAL se produciria la movilizacion de su SePI5.
Para ello se necesita un fago transductor que permita transferir plasmidos funcionales a S.
epidermidis, facilitando la generacion de mutantes y complementaciones que permitan estudiar
este mecanismo.

3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Determinar si la proteina DUF13181, sola o en combinacién con la proteina HP, es
responsable de la movilizacion y activacion de la SePI5 en la cepa clinica de S. epidermidis
SCN45. Desarrollar herramientas basadas en fagos transductores para facilitar estudios
funcionales mediante la transferencia de plasmidos, contribuyendo asi al entendimiento de los
mecanismos moleculares que regulan la virulencia en este patégeno.

3.2 Objetivos especificos

1. Desarrollar una coleccién de fagos transductores capaces de transferir
plasmidos desde S. aureus hacia S. epidermidis, evaluando su eficiencia y estabilidad.

2. Optimizar las condiciones de transducciéon para maximizar la frecuencia de
obtencién de mutantes y complementaciones funcionales en cepas modelo de S.
epidermidis.

4. Materiales y Métodos

4.1 Crecimiento bacteriano

Las cepas de S. aureus, S. epidermidis y S. carnosus se cultivaron rutinariamente en
medio liquido de caldo de soja tripticado (TSB) y en agar TSB a 37°C, salvo que se indique lo
contrario. pCN36_cd codifica resistencia al antibidtico tetraciclina, por lo que el medio se
suplementa con 3 pyg mi™ cuando se utiliza el plasmido, y se afiade citrato (64 ug ml™) en las
transducciones para inhibir la replicacion del fago una vez producida la infeccion. Las cepas de
Escherichia coli se cultivaron en caldo Luria-Bertani (LB) y en placas de agar LB a 37°C,
suplementadas con ampicilina (Amp) (100 ug mL™) si contenian el plasmido pCN_36cd.

Se incluyeron 2 cepas clinicas de S. epidermidis, SCN45 e IPA1 aisladas de una infeccién
asociada a catéter y una infeccion asociada a prétesis articular respectivamente, en el Hospital
Universitario y Politécnico La Fe de Valencia. Previamente a este trabajo el grupo de
investigacion obtuvo la autorizacién ética del Comité de Investigacién Biomédica del Instituto de
Investigacion La Fe (referencias 2104/0563 y 2017/0523).
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4.2 Técnicas de biologia molecular

4.2.1 Extraccién de ADN plasmidico

Se centrifugaron 4 mL de un cultivo nocturno de E. coli o S. aureus y se eliming el
sobrenadante. El ADN genomico se aislo utilizando el kit “ZymoPure™ Plasmid MiniPrep Kit”,
siguiendo las instrucciones del fabricante con la diferencia de que para S. aureus se realiz6 una
lisis adicional con lisozima (12,5 uyg mL-1 Sigma-Aldrich) para la rotura de la pared bacteriana
(15-60 minutos a 37°C) y una concentracion sucesiva del ADN plasmidico como se representa
en la Figura 5. Se cuantificé con el espectrofotometro NanoDrop y se almacené a -20°C.

Centrifugacion 4ml Cultivo

AL

Elucién
20pL H20

l ?’\/ ?’\/ ?
Figura 5. Método concentracion DNA plasmidico. Se centrifugo 4ml de cultivo nocturno de S. aureus por cada Eppendorf

(1.5 mL) y en el paso de elucion se fue transfiriendo el contenido de la elucién del primero al siguiente Eppendorf siendo
este la sustitucion del eluyente.

4.2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los cebadores (primers) fueron obtenidos de Sumilab (Tabla 1). Los cebadores liofilizados
se resuspendieron en en buffer Tris-EDTA a una concentracion final de 200 uM. Se prepararon
soluciones de trabajo de cebadores a 10 yM mediante una diluciéon 1:20. Para la clonacion de
proteinas, se utilizo la ADN polimerasa Phusion High-Fidelity (Thermo Fisher). La PCR rutinaria
para la deteccion de productos se realizé6 con DreamTag® (Promega). Las amplificaciones por
PCR se llevaron a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Tabla 1. Primers utilizados en las PCR

Oligos Secuencia
Promotor 3m GAATCGAACTAGTACGAAATGCGCACTTATTCA
pCN36_pCd AGTGTATTT
cadmio 1c
GTTCAGACATTGACCTTCAC
coalm | ATAGAGATGCTGGTACAGG
S. aureus Coagulasa
coa 2c GCTTCCGATTGTTCGATGC
3ms ACGCGTCGACTATAATAATAATTTGTTTAACTTT
AAGAAGGAGATATACCATGCAACATC
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Proteinas HP-DUF 6¢cB CGCGGATCCGGATAGTATCATGCGTTCATC

5mS ACGCGTCGACAGAAGCAGAAGTTGTAGGAGT
DUF

6¢cB CGCGGATCCGGATAGTATCATGCGTTCATC

El disefio de los primers se realiz6 utilizando el software SnapGene (GSL Biotech LLC),
que permitio visualizar y simular la secuencia de ADN, identificar regiones de interés y
seleccionar sitios de restriccién compatibles con el vector de destino.

Para cada primer, se incluyé:
¢ Una secuencia de 15-18 nucledtidos especifica del gen blanco.

o El sitio de restriccion seleccionado en el extremo 5’, seguido de 4-6 nucleétidos
adicionales para asegurar la eficiencia de corte por la enzima de restriccion.

¢ Se verificé que la Tm (temperatura de fusién) de ambos primers fuera similar y
que el contenido de GC estuviera entre 40-60%.

Las secuencias de los primers y la disposicién de los sitios de restriccién se validaron in
silico mediante la funcién de simulacion de digestion de SnapGene, asegurando la correcta
orientacién y compatibilidad con el plasmido pCN36_pCd. Posteriormente, los productos de PCR
fueron digeridos con las enzimas de restriccion correspondientes y purificados para su insercion

en el vector previamente linealizado mediante digestion enzimatica.
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Figura 6. Disefios de primers para HPDUF1381 y DUF1381 con sitios de restriccion especificos para la insercion
dirigida en el plasmido pCN36_pCd, realizado con el software SnapGene.

4.2.3 Digestion con endonucleasas de restriccion

Las muestras de ADN (plasmidos o productos de PCR) fueron digeridas mediante doble
digestion con dos enzimas de restriccion diferentes, BamHI y Sall (Thermo Fisher). Se selecciono
el buffer Bam HI que proporcionara la méaxima actividad para ambas enzimas, de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante. Las digestiones se incubaron a 37°C durante 18-24 horas.




4.2 .4 Purificacion de DNA

Se purificaron los productos de PCR y las digestiones utilizando el kit “DNA clean &
concentrator™ Zymo Pure”, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se cuantifico con el
espectrofotémetro NanoDrop y se almacend a -20°C.

4.2.5 Electroforesis en gel de agarosa

El éxito de la amplificacion por PCR se evalué mediante electroforesis. Se prepararon
geles de agarosa disolviendo agarosa D1 Low EEO (Pronadisa) en una concentracién de 0,7-
1% en tampodn Tris-Acetato-EDTA (TAE) y se afiadio el intercalante Safe View para su deteccion
por luz ultravioleta. Antes de cargar las muestras en el gel, se agrego buffer de carga 1X a cada
muestra, compuesto por 60% glicerol, Tris-HCI (pH 7,6, 10 mM), EDTA (60 mM), azul de
bromofenol (0,03%) y xylene cyanol FF (0,03%). Para la determinacion del tamafio de las bandas,
se usaron los marcadores de peso molecular “Gene Ruler 1Kb Plus” (Thermo Scientific). Los
geles se visualizaron utilizando el sistema Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS+ con el software
Image Lab™ (Bio-Rad).

4.2.6 Ligacion de fragmentos de ADN con T4 DNA ligasa

Para la reaccion de ligacion, el vector y el inserto se utilizaron en una proporcion molar de
1:3, siguiendo las recomendaciones del fabricante, aproximadamente 20 ng de vector y 60 ng de
inserto. La ligacion se llevé a cabo en un volumen final de 20 pL, utilizando 1X de buffer de
ligacion y 1 uL de la enzima T4 DNA ligasa (Thermo Scientific). Las reacciones se incubaron a
22°C durante 1 horay posteriormente la enzima ligasa fue inactivada a 65°C durante 10 minutos.

4.2.7 Construccion de pldsmidos

La generacién de vectores plasmidicos se llevé a cabo utilizando el procedimiento
estandar (Russell & Sambrook, 2001). Los fragmentos de ADN (inserciones) fueron amplificados
mediante PCR, purificados y luego digeridos con las enzimas de restriccion apropiadas. Los
productos digeridos se ligaron con el vector correspondiente previamente digerido.

Después de la ligacién, el plasmido fue transformado en células de E. coli DH5a y DC10B
quimicamente competentes. El vector utilizado en este trabajo fue el pPCN36 (Emmanuelle et al.,
2004). El promotor inducible por cadmio fue clonado en el vector pCN36.

4.2.8 Secuenciacion de ADN

Los fragmentos clonados fueron secuenciados por la empresa STABVIDA. Los datos de
secuenciacion fueron verificados utilizando la herramienta BLAST (Altschul et al., 1990), a través
de su plataforma en linea en NCBI para realizar comparaciones de secuencias.
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4.3 Transformacion bacteriana

4.3.1 Preparacion de competentes de E. coli

La preparacién de competentes de E. coli se llevé acabé de acuerdo con el procedimiento
modificado de Chung et al. (1989). Se partio de cultivos crecidos durante la noche anterior, de
DH5a y DC10B, de los que se prepard una dilucién 1/100 de 100 mL de medio de cultivo LB y
se dejé en agitacion a 160 rpm, 37°C entre 1:30-2 horas hasta alcanzar una Densidad 6ptica
(OD) de s0onm de 0,3-0,4. A partir de este paso se trabajo en frio utilizando un recipiente con hielo.
Se transfirié el cultivo en su totalidad a dos tubos Falcons de 50 mL y se dej6é 10 minutos en
hielo. A continuacion, el contenido fue centrifugado a 2600 rpm, 4°C y 5 minutos. Se resuspendi6
el pellet con 1/25 de volumen de CaCl 0,1M y 15% glicerol y se dejé en hielo durante 24 horas.
Por ultimo, se realizaron alicuotas de 70 pL que fueron congeladas con nitrogeno liquido y
posteriormente se guardaron a -80°C.

4.3.2 Preparacion de competentes de S. aureus RN4220

La preparacién de competentes de S. aureus RN4220 se llevé acab6 de acuerdo con el
procedimiento modificado de Zeden et al. (2023). Se prepararon a partir de un cultivo nocturno
cultivado a 37°C en TSB. Se inocularon 100 mL de LB con 1 mL del cultivo hocturno en un matraz
y se incubaron a 37°C con agitacibn constante hasta alcanzar una ODssonm de 0,2.
Posteriormente, el cultivo se colocé en hielo durante 10 min para detener el crecimiento
bacteriano. Las células se pasaron a dos tubos Falcon de 50 mL, previamente ya enfriados y se
recolectaron por centrifugacioén (3,000 x g, 10 min, 4°C), el sobrenadante resultante se descart6
y el sedimento celular (pellet) se resuspendié en 10 mL de sacarosa 0,5M estéril y fria. Se
repitieron los lavados dos veces mas con la diferencia de que en el Ultimo solo se afiadié 1 mL
de sacarosa al 0,5M y se dejaron incubando a temperatura ambiente 20 min. Se centrifugaron a
3,000 x g, 10 min, 4°C y se resuspendio el pellet con 1 mL de sacarosa a 0,5M y 15% de glicerol.
Por altimo, se hicieron alicuotas de 60 pL y se almacenaron a -80°C.

4.3.3 Preparacion de competentes de S. epidermidis O47

La preparacion de competentes de S. epidermidis O47 se llevé acabé siguiendo el
protocolo estandar de Grosser y Richardson (2016). Se hizo una dilucién de 1:100 del cultivo
nocturno de O47 en 50 ml de LB en un matraz de 250 mly se incubo a 37°C hasta una ODeesonm
de 0,8-1. A continuacion el cultivo fue transferido a un Falcon de 50ml y se centrifugé a 5000 g
4°C 15 min. Se descart6 el sobrenadante, se resuspendio el pellet en 50 ml de glicerol al 10%
frio y se volvié a centrifugar con los mismos pardmetros anteriores. Este paso se repitié 3 veces
mas utilizando volimenes decrecientes de glicerol (25 ml - 2,5 ml - 1 ml). Finalmente, se
dividieron en alicuotas de 70 pL y se guardaron a -80°C.

4.3.4 Transformacién de E. coli DH5a

Segun el procedimiento basado en el protocolo de Pope & Kent (1996). Para cada alicuota
de competentes de DH5a (70 pL) se afiadio 2 uL de DNA plasmidico (10ng-100ng) o 10 pL de
ligacién, y se incubd por 30 minutos en hielo. Las células fueron sometidas a un choque térmico
durante 1,5 minutos en estufa a 42°C y luego se colocaron 2 minutos en hielo. Se afiadi6é 750 pL
de LBy se dejo en agitacion durante 1h a 37°C. Al finalizar este ultimo paso, se sembro en placas
de LB+Amp y se incub6 18-24h a 37°C.
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4.3.5 Electroporacion de S. aureus RN4220

Para el método de electroporacién de S. aureus RN4220 se siguio el protocolo estandar
de Grosser y Richardson (2016). Se afiadi6é aproximadamente 1ug de ADN plasmidico a 60 pL
de células electrocompetentes de S. aureus, se mezclo con la pipeta y se transfirié a una cubeta
de 1 mm (Gene Pulser® Cuvette, Bio-Rad). Las células fueron sometidas a un pulso de 2,5 kV
(25 pF, 100 Q) utilizando el sistema de electroporacién Gene Pulser Xcell™ (Bio-Rad), seguido
inmediatamente por la adicion de 600 pL de TSB. La mezcla se transfirio a un tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL y se incub6 a 37°C con agitacion a 180 rpm durante 1 hora. Se sembro
en 2 placas de medio Agar Soya Tripticaseina (TSA) selectivo (200uL en una placa y el resto en
la otra). Las placas se incubaron a 37°C durante 18-24 horas.

4.3.6 Electroporacion de S. epidermidis O47 por el método de Grosser
y Richardson (2016)

Para el método de electroporacion de S. epidermidis O47 se sigui6 el protocolo estandar
de Grosser y Richardson (2016). Se afiadi6 1ug de ADN plasmidico a 70 yL de células
electrocompetentes de S. epidermidis y se dejé en incubacion a temperatura ambiento durante
30 min y se transfirieron a una cubeta de 1 mm (Gene Pulser® Cuvette, Bio-Rad). Las células
fueron sometidas a un pulso de 2,0 kV (25 pF, 100 Q) utilizando el sistema de electroporacion
Gene Pulser Xcell™ (Bio-Rad), seguido inmediatamente por la adicion de 500 yL de TSB. La
mezcla se transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL y se incubd a 37°C con agitacion a
180 rpm durante 4 horas Se sembraron en 2 placas de TSA selectivo (100uL en una placay el
resto en la otra). Las placas se incubaron a 37°C durante 18-24 horas.

4.3.7 Electroporacion de S. epidermidis O47 por el método basado
en el protocolo de Lofblom et al. (2007)

Segun el procedimiento basado en el protocolo de Léfblom et al. (2007). Se incubaron las
células competentes en hielo durante 5 minutos y otros 5 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugaron a 14,000 x g por 1 min y se resuspendieron en 80 pL de buffer de 0,5 mol! de
sacarosa y 10 % de glicerina. A partir de este paso se provo a afiadir 1ug de ADN plasmidico
antes de un choque térmico a 54°C por 2 min, a anadir 1ug de ADN plasmidico después del
choque térmico y a afiadir 1ug de ADN plasmidico sin choque térmico. Se transfirid la mezcla a
una cubeta de 1 mm (Gene Pulser® Cuvette, Bio-Rad). Las células fueron sometidas a un pulso
de 2,0 kV (25 pF, 100 Q) utilizando el sistema de electroporacién Gene Pulser Xcell™ (Bio-Rad),
seguido inmediatamente por la adicion de 500 pL de TSB. La mezcla se transfirié a un tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL y se incub6 a 37°C sin agitacion durante 1 hora. Se sembraron 100uL
en placas de TSA selectivo. Las placas se incubaron a 37°C durante 18-24 horas.
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4.4 Metodologia de bacteriéfagos

4.4.1 Induccion de profagos

Los bacteriéfagos fueron inducidos y aislados basandose en los métodos descritos por
Kaneko et al. (1998). Se realiz6 una diluciéon 1/50 en TSB de un cultivo estacionario y se crecio
hasta alcanzar una DOsa40nm = 0,25-0,3. Seguidamente se afiadié Mitomicina C (MC) (2 yg mL™
MC). La MC causa dafio en el ADN, lo que desencadena la via de respuesta SOS e inicia el ciclo
litico del fago. Posteriormente los cultivos se crecieron en agitacion lenta a 32°C con 80 rpm
durante 4 horas o hasta que ocurriera la lisis. Los lisados obtenidos se centrifugaron a 3,000 x g
por 5 min y se filtraron a través de una membrana de 0,22 uM para eliminar aquellas bacterias
que no hubieran sido lisadas. Finalmente, estos lisados se guardaron a 4°C hasta su uso.

4.4.2 Infeccioén por bacteridofagos

Se empled el protocolo descrito en Cervera et al. ( 2019). Para ello se realizé una dilucion
1/50 en TSB de un cultivo estacionario y se crecio el cultivo hasta alcanzar una DOesonm = 0,15.
Posteriormente el cultivo se centrifugd, se resuspendié en TSB-Phage buffer (1mM NacCl, 0,05M
Tris pH = 7,8, 1mM MgSOa, 4mM CacClz) (1:1) y se infectd con el fago a una multiplicidad de
fagos/bacterias 3:1 o0 1:1. La lisis ocurria también sobre las 4h después de la infeccién. Cuando
finalizo la infeccion se midi6 la absorbancia del cultivo a una DOessonm

Para evaluar la eficacia de lisado de un fago se recurrié6 a los modelos matematicos y
estadisticos descritos por Geng et al. (2024); Molendijk et al. (2023); Rajnovic et al. (2019), que
utilizan la medicion de la densidad Optica de los cultivos bacterianos a lo largo del tiempo para
estudiar la interaccion con los fagos.

Uno de los métodos principales que describen es el calculo del Porcentaje de Inhibicion
(PI). Este porcentaje se calcula integrando el area bajo la curva (AUC) de la DO a lo largo del
tiempo, comparando el area de un cultivo infectado con un cultivo control (sin fagos) y una linea
base La formula es: Pl = (Area_control - Area_fago) / (Area_control - Area_linea_base) x 100.
Este es un enfoque cuantitativo para medir cuanto se inhibi6 el crecimiento bacteriano debido al
fago.

Para la detecciéon de fagos a bajas concentraciones, se utiliza un modelo estadistico
basado en la distribuciéon de Poisson. Este modelo les permite calcular la probabilidad de que
una muestra de un volumen determinado contenga cero particulas de fago, lo que es crucial para
determinar el limite de deteccién y la confiabilidad del ensayo a baja concentracion. La
probabilidad de una muestra "vacia" (sin fagos) se calcula como e”(-A), donde A es el nimero
promedio esperado de fagos en la muestra.

Por lo que se determina que si no hay lisis el porcentaje de Inhibicion estara cerca del 0%,
mientras que cuando haya lisis completa el Porcentaje de Inhibicion estara cerca del 100%.
Nuestro grupo de investigacion se apoyO en estos analisis para proponer un método para la
cuantificacion rutinaria de fagos en distintos ambitos y para establecer umbrales que indiquen
lisis nula, parcial o completa en cada sistema.

Para ello también se midi6 la DO de la cepa sin fago, expuesta a las mismas condiciones
que el protocolo de infeccion, y este valor se asumié como un 0% de PI, dado que no habia fago
gue pudiera impedir la inhibicién del crecimiento bacteriano. Por lo que se afirmd que valores de
DO cercanos a los valores del cultivo sin fago estan cerca de una Pl de 0% y por tanto se catalogo
como una lisis nula.
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La turbidez es directamente proporcional a la concentracién de células bacterianas vivas
presentes en el medio. El denominado "blanco" es el medio de cultivo sin bacterias ni fagos, y su
medicién de DO representa la linea base de turbidez del sistema experimental. Cuando se afiade
un fago a un cultivo bacteriano susceptible, el fago infecta y lisa las células bacterianas. Este
proceso de lisis reduce la poblacién bacteriana, lo que a su vez causa una disminucion en la
turbidez del cultivo y, por lo tanto, en la lectura de DO. Por lo que hemos determinado que una
lisis completa ocurre cuando la actividad del fago es tan efectiva que la mayoria o la totalidad de
la poblacion bacteriana es destruida. En este escenario, la turbidez del cultivo vuelve al nivel de
la linea base, es decir, al nivel de la DO del blanco, es decir DO=0.

4.4.3 Evoluciéon de bacteriéfagos

Segun el procedimiento basado en el protocolo de Koskella (2014). Se realiz6 una dilucion
1/50 en TSB de un cultivo estacionario de la cepa en la que se quisiera evolucionar el fago y se
creci6 hasta alcanzar una ODssonm = 0,2. Se transfirieron 50 uL del cultivo a tubos de ensayo de
12 mL y se afiadié 100 uL de lisado. Se dejé incubar 10 minutos a temperatura ambiente y se
afiadié 3 mL de Phage Top Agar (10mM CaClz) al tubo de cultivo y se vertié a una placa de TSA.
Las placas se incubaron a 37°C durante 18-24 horas. Con una asa de Drigalski se recogio la
capa de Phage Top Agar (PTA) en un Falcon de 15 mL y se centrifug6 a 4,000 x g a 4°C por 15
minutos. Se filtro el sobrenadante a través de una membrana de 0,22 yM para obtener solo el
fago evolucionado. Este paso se repitié tantas veces se quisiera mejorar la eficiencia del fago
sobre la cepa.

4.4.4 Ensayo de titulacion de bacteriofagos

Para el ensayo de titulacion se siguid el protocolo modificado de Adams (1959). Se
pasaron 80 L de cultivo estacionario de la bacteria receptora a un nuevo tubo de cultivo (12
mL). Se afiadié 3 mL de PTA (10mM CaClz) que estaba a 55°C al tubo de cultivo y se vertié a
una placa de Phage buffer. Cuando el Top Agar se solidificé (15-20 min) se afadio al tapiz de la
bacteria aceptora 10 uL de lisado. Se incubd a 37°c toda la noche. Este paso se repiti6 a
diferentes concentraciones de lisado: -1, -2, -3, -4, -5, y -6. Al dia siguiente si hubo liségenos se
vieron halos y dentro de ellos se observé colonia aisladas. Cada halo representa la lisis de un
cultivo bacteriano infectado por un fago y puede designarse como una unidad formadora de placa
(UFP). UFP/mL = NUmero de halos / (Dilucion de la placa contada x Volumen de lisado)

Para el andlisis estadistico de UFP/mL cada experimento se hizo por triplicado y se
calcularon funciones estadisticas basicas como la desviacion estandar para ver la dispersion de
los valores con respecto a la media de los datos. Se utilizé un andlisis de varianza bidireccional
(ANOVA) para determinar la significancia estadistica seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Sidak (Garcia, Molina, Lozano, & Herrera, 2005), indicadas como: no significancia
(ns), *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 y ****P<0,0001.

4.4.5 Transduccion por el método basado en el protocolo de Krausz
y Bose (2016)

Para estudiar el proceso de transferencia se una SePI o de otros EGM como plasmidos,
se utilizaron los lisados obtenidos mediante el método de induccion o infeccion. Cabe destacar
que los plasmidos deben poseer un marcador genético que confiera a la bacteria resistencia a
un antibiotico determinado, lo cual nos permite estudiar la transferencia de estos (Fiedler & Wirth,
1988).

Basandose en el protocolo descrito por Krausz y Bose (2016), se realizaron diluciones
seriadas de los lisados en Phage buffer. De esas diluciones, 100 pyL se afiadieron a 1 mL de
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bacterias aceptoras (RN4220, 047, IPA1, SCN45, TM300) crecidas hasta ODs4onm = 1,4 a las que
se afiadié CaCl2 a una concentracion final de 4,4 mM. La mezcla del lisado con la bacteria se
incubé a 37°C durante 20 min para dar tiempo suficiente a la isla a penetrar en la bacteria.

Posteriormente se sembr6 en placas de TSA con el antibiotico requerido, afiadiendo a la
mezcla fago-bacterias, 3 mL de TSA top agar (TSB 3g/ 100 mL + agar 0,075 /100 mL). Ademas,
estas placas contenian Citrato Sédico (17 mM) para mejorar la adhesién de los fagos a las
bacterias aceptoras. Se dejaron incubando a 37 °C durante la noche.

4.4.6 Transduccion por el método basado en el protocolo de
Maslanova et al. (2016)

En un matraz de 100 mL se afiadieron 20 mL de TSB y una colonia de bacteria (RN4220,
047, IPA1, SCN45, TM300) y se dejd crecer toda la noche. Se centrifugaron los 20 mL de cultivo
en Falcon de 50 mL a 4,000 x g a 4°C por 15 minutos y se resuspendi6é en 1 mL de TSB.

Se preparo la muestra en eppendorf de 2 mL afiadiendo 250 pL del cultivo bacteriano, 500
pL de LB mas 10mM CaCl2 y 250 uL de lisado. Para el control no se afiadi6 lisado y se afiadieron
750 yL de LB. Se dejo incubar a 37°C sin agitacion por 15 minutos. Se pasaron las muestras a
hielo y se afiadio 500 yL de NaCitrate 0,02M frio. Se centrifugd a 10,000 x g a 4°C por 10 minutos
y se volvid a resuspender en NaCitrate 0,02M frio. Se dejé incubar en hielo por 2h. Se sembraron
100uL en placas de TSA selectivo. Las placas se incubaron a 37°C durante 18-24 horas.

4.4.7 Transduccién por el método de Schulze et al. (2025)

Para llevar a cabo el ensayo de transduccién, las cepas receptoras (RN4220, 047, IPA1,
SCNA45, TM300) fueron inoculadas en TSB y cultivadas durante la noche a 37 °C. Al dia siguiente,
se inocularon 10 mL de TSB fresco con el cultivo nocturno hasta alcanzar una densidad éptica
(OD¢go) de 0,1. Las culturas se incubaron con agitacion (160 rpm) a 37 °C hasta alcanzar una
ODgo0 de 0,8.

A continuacién, se transfirieron 200 pyL de cultivo a cinco tubos de 1,5 mL. Las células
fueron centrifugadas a 11,000 x g durante 1 minuto, se elimind el sobrenadante y los pellets
celulares fueron resuspendidos en 200 pL de tampon fagico (4 mM CacCl,, 1 mM MgSO,, 0,1 M
NaCl, 50 mM Tris-HCI, 0,1% gelatina (w/v); pH ajustado a 7,8).

Cada alicuota fue sometida a tratamiento térmico durante 2 minutos en un bloque térmico
(Eppendorf) a distintas temperaturas: 37 °C (control), 48 °C, 50 °C, 52 °C y 54 °C, sin agitacion.
Posteriormente, se afiadieron 100 pL de lisado fagico conteniendo el plasmido y se incubé la
mezcla a 37 °C durante 10-15 minutos sin agitacion, para permitir la adhesion del fago y la
transduccion. Finalmente, las mezclas fueron sembradas en placas de TSA suplementadas con
el antibiotico correspondiente. Las placas se incubaron durante la noche a 37 °C

4.4 .8 Titulacidon de la transduccion

Transcurridas entre 18 y 24 horas de incubacion, se procedio al recuento de las colonias
presentes en cada placa. Cada colonia obtenida se consider6 una unidad formadora de
transductantes (UFT). UFT/mL = (NUmero de colonias contadas x Dilucién inversa) / Volumen de
lisado usado (mL).
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5. Resultados y discusion

5.1 Construccion del vector

Las proteinas fueron clonadas en el plasmido pCN36_cd (Figura 7) e introducidas en S.
aureus RN4220 mediante electroporacion.

A

Figura 7. Revelado electroforesis gel de agarosa. A) Los pocillos 2 y 3 representan la clonacién de la proteina DUF1381
de 287 pares de bases (pb), los pocillos 5 y 6 representan la clonacion de las proteinas HPDUF1381 de 459 pb. B) Los
pocillos 2 y 3 muestran el plasmido pCN36_cd digerido de 4542 pb, los pocillos 4 y 5 representan el pCN36_cd con
HPDUF1381, 5001pb, y los pocillos 6 y 7 muestran el pCN36_cd con DUF1381, 4829 pb. . El primer carril corresponde
al marcador de peso molecular Gene Ruler 1kb DNA plus Ladder.

5.2 Lisis bacteriana inducida por fagos liticos y lisogénicos

Un total de 40 profagos fueron inducidos de diferentes cepas de S.aureus y S.epidermidis
y se emplearon para infectar las cepas RN4220, IPA1, SCN45, 047 y TM300. La cepa 047, un
aislado de laboratorio ampliamente utilizado derivada de S. epidermidis, y TM300, perteneciente
a S. carnosus, fueron utilizadas con el propdsito de servir como posibles intermediarios entre
RN4220 y las cepas clinicas de S. epidermidis (Tabla 2). Ademas, se buscaron fagos con la
capacidad de infectar a mas de una cepa bacteriana y asi proceder a un estudio de evolucion
dirigida.
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Tabla 2. Valores de OD de los lisados bacterianos tras infeccién con profagos inducidos de S. aureus y S. epidermidis.

Listade Fagos| RN4220 IPA1 SCN45 047 TM300
) 0,98 0,67 0,69 0,72 0,80
80,00 0,00 0,45 0,67 X X
11,00 0,04 0,60 0,59 X X
IPA1 0,96 0,67 0,63 X X
IPA2 0,73 0,52 0,45 0,69 X
IPA15 0,92 0,56 0,48 X X
IPA26 4.1 0,14 0,59 0,69 0,75 0,04
IPA26 4.2 0,05 0,33 0,61 0,07 0,05
IPA26 6.1 0,11 0,66 0,27 0,04 0,09
IPA26 6.2 0,07 0,69 0,62 0,12 0,01
Phi3 0,01 0,57 0,70 0,56 X
Phi4 0,11 0,61 0,68 0,70 X
Phi5 0,01 0,65 0,57 0,58 X
Phi6 0,20 0,45 0,65 0,62 X
Phi10 0,08 0,58 0,54 0,67 X
Phi15 0,02 0,61 0,59 0,54 X
Phi16 0,14 0,46 0,43 0,60 X
Phi20 0,12 0,65 0,59 0,65 X
Phi21 0,05 0,64 0,62 0,72 X
Phi26 0,02 0,49 0,57 0,71 X
Phi46 0,09 0,68 0,46 0,64 X
Phi67 0,08 0,65 0,68 0,53 0,06
Phi71 0,10 0,42 0,50 0,05 0,06
SCN1 0,84 0,65 0,56 0,09 X
SCN2 0,80 0,66 0,66 0,04 X
SCN99 0,98 0,50 0,48 X X
SCN100 0,79 0,59 0,57 X X
SCN101 0,47 0,72 0,57 0,49 X
SCN109 0,56 0,62 0,63 0,62 X
SCN204 0,84 0,62 0,48 0,73 X
SCN264 0,96 0,59 0,46 0,61 X
Al 0,05 0,07 0,62 0,12 0,16
A2 0,02 0,39 0,51 0,09 0,06
2F2 0,62 0,63 0,60 0,03 0,80
2F8 0,59 0,68 0,49 0,03 0,69
3F8 0,57 0,53 0,55 0,07 0,76
AT2 0,83 0,58 0,63 0,11 0,82
AT6 0,79 0,47 0,41 0,14 0,70
2561.1 0,98 0,55 0,60 0,07 0,79
FF6 0,96 0,65 0,57 0,05 0,77
L1 0,87 0,67 0,61 0,12 0,67
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Como se ha comentado anteriormente, se buscaba un fago que fuera capaz de infectar
tanto a la cepa donante de plasmidos (S. aureus RN4220) como a la hospedadora (idealmente
S. epidermidis, pero con opcion de infectar primero a S. carnosus dependiendo de los resultados
obtenidos). Los valores de absorbancia mas cercanos al del control tienen un Pl menor,
reflejando una eficiencia de infeccion muy limitada. Los valores mas cercanos a la OD=0 indican
una lisis bacteriana total o casi total. En vista de los resultados obtenidos, se optd por utilizar los
fagos Al y A2 para transduccion puesto que producian buena lisis tanto en RN4220 como en
IPAly O47.

5.3 Titulacién de fagos evolucionados

Los fagos Al y A2 fueron aislados previamente en el laboratorio a través del muestreo de aguas
residuales y ambientales sobre cepas de S. epidermidis. Por ese motivo, aunque los fagos
parecian presentar buena infeccién en ambas especies, se optd por optimizarla en S. aureus.
Para ello, los fagos fueron sometidos a un proceso de evolucién dirigida con el fin de optimizar
su capacidad de infeccién en la cepa RN4220, forzdndolos a infectar esta cepa a través de
sucesivos pases. Para comprobar la infeccion, se realizé un recuento de calvas en placa
enfrentando los fagos antes y después de la evolucion en RN4220 y 047 (Figura 8).
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Figura 8. Titulacion de fagos A1y A2 antes (WT) y después del proceso de evolucion. Los fagos Aly A2 se evolucionaron
tres veces sobre la cepa RN4220 y se determind su titulo tanto en S. aureus como en S. epidermidis mediante el recuento
de calvas, expresandose como unidades formadoras de placas por mililitro (UFP/mL). A) Titulacion de los fagos Aly A2,
WT y evolucionados en la cepa de S.aureus RN4220. B) Titulacion de los fagos A1y A2, WT y evolucionados en la cepa
de S. epidermidis O47. Los datos representan la media + SEM de al menos tres experimentos independientes. Evaluado
mediante ANOVA de dos factores y comparacion multiple de Sidak. * p < 0.05, ** p <0.01, **** p < 0.0001.
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La titulacion de los fagos Al y A2 evolucionados muestra un incremento notable de
infectividad en la cepa RN4220, alcanzando valores de hasta ocho 6rdenes de magnitud
superiores respecto a los fagos no evolucionados, con un P value de <0,01 para el fago Aly de
<0,0001 para el fago A2. Sin embargo, esta mejora se acompafioé de una pérdida significativa de
la capacidad infecciosa en la cepa 047, con un P value de <0,0001 para el fago Al y <0,05 para
el fago A2, lo que indica una especializacion del fago hacia RN4220 a costa de reducir su
espectro de hospedadores.

5.4 Titulacion de la transduccion

Tras la infeccion de la cepa RN4220 donante de plasmido pCN36_cd, el lisado resultante
se utilizé para la transduccién de este plasmido hacia O47 y hacia RN4220 como control positivo
de infeccion y transduccién. La Unica transduccion efectiva se obtuvo en el control positivo
utilizando el fago A2 evolucionado sobre RN4220, con un titulo de 2670 unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC/mL) (Figura 9). Aunque el fago A2 evolucionado incrementd su
capacidad para infectar RN4220 (Figura 8), mostré una pérdida significativa de titulo frente a la
cepa 047, lo que impidié su uso exitoso en la transduccion hacia S. epidermidis, que era el
objetivo principal.

Figura 9. Placa de cultivo representativa de la Unica transduccion efectiva obtenida, realizada con el fago A2
evolucionado. La transferencia de material genético se logr6é desde una cepa de S. aureus RN4220 transformada hacia
otra cepa de RN4220 no transformada con un titulo de 2670 UFC/mL.



6. Discusion

La coleccion de 40 fagos lisogénicos vy liticos activos frente a S.aureus y S.epidermidis
mostré la presencia de fagos que tenian la capacidad de infectar a mas de una cepa, por lo que
se intentdé buscar cepas intermediarias como S.epidermidis 047 y S. carnosus TM300 que
sirvieran de “puente genético” para la transmision del pCN36_cd + DUF1381 y pCN36_cd +
HPDUF1381, de la cepa RN4220 hacia las cepas clinicas SCN45 e IPALl. Ademas, dos de los
fagos capaces de infectar a mas de una cepa, los fagos Al y A2, fueron evolucionados para
optimizar su capacidad de infeccién en la cepa RN4220.

A pesar de estos avances, en este estudio no se consiguid introducir las proteinas
responsables de la induccién de la SePI5 de SCN45, en la cepa clinica IPA1, por tanto, no se
logré determinar si estas proteinas eran capaces de inducir la SePI5 de IPAL y por consiguiente
que SePI5 albergara las proteinas responsables de la induccién de las SePl1 y SePI3. Esta
dificultad refleja las potentes y diversas barreras que presentan los Staphylococcus coagulasa
negativos para la introduccion de ADN extrafio, o que impide la manipulacién genética y hace
que muchas cepas sean totalmente inaccesibles para la investigacién molecular (Schulze et al.,

2025).

Un reciente estudio describe una nueva técnica que combina el choque térmico y la
transduccion para permitir la manipulacién genética de cepas y especies de estafilococos. Sus
datos experimentales sugieren que la inactivacion temporal de los sistemas de restriccion
mediante el choque térmico permite la introduccién exitosa de ADN extrafio en estas cepas

(Schulze et al., 2025). Se replico su técnica con nuestra coleccién de fagos evolucionados pero

no se obtuvo ningln resultado positivo. También se evalud la adicion de un choque térmico en
distintos intervalos previos a la electroporacion; sin embargo, esta estrategia tampoco resulté
efectiva.

En el articulo de Monk et al. (2012) describen la construccion de un mutante de ADN
citosina metiltransferasa en la cepa de clonacién de E. coli de alta eficiencia DH10B, llamada
DC10B. Esta cepa elimina la metilacién de citosina mediante la deleciébn del gen dcm,
permitiendo que el ADN plasmidico evite la barrera de restriccion tipo IV y facilitando su
transferencia directa a cepas clinicas de S. aureus y S. epidermidis. Por tanto, se decidié cambiar
la E. coli DH5a por la utilizada en este estudio, para ello una vez transformada la cepa DC10B
con los distintos plasmidos, se utiliz6 como fuente del pldsmido y se utiliz6 tanto para
transduccion como electroporacion. No obstante, la ausencia de metilacion podria haber activado
sistemas RM alternativos en las cepas diana, o bien, podrian existir otros factores epigenéticos
que afectan la estabilidad y expresion del plasmido introducido (Roberts et al., 2015), lo que
explicaria la falta de resultados positivos.

Por dltimo, se emplearon métodos evolutivos como los descritos por Gomez y Buckling
(2011), donde observaron que en Pseudomonas aeruginosa, fagos co-cultivados serialmente
desarrollaron mutaciones en la proteina gpl7,lo que les permiti6 ampliar su rango de
hospedadores y superar barreras de especificidad. En este trabajo se aplicé la misma técnica
con los fagos A1 y A2 en S. aureus RN4220 con la finalidad de mejorar la infectividad de los
fagos. El andlisis de secuenciacion de los fagos evolucionados podria aportar informacién
relevante sobre las mutaciones adquiridas y su impacto en la especificidad de adsorcion y en la
eficiencia de transduccién. Sin embargo, en nuestro caso, mejoré la infectividad hacia la cepa
RN4220 pero se perdio afinidad por la cepa 047, lo que sugiere un efecto de compensacion en
la adaptacion de los fagos y, nuevamente, no obtuvo una transduccion efectiva.
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Ademas, se intent6 evadir los complejos de restriccién que presenta S.epidermidis y mejorar la
afinidad de los fagos mediante co-evolucion; sin embargo, no se logré una transformacion
efectiva. Diversos estudios presentan que la mayoria de las cepas donantes de ADN de S. aureus
sintetizan receptores fagicos de acido teicoico de pared de ribitol-fosfato (WTA) distintos de la
mayoria de los receptores de CoNS, por lo que la adsorcién de fagos transductores de S. aureus
a CoNS suele estar bloqueada, imposibilitando la TGH (Guoging et al., 2011; Winstel et al., 2013,
2014). Una futura linea de investigacién podria ser encontrar fagos con propiedades compartidas
en los receptores de superficie celular WTA y de ese modo obtener una herramienta adecuada
para la trasferencia de ADN plasmidico como han logrado Volker et al. (2015) con el fago ®187.

Otra opcién que podria investigarse en lineas futuras es el uso de la tecnologia GOTraP
que puede optimizar el DNA para la transduccion mediante la optimizacién del reconocimiento
del huésped. En el estudio realizado por (Auster et al., 2019) reflejan como el plasmido obtenido
por GOTrap se transduce mas que el plasmido parental (WT). La aplicacion combinada de
tecnologias como GOTraP y la caracterizacion funcional de las proteinas de envoltura fagica
podria representar un enfoque integral para superar las barreras de transferencia genética en
estafilococos clinicamente relevantes.

Otra posible continuacién de este trabajo seria profundizar en la caracterizacién de los
sistemas de restriccion/modificacion especificos de las cepas utilizadas, para asi poder abordar
esta problematica desde una perspectiva mas dirigida y personalizada. También seria
interesante explorar nuevas estrategias que incluyan la evolucién dirigida de fagos y su
secuenciacion, con el fin de identificar las modificaciones genéticas ocurridas antes (WT) y
después del proceso evolutivo.

Estos ultimos afios también ha surgido una prometedora técnica basada en explorar el
disefio de regiones COS (cohesive end sites), y clonarlas en plasmidos para mejorar la
encapsidacion del ADN durante la transduccién mediada por fagos. Estas secuencias, presentes
naturalmente en genomas de bacteriéfagos como A, actian como sefiales especificas para la
maguinaria de empaquetamiento viral (Cue & Feiss, 1993). En el estudio realizado por Chandry
et al. (2002) el bacteriéfago skl de Lactococcus lactis fue capaz de transducir plasmidos que
contenian el sitio COS del fago y secuencias de ADN circundantes a frecuencias de hasta 2x10-
8 transductantes por UFP. Otros autores como Quiles-Puchalt et al. (2014) evaluaron la
funcionalidad de los sitios cos de fagos, para ello clonaron el sitio cos del fago $12 especifico de
S. aureus en el pldsmido pCU1, que originalmente no era transferible por ¢12 (<10 UFC/mL),
consiguiendo demostrar que los sitios cos clonados permitieron la transferencia de los plasmidos
mediante el fago $12 al obtener titulos de 1-2x103 UFC/mL.

Aunque los resultados obtenidos en este trabajo no fueron positivos en cuanto a la
introduccién de pldsmidos clonados en S. epidermidis, el proceso experimental ha permitido
identificar con mayor precision las barreras que limitan la manipulacion genética en estafilococos
coagulasa negativos. La recopilacién de fagos liticos y lisogénicos, junto con la adaptacion y
evaluacion de protocolos de transduccion y electroporacion, representa un avance metodoldgico
Gtil para futuras investigaciones en el campo. En este contexto, la evolucién dirigida de fagos ha
emergido como una estrategia relevante para adaptar estos virus a nuevos hospedadores
bacterianos (Hall et al., 2013; Koskella, 2014; Mavrich & Hatfull, 2017).

Cabe destacar que la integracion de aproximaciones de biologia sintética, como la edicion
de fagos mediante CRISPR-Cas y la sintesis de receptores bacterianos artificiales, podria abrir
nuevas vias para la manipulacion genética de cepas clinicamente relevantes. El desarrollo de
sistemas modulares que combinen fagos adaptados, plasmidos optimizados con regiones COS
y la supresion temporal de sistemas de restriccion, podria finalmente permitir la transferencia
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eficiente de material genético entre cepas de Staphylococcus tradicionalmente consideradas
intratables (Bikard et al., 2018; Kiro et al., 2014).

Por dultimo, la aplicacion de estas herramientas no solo tiene relevancia para la
investigacion bésica, sino que también podria tener un impacto significativo en el desarrollo de
nuevas terapias antimicrobianas, la ingenieria de probioticos y la produccion de compuestos
bioactivos. A medida que se profundice en la comprension de las interacciones entre fagos,
plasmidos y bacterias hospedadoras, sera posible disefiar estrategias mas eficaces y seguras
para la manipulacion genética de bacterias de interés clinico y biotecnolégico, contribuyendo asi
al avance de la biomedicina y la biotecnologia en linea con los objetivos de salud global de la
Agenda 2030.

7. Conclusion

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, no se ha logrado alcanzar el
objetivo principal, que consistia en estudiar la induccién y movilizacion de las SePls de la cepa
clinica IPA1, debido a la imposibilidad de generar mutantes genéticos viables en esta cepa.

En cuanto a los objetivos especificos, se ha conseguido reunir una coleccion diversa de
fagos con capacidad de adherencia y lisis tanto en S. aureus como en S. epidermidis, lo que
representa un recurso valioso para investigaciones futuras en el campo de la manipulacion
genética y la comprension de la biologia fagica.

Ademas, se han puesto a prueba distintos métodos de transduccion que, aunque no fueron
exitosos en esta fase, han permitido identificar limitaciones clave en el proceso de transferencia
genética en S. epidermidis. Estos hallazgos sientan las bases para optimizar estrategias
existentes y explorar nuevas aproximaciones que permitan superar las barreras moleculares de
este microorganismo, abriendo posibles lineas de investigacién en la mejora de herramientas
genéticas aplicables a especies clinicamente relevantes.
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