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RESUMEN

Staphylococcus aureus es un patdégeno oportunista y es la principal causa de infecciones
nosocomiales. Esto se debe a factores de virulencia y/o resistencia a multiples agentes
antimicrobianos que son codificados por elementos genéticos moviles. Dentro de estos
elementos, el Staphylococcal Cassette Chromosome (SCC) es uno de los mas
caracteristicos de S. aureus ya que frecuentemente presenta el gen mecA; el cual,
codifica para la resistencia a varios antibioticos. Con el fin de entender mejor la historia
evolutiva de este elemento, se buscaron los homodlogos de tres genes de este elemento
en 49 genomas; se construyeron sus filogenias, y se realizaron analisis de
recombinacion. Por ultimo se evalu6é el papel de la seleccién y la deriva génica,

calculando el cociente de substituciones sinénimas (dS) y no sinénimas (dN).

Nuestros resultados sugieren que este elemento presenta una historia evolutiva
compleja; con frecuentes eventos de transferencia horizontal y pérdida del elemento
completo, o partes de él. También se encontraron diferencias entre los niveles de
variacion genética, para los tres genes, donde los genes ccrA y ccrB presentaron
diversidades nucleotidicas altas. Finalmente los tres genes parecen estar bajo un proceso
de seleccidon purificadora ya que presentaron mayores mutaciones sindénimas que

mutaciones no sinénimas.
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INTRODUCCION

Los elementos genéticos moviles (MGEs, por sus siglas en inglés) fueron descritos por
primera vez en el genoma del maiz a finales de 1940 (McClintock, 1950; McClintock,
1951) y son un medio importante para la transferencia de informacion genética. El
traspaso de MGEs entre las células se conoce como transferencia genética horizontal
(TGH) y ésta se produce entre procariotas, entre procariotas y eucariotas, e incluso entre
eucariotas (Jain et al., 1999; Keeling y Palmer, 2008). Para la TGH en bacterias se han
descrito al menos 3 mecanismos: (1) la transformacioén (captacién de genes desde el
entorno), (2) transduccion bacteriéfaga, y (3) la conjugacion (el contacto directo entre las

células bacterianas) (Malachowa y DelLeo, 2010) (Ver figura 1).

Los MGEs son fragmentos de ADN extracromosomicos, que en bacterias, codifican una
variedad de factores de virulencia y/o resistencia, asi como enzimas que median su
propia transferencia e integracién en el ADN del hospedero (Frost et al., 2005). En
bacterias, los MGEs pertenecen al genoma accesorio; el genoma bacteriano se compone
de un genoma principal, presente en todas las cepas de una especie, y un genoma
accesorio que solo se encuentra en algunas cepas de una especie bacteriana. El genoma
principal contiene todos los genes vitales para la supervivencia celular (metabolismo,
sintesis de ADN y ARN, y la replicacién). Mientras que los genes accesorios pueden
codificar proteinas que favorezcan la adaptacion de las bacterias a diferentes nichos
ecoldgicos (resistencias, factores de virulencia, etc.). Estos genes accesorios se obtienen
a partir de otras especies bacterianas, (Hacker y Kaper, 2000; Lindsay y Holden, 2004)
por medio de la TGH, que es una de las principales fuerzas que generan un “salto

cuantico evolutivo” en procariontes (Hacker y Kaper, 2000). La presencia de los MGEs
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juega un papel crucial en la plasticidad de las bacterias, ya que permite que se adapten
a nuevos entornos. La presion selectiva del ambiente impulsa el enriquecimiento de
genes especificos que promueven la aptitud y la supervivencia. Un ejemplo de presién
selectiva, es el uso inadecuado de antibidticos en ambientes hospitalarios, esto ocasiona
que bacterias como Staphylococcus aureus, se vean obligadas a adquirir MGEs con
genes que ofrecen resistencia a multiples agentes antimicrobianos o factores de

virulencia (Malachowa y DeLeo, 2010).

Mecanismos de adquisicion de MGEs

Fig. 1|Mecanismos de adquisicion de MGEs|1 Transduccién bacteriéfaga. 2 Incorporacion de
pldsmidos en el ADN gendémico. 3 Plasmido libre. 4 Plasmido suicida. 5 Transferencia de un
transposon o una secuencia de insercién entre el pldsmido y ADN gendmico. 6 Transferencia entre
pldsmidos. 7 Transferencia entre el ADN gendmico y un plasmido. 8 Pili sexual (Modificado de
Malachowa y Deleo, 2010).
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Staphylococcus aureus y su importancia médica

Staphylococcus aureus es un microorganismo de gran importancia médica, ya que desde
hace muchos afios se le ha reconocido como uno de los principales agentes patdgenos
para el humano. Esta especie forma parte del género Staphylococcus, —el cual consta de
bacterias Gram positivas —, que alberga mas de 30 especies diferentes. S. aureus se
puede encontrar habitando la piel y las membranas mucosas del ser humano como un
organismo comensal (Howe et al., 1996; Velazquez-Meza, 2005; Kanafani y Fowler,
2006); sin embargo, también es considerado un patégeno oportunista y es responsable
de una amplia gama de enfermedades. Por ejemplo, puede causar intoxicaciéon
alimentaria, shock téxico, septicemia, infecciones en el sistema nervioso central,
osteomielitis, endocarditis, neumonia y es la principal causa de infecciones nosocomiales
(Bustos-Martinez et al., 2006). Entre otros factores, esto es debido a su capacidad para
expresar una extensa gama de genes que codifican factores de virulencia y/o resistencia
a multiples agentes antimicrobianos; dichos genes a menudo se localizan en MGEs.
S. aureus contiene diversos tipos de MGEs tales como: secuencias de insercion,
transposones, fagos, plasmidos, islas de patogenicidad, y el Staphylococcal Cassette
Chromosome (SCC) (Malachowa y DelLeo, 2010), éste ultimo incluye al SCCmec; que
alberga los genes —denominados mec —que codifican las proteinas que confieren la
resistencia a la meticilina y a muchos antibiéticos B-lactamicos (lto et al., 2003). Este
fenotipo de resistencia a antibiéticos —es decir; cepas resistentes a meticilina, que en
inglés es denominado Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) —es uno de
los mayores problemas para tratar infecciones causadas por S. aureus. Actualmente, se

conocen dos tipos de cepas MRSA asociadas a seres humanos el MRSA asociado a
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hospitales (HA-MRSA, del inglés Hospital-Associated MRSA), siendo este el fenotipo
tipico y el MRSA asociado a comunidad (CA-MRSA, del inglés Community-Associated

MRSA) (Lindsay, 2010).

El elemento SCCmec y sus componentes

El elemento SCCmec puede llegar a medir entre 21 - 67 Kpb (Hanssen y Sollid, 2006),
este elemento, se inserta en el cromosoma de S. aureus en un sitio especifico —attB o la
secuencia del sitio de integracion ISS —dentro del extremo 3’ del gen orfX, que codifica
una metiltransferasa ribosomal (Boundy et al., 2013). El SCCmec tiene tres componentes
geénicos: los complejos de genes mec (genes que confieren la resistencia a antibiéticos),
los genes ccr (que codifican para recombinasas sitio-especificas) y una region conocida

como J (Junkyard) (Chambers y DelLeo, 2009; Shore y Coleman, 2013).

Los genes del complejo mec incluyen el gen mecA y sus genes reguladores mecR1-mecl-
mecR2 (Aréde et al., 2012), (ver figura 2). EI gen mecA codifica para una proteina de
unién a la penicilina (PBP) de 78 kDa, llamada PBP2a; la cual, presenta baja afinidad
para la meticilina y todos los antibioticos B-lactamicos. La proteina PBP2a continua
sintetizando peptidoglicano para la pared celular aun cuando las PBP normales estén
inhibidas por los antibidticos (Velazquez-Meza, 2005; Foster, 2004; Hiramatsu et al.,
2001). Por otro lado, los genes ccr son: ccrA, y ccrB, los cuales codifican para
recombinasas responsables de la movilizacion del SCCmec; ellas median su integracién

y escision (Carroll et al., 1995).
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Modelo de la induccion de mecA por mecR1-mecl-mecR2

Fig. 2|Modelo de la induccion de mecA por mecR1-mecl-mecR2| (1) En presencia de un
antibiotico B-lactamico, el dominio intracelular MecR1 se activa y (2) promueve la escisién del
represor Mecl, (3) esto induce la expresién del gen mecA y mecR1-mecl-mecR2. (4) MecR2
sostiene la transcripcidn ya que promueve la protedlisis de los dimeros Mecl, también MecR2
puede desestabilizar la unidén de estos con el sitio promotor. (5) En ausencia de B-lactamicos,
MecR1 ya no estd activo, por lo que ya no hay seiial de transduccidn y los dimeros Mecl que se
encuentren estables se unen nuevamente con el sitio promotor. (Modificado de Aréde et al.,
2012).

El resto del cassette cromosdmico contiene secuencias de la region J o Junkyard, que
comprende tres fragmentos denominados J1, J2 y J3; que constituyen componentes no

esenciales del cassette. Estas regiones pueden portar determinantes de resistencia
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adicionales como: genes de resistencia a antibidticos no B-lactamicos y a metales
pesados (Zhang et al., 2005). La regién J1 se localiza entre el complejo ccry el extremo
cromosomico flanqueante derecho; J2 se encuentra entre los complejos mec y ccr; y J3
esta entre orfX'y el complejo mec. Aunque los fragmentos J no son especificos de cada
tipo de SCCmec, se observa que algunos de ellos se encuentran mas comunmente en

ciertos tipos de SCCmec (Kondo et al., 2007) (Ver figura 3).

Elementos del SCCmec tipo Il

Fig. 3| Elementos del SCCmec tipo Il| (De izquierda a derecha). Tenemos el gen orfX, seguido de
la regidén J3 que alberga la secuencia de insercion 431 (1S431) interrumpida por el plasmido
puB110, continuo a esta, se encuentra el complejo mec, posteriormente se localiza la regién J2,
gue porta el transposén 554 (Tn554), finalmente tenemos el complejo ccr y la regidn J1 que no
lleva ninglin componente. Las flechas indican el sentido de la transcripcidon. (Modificado de
Chambers y DelLeo, 2009).
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Clasificacion del SCCmec

El SCCmec se clasifica con base en los polimorfismos de sus diferentes elementos: las
diferentes combinaciones del complejo mec (A, B, C y D) y los distintos alotipos del
complejo ccr (1, 2, 3 y 4) generan los diferentes tipos del casseffe SCCmec. Las
variaciones en la region J —aun teniendo la misma combinacion de los complejos mec 'y
ccr —definen los subtipos del SCCmec (Anderson et al., 2009; Deurenberg y Stobberingh,
2008). A la fecha se han descrito 8 tipos de SCCmec designados del | al VIII (Lowy, 2003;

Deurenberg y Stobberingh, 2008) (ver figura 4).

Comparacion de dos tipos de SCCmec

Fig. 4| Comparacion de dos tipos de SCCmec| El SCCmec tipo IV es diferente al SCCmec tipo Il, ya
gue el primero, carece del plasmido pUB110 en la regidon J3 y del transposén 554 (Tn554) en la
region J2, e inclusive su regién J1 es menor (Modificado de Chambers y DelLeo, 2009).
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Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

En 1961 se publicé el primer registro de MRSA, apenas 2 afios después de la introduccion
de la meticilina para el tratamiento de las infecciones por S. aureus resistentes a la
penicilina (Chambers y DelLeo, 2009). Todas las cepas de MRSA contienen SCCmec.
Los elementos SCCmec han estado sujetos a eventos de transferencia horizontal (Moore
y Lindsay, 2001; Goerke et al., 2006); incluso, se ha descrito que los diferentes
componentes de estos elementos tienen diferentes historias evolutivas (Couto et al.,
1996; Tsubakishita et al., 2010a, 2010b; Wu et al., 1998). Aunque algunos trabajos han
estudiado la relacion del SCCmec y las cepas que lo presentan (Castillo-Ramirez et al.,
2012; Holden et al., 2013), estos estudios solo se han limitado a algunas cuantas clonas.
A la fecha no ha habido un estudio reciente que se haya centrado en la historia evolutiva

de este elemento incluyendo diversos linajes de S. aureus.

ANTECEDENTES

Couto y colaboradores en 1996, en un intento de investigar el origen y/o reservorio del o
de los determinantes genéticos de la resistencia a la meticilina en Staphylococcus aureus,
examinaron la presencia del gen mecA en mas de 200 cepas que representaban 13
especies distintas del género Staphylococcus, construyeron una sonda de ADN usando
como referencia una cepa de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).
Donde 134 cepas de Staphylococcus sciuri —una de las especies consideradas
taxondmicamente la mas primitivas entre Staphylococcus —dieron positivo a la sonda, dos
tercios de estas cepas, eran de la subespecie sciuri, 9 de 11 eran subespecies carnaticum

estas cepas mostraron resistencia a la meticilina (concentracién minima inhibitoria de
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0.75 -6.0 microgramos/ml), mientras que la subespecie rodentius (13 aislamientos en
total) mostro resistencia heterogénea a los antibidticos muy similar al fenotipo MRSA.
Finalmente, la presencia uniforme de mecA en las cepas de S. sciuri pertenecientes a
distintos ribotipos y patrones de macrorrestriccion, recuperados en un periodo de 20 afios
a partir de una amplia variedad de fuentes animales y sitios geograficos sugiere que mecA
puede ser un elemento genético nativo con una funcion fisiolégica aun no identificada en

esta especie de Staphylococcus.

Por otro lado, Wu y colaboradores, en 1998, buscaron secuencias homologas del gen
mecA y las regiones que lo flanquean usando como referencia a Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), en 4 subespecies de Staphylococcus sciuri:
Staphylococcus sciuri subsp. sciuri (cepa K1), cepas K3 y K8 que representan a S. sciuri
subsp. rodentius y un representante de S. sciuri subsp. carnaticum (cepa K11). Ellos
encontraron que las cepas K1y K11 eran susceptibles mientras que las cepas K3 y K8
mostraban una resistencia heterogénea a meticilina, debido a que (ambas pertenecientes
a la subespecie rodentius) contenian genes mecA idénticos a S. aureus; ademas una de
las cepas (K3) contenia dos copias del gen mecA: una (mecA2) practicamente idéntica
al determinante PBP2a de S. aureus, y la otra (mecA1) practicamente idéntica al

homologo mecA de K1 (subsp. sciuri) y K11 (subsp. Carnaticum).

Las cepas que llevan esta forma de mecA son susceptibles a la meticilina, lo que sugiere
que esta variante alélica no confiere resistencia a los antibiéticos. La segunda cepa, K8,
perdié el homdlogo nativo y soélo lleva el mecA tipo MRSA. También identificaron un
marco de lectura abierto que define un polipéptido truncado N-terminal, NTORF101, con

un alto grado de homologia con un segmento de ADN en la regién hipervariable de MRSA
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—similar al gen ugpQ de Escherichia coli —fue también identificado rio abajo del homdlogo
mecA de K11. El gen ugpQ no esta presente en cepas de S. aureus susceptibles a
meticilina. La presencia del gen ugpQ junto con el homologo de mecA en la cepa K11
apoya la especulacion de que estos elementos genéticos pueden ser familiares y/o

precursores evolutivos del determinante genético de MRSA.

Mas recientemente, Tsubakishita y colaboradores en 2010a, analizaron los genomas de
3 cepas (JCSC5402, JCSC7096 y JCSC7528) de Macrococcus caseolyticus —una
bacteria comensal de animales productores de alimentos —, ellos identificaron el plasmido
pMCCL2, que lleva un transposon (Tn6045) que contiene una estructura peculiar, mecl-
mecR1-mecA-blaZ (designado meclm-mecR1m-mecAm-blaZm, por Macrococcus), que es
diferente de mecl-mecR1-mecA presente en SCCmec. Este transposon fue encontrado
rio abajo del sitio orfX del cromosoma, flanqueado por secuencias de repeticion directa
DR (por sus siglas en inglés Direct Repeats), reconocidas por las recombinasas (ccr). El
elemento Staphylococcal Cassette Chromosome (SCC), designado SCC7096 (por la
cepa JCSC7096), se integra a un lado del transposén mec, separado de este ultimo por
un DR. Mediante experimentos por PCR anidado, mostraron que el transposén Tn6045
—que contiene el complejo mec—, no solo se escinde por separado, sino también se co-
escinde con SCC7096. Los elementos co-escindidos forman el elemento SCCmec, un
ADN circular cerrado extracromosomico. Lo anterior revel6 un mecanismo potencial para

la generacion de nuevos elementos SCCmec.

El mismo grupo (Tsubakishita y et al., 2010b) investigaron el origen/depdsito del gen
mecA. Ellos mencionan a S. fleuretti, una especie relacionada con animales, como un

origen altamente probable del gen mecA: este gen se encontr6 en el cromosoma
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vinculado con los genes esenciales para el crecimiento de Staphylococcus y no se asocio
con SCCmec. El locus mecA del cromosoma S. fleurettii tiene una secuencia
practicamente idéntica a la de la region que contiene mecA (~ 12 Kpb de largo) de
SCCmec. Ellos realizaron un analisis de correspondencia a las cepas S. sciuri. S. vitulinus
y S. fleurettii y pudieron determinar que homoélogo mecA de S. fleurettii, desciende de su
antepasado y que no fue adquirido recientemente. Asi ellos sugieren que el SCCmec fue
generado en las células de Staphylococcus que viven en los animales mediante la
adquisiciéon de la region mecA de S. fleurettii, ya que este por si mismo no puede formar

el SCCmec, ya que es intrinsecamente resistente a los antibidticos B-lactamicos.

OBJETIVOS

Objetivo general

e Analizar la historia evolutiva del SCCmec.

Objetivo particular

e Encontrar secuencias homoélogas de los genes mecA, ccrA y ccrB en los 49
genomas descargados de la pagina de la NCBI, usando como referencia la cepa
TW20.

e Construir filogenias de maxima verosimilitud.

e Detectar eventos de recombinacion mediante los programas Recombination
Detection Program (RDP) version 2 y Splitstree4.

e Evaluar el papel de |la seleccion y la deriva génica con el cociente de substituciones

sinénimas (dS) y no sinénimas (dN).
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METODOS

Homoélogos, alineamientos y filogenias de maxima verosimilitud

De la pagina NCBI se descargaron los 49 genomas. Se buscaron las secuencias
homologas de los genes ccrA, ccrB y mecA usando el programa BLAST (Altschul et al.,
1990), utilizando como referencia las secuencias de la cepa TWZ20. Para obtener
alineamientos de ADN conservando el marco de lectura, se procedié de la siguiente
manera: se utilizé el programa TRANALING, que es parte del software de EMBOSS (Rice
et al., 2000), para alinear las secuencias de ADN usando como referencia secuencias
proteicas —es decir de amino acidos— (ver anexo 1). Una vez que se obtuvieron los
alineamientos de ADN conservando el marco de lectura, se utilizé el “Alignment Explorer”
de MEGAG6 (Tamura et al., 2013) para editar el alineamiento y quitar aquellas regiones
con deleciones. Con “Model Selection” de MEGAG, se corrid un test para cada uno de los
alineamientos —un alineamiento por cada gen—, para seleccionar el modelo de arbol que
se ajuste mejor a nuestros datos. Usando el alineamiento y con el modelo adecuado, se
construyeron Filogenias de Maxima Verosimilitud por medio de PhyML (Guindon y

Gascuel, 2003), a través del programa Seaview (Galtier et al., 1996).

Analisis de recombinacion y seleccion

Con el fin de detectar los posibles eventos de recombinacién, se utilizaron los programas
Recombination Detection Program (RDP) version 2 (Martin et al., 2010) y SplitsTree4.
Con este ultimo programa, se construyeron redes filogenéticas para cada gen, se obtuvo
la diversidad filogenética y se corrio el test phi (Huson y Bryant, 2006). Posteriormente,
se evalué el papel de la seleccion y la deriva génica con el cociente dN/dS, referido como
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radio w —el cual compara las tasas de substituciones sinénimas (dS) y no sinénimas (dN),
donde dN/dS > 1 implica seleccién positiva, dN/dS < 1 significa seleccion purificadora y
dN/dS =1 sugiere evolucidn neutral-. Del mismo modo, se corrieron modelos de sitios
(ver tabla 1) y se calcul6 el radio test de maxima verosimilitud (Likelihood Ratio Test, por
sus sigla en inglés LRT), —que permite comparar modelos evolutivos de codones para
tratar de inferir el tipo de seleccion—, (ver anexo 2). Esto se realizé por medio del
programa Codeml que es parte del software Phylogenetic Analysis by Maximum

Likelihood (PAML) (Yang, 2007).

Tabla 1. Modelos de sitio
MO Asume la misma presién de seleccién para todos los sitios (una solo w).
MO vs M3 Determina si hay variacion a lo largo del gen.

M1a vs M2a Permite determinar si hay sitios bajo seleccién positiva.

Tabla 1|Modelos de Sitio| Estos modelos al compararse permiten detectar la presion de seleccion
entre los sitios (por codon).

Diagramas eBURST

Sé corrio eBURST a través del sitio web http://www.mlst.net/, mediante el uso Sequence

Types (STs) y perfiles alélicos disponibles en la base de datos MLST Multi Locus

Sequence Type, que comprende 2,812 STs para S. aureus (http://saureus.mist.net/); a la

cual, se le afiadid nuestras propia base de datos que abarca 49 STs —un STs por cepa-.
Finalmente, se usé la definicion mas estricta (>6/7 alelos compartidos), para la asignacion

de los grupos (ver anexos 3) (Feil et al., 2004; Spratt et al., 2004).
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RESULTADOS

El SCCmec no se encuentra presente en todas las cepas

Se examino la presencia de SCCmec y de sus genes individuales en el conjunto de 49
cepas que consideramos. Mas de un quinto de las cepas (10 de 49) no parecen tener el
elemento SCCmec ya que no presentaron ninguno de los 3 genes (ver figura 5). De las
diez cepas, dos de ellas —55/20563 y 6850—, no se pudieron determinar a qué complejo
pertenecian, de las ocho cepas restantes, cuatro estan asociadas a seres humanos: la
cepa ECT-R2 que pertenece al complejo clonal 5 (CC5), las cepas NCTC 8325, Newman
y VC40 del complejo clonal 8 (CC8). Respecto a las cuatro cepas que faltan, solo dos se
encuentran asociadas unicamente a animales: la cepa ED133 asociada a ovinos, del
complejo clonal 133 (CC133) y la cepa ED98, asociada a aves de corral del CC5, y las
ultimas 2 cepas se asocian a humanos y animales: la cepa RF122 asociada a ganado y
humanos, del complejo clonal 151 (CC151) y la cepa 771193 asociada a porcinos y
humanos del complejo clonal 398 (CC398). Dado que estas diez cepas no presentan el
SCCmec, es muy probable que estas cepas sean sensibles a meticilina y otros

antibiéticos B-lactamicos.

A pesar de esto, se encuentran formando complejos clonales con cepas resistentes. Por
otra lado, las cepas que presentaron solo el gen mecA fueron 08BA02176 (CC398), M013
del complejo clonal 59 (CC59), clasificada como CA-MRSA (Community—Acquired
MRSA, cepas MRSA asociadas a comunidad) (Huang et al., 2012) y SA957 (CC59),
notablemente todas ella son cepas MRSA y una de ellas, la cepa 08BA02176, ha sido
clasificada como LA-MRSA (Livestock associated MRSA, cepas MRSA asociadas a

ganado) (Chua et al., 2014; Chen et al., 2013). Tanto la cepa COL (CC8) como ST398
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(CC398) presentaron los genes ccrA'y mecA; ambas cepas son MRSA, aunque el ST398
es LA-MRSA. En contra parte, la cepa MSSA476 del complejo clonal 1 (CC1), carecié del
gen mecA; sin embargo, presentd los genes ccrA 'y ccrBy ha sido clasificada como MSSA
(Methicillin-Susceptible S. aureus, cepas sensibles a meticilina) (Chua et al., 2014). A su
vez, en el CC5 las cepas 10388, 10497, 15532, 16035, 16125, 18341, 18412y 18583
presentaron 2 homaologos para el gen ccrB. Dentro del CC8, la cepa que destaco fue M1
ya que tuvo 3 homodlogos para el gen ccrA y 2 homologos para el gen ccrB. Todas las
cepas anteriores han sido descritas como MRSA, sin embargo esta ultima se asocia a la
comunidad (CA-MRSA) (Molina et al., 2008; Larner-Svensson et al., 2013; Chambers y

DelLeo, 2009).

Distribucion de los homologos de ccrA, ccrB y mecA

Fig. 5| Distribucion de los homadlogos de ccrA, ccrB y mecA en las 49 cepas analizadas| Debajo del
grafico se encuentran los nombres de las cepas de S. aureus, de acuerdo al NCBI (GenBank),
seguido del Complejo Clonal (CC) al que pertenecen. Las cepas con N/D (No fue posible determinar
el complejo al que corresponden).
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Patrones de descendencia evolutiva (vertical) de S. aureus a partir del MLST

Para poder comprender los eventos de recombinacion del elemento SCCmec, se
determinaron las relaciones filogenéticas (verticales) de 47 de nuestras 49 cepas, debido
a que las cepas 55/2053 y 6850 fueron omitidas ya que no se encontraron en la base de
datos del MLST. El andlisis eBURST arrojé 83 diagramas distintos, de los cuales, en 11
de ellos se hallaron 47 de nuestros STs. La cepa JKD6159 con el ST93 fue la Unica que
no formé parte de algun diagrama. A continuacién se presenta el diagrama eBURST que
albergd el mayor numero de nuestros STs —31 de 47 STs —(ver figura 6), en este
diagrama, se encontré al CC5, conformado por los STs 228, 225, 105, 5 —siendo este
ultimo un ST fundador—, el CC8 presenté los STs 250, 239, 72, 8 y el CC1, solo albergd
al ST1. Cabe mencionar que los STs que conforman al complejo clonal, estdn muy

relacionados entre si.

Encontrar diferentes complejos clonales, nos sugiere que del genotipo fundador —es decir
del ST5—, han surgido diferentes variantes de locus simple (del inglés Single Locus
Variant, SLV) —diferentes STs—, y algunas de estas variantes han sido tan exitosas que
han diversificado formando sus propios SLV, estableciendo asi sus propios complejos

clonales, tal como sucede con el CC8 y el CC1.
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Diagrama eBURST del CC5, CC8 y CC1

ST225 _\—

~
‘\ ;/ ST72\\
ST228 7
\ _— 7 sta39 \
\ -7 ccs

[ ST8 \

Fig. 6| Diagrama eBURST del CC5, CC8 y CC1| El CC5 —alberga los STs 228, 225, 105, 5 — sefalado
por la linea punteada azul, el CC8 —agrupa los STs 250, 239, 72, 8 —por la linea punteada roja y
finalmente la linea punteada rosa, indica al CC1 —presenta ST1—. Los STs que conforman cada uno

de los complejos clonales estan relacionados.
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El siguiente diagrama eBURST presentd unicamente el complejo clonal 30 (CC30), —este
alojo 2 de nuestros 47 STs—, este complejo alberg6 al ST30 —ST fundador—, y al ST36,
siendo este ultimo un SLV del fundador (ver figura 7). También cabe mencionar que el
ST30 es menos exitoso con respecto al ST5, —ambos fundadores—. Ademas, el CC30 es
un grupo aislado y distante al CC5, CC8 y CC1 ya que no hay variantes de locus que
puedan cohesionar dichos complejos. Este mismo caso ocurre para los diagramas

restantes, que podran ser consultados en el Anexo 3.

Diagrama eBURST del CC30

CC30

ST36

Fig. 7| Diagrama eBURST del CC30| El CC30 alberga al ST30 siendo este un ST fundador y tenemos
al ST36 que es un SLV del ST30. Ambas cepas estdn muy relacionadas.
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Los genes del SCCmec presentaron diferentes historias evolutivas

Para evaluar qué tan similares son las historias evolutivas de los genes de este elemento,
se construyeron filogenias de maxima verosimilitud. Aunque los genes ccrA y ccrB
pertenecen al mismo complejo de genes, presentan distintas historias evolutivas ya que
la topologia de los arboles es diferente (ver figura 8). Claramente la disposicién de las
cepas es diferente en estos genes; por ejemplo, las cepas TCH60 y CN1 (grupo I-A)
presentan una posicion mas basal en la filogenia para el gen ccrA, ambas cepas son
MRSA asociadas a humano (Seong et al., 2012; Chen et al., 2013), y para el gen ccrB la
cepa con posicion mas basal es N315, (grupo I-B) también MRSA asociada a humanos
(Holden et al., 2004). En la filogenia del gen ccrA, el grupo II-A formd un grupo hermano
con la cepa LGA251 (cepa LA-MRSA), mientras que esto no es el caso para el gen ccrB;
donde el grupo II-B formé un grupo hermano con la cepa CA-347, cepa asociada a

humanos (Stegger et al., 2013).

Por ultimo, ambos arboles mostraron que ha habido diferentes eventos de transferencia
genética horizontal (TGH), dentro de los diferentes complejos clonales (CC); esto se
puede apreciar claramente cuando se observa que cepas que pertenecen a un mismo
complejo clonal no se agrupan todas juntas. Por ejemplo, nétese que las cepas MSSA476
y MW1, aunque las dos pertenecen al ST1, estan localizadas en diferentes partes del
arbol. Lo mismo ocurre con las cepas que presentan el ST8. Finalmente, la filogenia de
maxima verosimilitud para el gen mecA (ver figura 9) presentd en su posiciéon mas basal
el grupo I-C, que agrupa a las cepas CN71y LGA251 —ambas MRSA, |la primera asociada
a humanos y la segunda ha ganado—, aunque mecA y ccrA son elementos con diferentes
historias evolutivas, en ambos la cepa CN17 presentd una posicion basal.
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Filogenias de maxima verosimilitud del gen ccrA y ccrB

I A | B
1A
2.0 2.0

Fig. 8|Filogenias de maxima verosimilitud del gen ccrA y ccrB, en cepas de S. aureus| Los
nombres corresponden a las cepas de S. aureus, seguido del Sequence Type (ST) entre paréntesis.
Las cepas que presentaron al menos dos secuencias homoélogas, se les coloco la letra “a” a una de
ellas para diferenciarla. Los colores representan el complejo clonal (CC) al que pertenecen vy los
rectangulos punteados los clados que formaron: | Ay Il A paraelgenccrAyl By |l B paraccrB.
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Filogenia de maxima verosimilitud del gen mecA

IC

B ccs
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I ccs

ccas
I sTo3
B cc30
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Fig. 9| Filogenia de maxima verosimilitud del gen mecA, en cepas de S. aureus| Los nombres
corresponde a las cepas de S. aureus, seguido del Sequence Type (ST) entre paréntesis. Los colores
representan el complejo clonal (CC) al que pertenecen y los rectangulos punteados los clados que

formaron: | C.
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Los genes del SCCmec muestran senales de recombinacion y diferencias en
variacion genética

Dado que varios eventos de transferencia horizontal parecen haber intervenido en la
evolucion de estos genes, se decidié usar redes “Neighbor” ya que permiten visualizar
relaciones genealdgicas cuando las partes de un gen tienen distinta historia evolutiva. La
red del gen ccrA (ver figura 10), formé tres grupos (6valos de colores), donde el grupo
sefalado por el évalo verde presentd cepas HA-MRSA y CA-MRSA, todas ellas
asociadas a seres humanos. Al menos en este grupo, el gen ccrA, ha estado sujeto a
eventos de TGH en un mayor numero complejos clonales. El grupo sefialado por el évalo
azul fue un grupo estrecho a comparacion del grupo anterior, ya que esta conformado en
su mayor parte por cepas pertenecientes al CC8; este grupo presenta cepas del tipo HA-
MRSA, todas asociadas a seres humanos. El ultimo grupo senalado por el évalo amarillo,
es el unico grupo que presentdé una cepa asociada a animales (LA-MRSA), la cepa
LGA251, mientras que el resto de las cepas que forman parte de este grupo son
asociadas a seres humanos. La cepa M1, presentd dos secuencias M1y M1a, ambas
estan sujetas a diferentes eventos de recombinacién, ya que se encontraron en grupos
diferentes. Para el gen ccrB (ver figura 11), la red filogenética también formo tres grupos
(6valos de colores), donde el grupo con el évalo verde presentd cepas HA-MRSA y CA-
MRSA, todas ellas asociadas a seres humanos. Al menos en este grupo, el gen ccrB, ha
estado sujeto a eventos de TGH en un mayor niumero de complejos clonales. El grupo
indicado por el évalo azul, es un grupo muy estrecho conformado por cepas del CCS8,
estas cepas son HA-MRSA, asociadas a humanos, ademas en este grupo se encontro la
cepa LGA251 que es clasificada como LA-MRSA. El ultimo grupo (6valo naranja), se

encontro la cepa MSSA476 —que es sensible a meticilina —formando un grupo con cepas
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MRSA, a pesar de esto todas estan asociadas a seres humanos. Por otra parte la cepa
M1, presentd dos secuencias M1y M1a, ambas se encuentran en diferentes grupos, sin
embargo la cepa M7a presentd eventos de recombinacion con la cepa MSSA476 y M1

no.

En la red filogenética para el gen mecA (ver figura 12), las cepas CN1 (asociado a
humanos) y LGA251 (LA-MRSA) formaron un grupo muy estrecho con respecto a las
demas cepas. Debido a que los tres genes ccrA, ccrB 'y mecA presentaron varios puntos
de reticulacion, implicando sefiales de recombinacion, para corroborar esto, se corrio el
Test phi, implementado en SplitsTree; el cual es comunmente usado para detectar dichas
sefales. El Test phi arrojé que los genes ccrAy ccrB presentan senales de recombinacién
(con una P= 0.0), mientras que el gen mecA dio negativo al test (P= 0.4115). Después
para tratar de ver que partes de los genes se vieron involucrados en los eventos de
recombinacion, utilizé el programa “RDP”. Los resultados de éste se muestran en el
anexo 4. Por otra parte la diversidad genética —relacionada con el numero mutaciones
sinénimas (dS) —para los genes ccrA y ccrB fue cercana a 1.5, mientras que para el gen

mecA fue de 1.0154, el mas bajo entre los tres genes.
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Red filogenética del gen ccrA

Test Phi=0

Diversidad filogenética = 1.4281

Fig. 10|Red filogenética del gen ccrA| Los nombres corresponden a las cepas de S. aureus y el
color representa el complejo clonal (CC) al que pertenecen. Los dvalos punteados de colores
indican los diferentes grupos formados. El grupo del évalo verde, estd conformado por cepas HA-
MRSA y CA-MRSA, mientras que el grupo del évalo azul estd conformado en su mayoria por cepas
HA-MRSA, en ambos grupos las cepas estdn asociadas a seres humanos. En el grupo del dvalo
amarilla, fue el Unico que albergd una cepa LA-MRSA, la cepa LGA251, el resto de las cepas que
forman este grupo son asociadas a humanos. Finalmente al correr el Test Phi, dio positivo para
recombinacién (P=0), mientras que la diversidad filogenética fue de 1.4281.
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Red filogenética del gen ccrB

Test Phi=0

Diversidad filogenética = 1.4930

Fig. 11|Red filogenética del gen ccrB| Los nombres corresponden a las cepas de S. aureus y el
color representa el complejo clonal (CC) al que pertenecen. Los dvalos punteados de colores
indican los diferentes grupos formados. El grupo del évalo azul, fue el Unico que albergd a una
cepa LA-MRSA, la cepa LGA251, el resto de las cepas son HA-MRSA asociadas a humanos. El grupo
del 6valo verde presentd cepas HA-MRSA y CA-MRSA, también asociadas a humanos. Por otra el
grupo del évalo amarillo, se encontré la cepa MSS476 (reportada como sensible a meticilina),
formando un grupo con cepas MRSA. Finalmente al correr el Test Phi, dio positivo para
recombinacion (P=0), mientras que la diversidad filogenética fue de 1.4930.
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Red filogenética del gen mecA

Test Phi=0.4115

Diversidad filogenética = 1.0154

B ccs cc45
[ Jccso M sT93
cc22 I cc30
ccso [ cc7s
B cczes I cci
I ccs cca2s

Fig. 12| Red filogenética del gen mecA| Los nombres corresponden a las cepas de S. aureus y el
color representa el complejo clonal (CC) al que pertenecen. Los dvalos punteados de colores
indican los diferentes grupos formados. El Test Phi, dio negativo para recombinacion (P=0), por lo
gue no se formaron grupos. Por otra parte la diversidad filogenética fue de 1.0154, la mas baja

entre los tres genes analizados.
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El papel de la seleccion en los genes ccrA, ccrB y mecA

Finalmente, analizamos el tipo de seleccion que ha estado actuando sobre los genes que
componen el SCCmec; como una medida del tipo de seleccion natural, usamos el
cociente dN/dS, para esto empleamos los modelos implementados en el programa PAML
(ver métodos). Primero, determinamos el promedio de la seleccién del gen —mediante el
Modelo 0 —para cada uno de los tres genes (ver tabla 2). Claramente, los tres genes
parecen estar bajo presion selectiva purificadora pues sus valores de dN/dS son menores
a uno. Sin embargo, la magnitud de la seleccion purificadora ha variado
considerablemente; mientras que los genes ccrA y ccrB estan bajo una fuerte seleccién
purificadora con valores dN/dS de 0.1040 y 0.0815 respectivamente, el gen mecA
presenta un valor casi de un orden de magnitud mas alta (dN/dS = 0.56470); lo cual,

sugiere que en este caso la seleccion purificadora no ha sido tan intensa.

Tabla 2. Promedio de la seleccién a lo largo de todo el gen, mediante el Modelo M0

Mutaciones no sinébnimas = Mutaciones sinbnimas (dN/dS)

(dN) (dS) w
ccrA 6.8327 65.6680 0.1040
ccrB 6.7122 82.2749 0.0815
mecA 17.1642 30.3950 0.5647

Tabla 2| Promedio de la seleccion a lo largo de todo el gen, mediante el Modelo MO | El Modelo
MO se calculd para cada uno de los tres genes. Tanto el gen ccrA y ccrB presentaron menos
mutaciones no sindnimas que el gen mecA, sin embargo este Ultimo gen presentd menos
mutaciones sindnimas que ccrA y ccrB. Finalmente el cociente dN/dS (w), sugiere que los tres
genes estan bajo seleccién purificadora.
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Después usamos la comparacion del Modelo 0 (MO) versus el Modelo 3 (M3) para
determinar si hay variacion a lo largo del gen; es decir, si el cociente dN/dS es diferente
para cada sitio (codon). La comparacién de modelos se lleva a cabo por medio de
“Likelihood Ratio Tests” (LRT), ver métodos. Para la comparacion de MO vs M3, los genes
ccrAy ccrB tuvieron LRTs significativos (P > 0.001), con LRT=257.4438 y LRT=212.8695
(respectivamente), por lo que ambos genes dieron positivo para la variacion a lo largo del
gen. Sin embargo, para el caso del gen mecA, no encontramos evidencia de variacion a

lo largo del gen ya que su valor LRT no fue significativo (P < 0.001) ver tabla 3.

Dado que ccrB'y ccrA presentaron variacion a lo largo del gen —es decir los codones tenia
diferentes dN/dS—, exploramos la posibilidad de que algunos sitios de estos genes hayan
estado sujetos a seleccion positiva. Para esto, empleamos la comparacion del Modelo 1a
(M1a) versus Modelo 2a (M2a), ver métodos; tanto en ccrB como en ccrA el LRT no fue
significativo (ver tabla 3), lo que indica que no parece haber sitios bajo seleccidn positiva
en estos dos genes.

Tabla 3. Presion de seleccion por sitio (codones), a través de la comparaciéon de
modelos de sitio, para cada uno de los tres genes

Variacién a lo largo del gen Sitios bajo seleccion positiva
(MO vs M3) (M1a vs M2a)
ccrA 257.4438 -0.0013
ccrB 212.8695 0
mecA 0.0004 -

Tabla 3| Presion de seleccion por sitio (codones), para cada uno de los tres genes | Los genes ccrA
y ccrB presentaron variacion en cada uno de los sitios, sin embargo ninguno de los sitios se
encuentra bajo seleccién positiva. El gen mecA dio negativo a variacién de sitios.
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DISCUSION

Las relaciones evolutivas verticales y las limitantes de eBURST

Para tratar de discernir la relacidn genéticas verticales entre los aislados, se uso
eBURST. Al correr éste, obtuvimos 11 diagramas diferentes (>6/7 alelos compartidos), y
no solo un diagrama, en donde estén representadas todas las relaciones de los STs, esto
se debe a que aun faltan muchos aislados por tipificar, porque, aunque la base de datos

de MLST (http://www.MLST.net/) para S. aureus en Enero de 2016 contiene 5,889

aislados y 2,812 STs para S. aureus, estos no son suficientes para mostrarnos todos los
patrones de descendencia evolutiva vertical presentes para esta especie. Y esta misma
problematica la vemos en estudios como el de Feil y colaboradores en 2004, donde la
base MLST para ese entonces presentaba 1,072 aislados y 191 STs, ellos elaboran un
diagrama eBURST Snapshot (0/7 alelos compartidos); sin embargo, su diagrama no
representa todos los patrones de descendencia e inclusive tienen problemas para definir
algunos ST fundadores. No obstante a pesar de esta falta de aislados por tipificar, los
diagramas eBURST, al menos para S. aureus son lo bastante fiables debido a que es
una especie que presenta bajas y moderadas tasas de recombinaciones y mutaciones

para estos alelos (ver figura 13) (Enright et al., 2000).
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Comparacion de las tasas de recombinacion entre especies de tres estudios

Fig. 13|Comparacion de las tasas de recombinacion entre especies de tres estudios| Los
resultados de Hanage et al., Pérez-Losada et al. y Vos y Didelot, son mostrados para las seis
especies consideradas por los tres estudios, estas son: S. aureus, B. cereus, N. meningitidis, H.

pylori, S. pneumoniae y S. pyogenes.

Dentro de nuestras 49 cepas, solo fue posible trabajar con 47 de sus STs debido a que
dos cepas (55/2053 y 6850) no estan tipificadas porque no estan presentes en la base
MLST. Por otra parte, la cepa JKD6159 con el ST93, fue denominada como “unica”,
debido a que no formé parte de ninguno de los 83 diagramas arrojados por eBURST, asi
como otros 383 STs pertenecientes a la base MLST. Entre otros factores se debe a que

la cepa JKD6159, presenta un genoma lejanamente relacionado con otros genomas de
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S. aureus previamente secuenciados (Chua et al., 2010), abordando de nuevo la
problematica ya descrita. Por lo que secuenciacidon de las diversas cepas de S. aureus
facilitara la descripcion de toda la gama de genotipos presentes por esta especie y
proporcionara una base mas robusta, para asi tener un mejor entendimiento de los

patrones de descendencia evolutiva.

El diagrama eBURST en el que esta presente el CC5, CC8 y CC1 (ver figura 6) fue el que
mayor numero STs albergé tanto de nuestra base de datos como de la base MLST. Los
STs de estos complejos en su mayoria albergaban cepas MRSA de dos tipos: HA-MRSA
y CA-MRSA. El primer tipo presenta los SCCmec tipo Il y lll, mientras que el segundo
tipo presenta el SCCmec tipo IV, que es pequefio —al resto de los demas SCCmec-y
potencialmente mas movil. Es probable que la presencia de estos 3 tipos de SCCmec en
los complejos clonales ya mencionados haya contribuido a su rapida expansion, ya que
las cepas de MRSA tempranas de principios de 1960, que portaban SCCmec tipo | fueron
sustituidas por linajes mas exitosos pertenecientes al CC5 y CC8 que portaban SCCmec
Il'y SCCmec lll, debido a que las recombinasas del SCCmec | eran defectuosas limitando
su TGH. Mientras que el SCCmec tipo IV parece conferir poco o ningun coste en el

organismo (Huang et al., 2006; Chambres y DeLeo, 2009).

Por otra parte, también dentro de los complejos como: CC5, CC133, CC151, CC425y
CC398, se encontraron cepas LA-MRSA. Entre los maximos representantes de este tipo
de MRSA es el ST398 (CC398), que se ha extendido rapidamente en todo el mundo y se
asocia principalmente con la colonizacion de ganado demostrando altas tasas de
prevalencia alrededor del 49% en cerdos y terneros (de Neeling et al., 2007). Sin

embargo, también se ha reportado que este ST puede causar varias infecciones en seres

pag. 32



humanos como: infecciones de tejidos blandos, en las vias respiratorias, bacteriemia y
endocarditis (Huijsdens et al., 2006; Ekkelenkamp et al., 2006; Declercq et al., 2008).
Esto demuestra que la la adaptacién de las cepas a distintos huéspedes mamiferos
genera un amplio reservorio de genes que pueden ayudar a la propagacién de S. aureus

(Lindsay, 2010).

Los patrones de TGH y el papel de la selecciéon

La evolucion y éxito de muchas clonas de S. aureus se ha debido, entre otras cosas a la
transferencia horizontal de MGEs. Idealmente, el nuevo MGE adquirido debe ser estable
y no causar ningun coste significativo y proporcionar alguna ventaja selectiva para
permitir la rapida expansién y diseminacién de la cepa. El presente trabajo se centrd en
la historia evolutiva de los genes que compone al MGE, un elemento de gran importancia

para muchas cepas de S. aureus.

En este estudio, los datos sugieren una historia evolutiva compleja para el SCCmec. A

continuacion, se describen los tres patrones mas relevantes que observamos.

Primero, no todas las cepas presentaron el SCCmec, de hecho mas de un quinto de las
cepas (10 de las 49 cepas) no lo tuvieron, estas fueron las cepas 55/2053, 6850, ED133
(CC133), RF122 (CC151), 71193 (CC398), ED98, ECT-R2 (CC5) y NCTC 8325,
Newman, VC40 (CC8), probablemente se deba a que el sitio de unién del SCCmec —
denominado attB—, presenta una composicion genética diferente, por lo que la insercion
mediada por las recombinasas no sea efectiva o bien esta region puede estar ocupada
por otro elemento genético movil, ya que es un punto de insercién comun (Noto et al.,

2008). Un buen ejemplo de esto es la cepa ED133. En esta cepa, el elemento SCCmec
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fue sustituido por genes que codifican un elemento de insercidn, una transposasa, y una
DNA helicasa (Saov0027), estos fueron encontrados en attB. También la cepa ED133
presentd otros MGEs -distintos al SCCmec, como una isla de patogenicidad
denominada, SaPlov2, que en vez de otorgar una resistencia a antibioticos, le confiere la
capacidad para coagular plasma de rumiantes—, que la han permitido dispersarse en
ovinos, dejando en claro el papel central que juegan los MGEs en la adaptacion de las

bacterias a diferentes nichos (Guinane et al., 2010).

Ademas, ciertas cepas solo presentaron algunos de los genes pero no todos. Por
ejemplo, las cepas 08BA02176, M013, SA957, solo tiene el gen mecA y las cepas COL
y S. aureus ST398, albergan el gen mecA y el gen ccrA, todas ellas MRSA y solo dos de
ellas (08BA02176 y S. aureus ST398) son LA-MRSA. Es muy probable que en estas
cepas el SCCmec no se pueda transferir horizontalmente ya que carecen del gen ccrB o
de todo el complejo ccr, encargado de codificar para recombinasas sitio especifico y cuya
presencia de ambos genes —ccrA y ccrB —son necesarios para el proceso de escision e
integracion del SCCmec (Katayama et al., 2000; Wang y Archer, 2010; Misiura et al.,
2013). En contraparte, se encontré que la cepa MSSA476 presentd los genes ccr pero
no mecA; la cual, ha sido descrita como sensible a meticilina. Esto sugiere —para los
casos en los que no hay gen mecA—, que el fenotipo resistente a meticilina no es esencial
en todos los nichos de S. aureus, pues una caracteristica comun de las bacterias
sometidas a la adaptacién de nicho es la pérdida de la funcién de los genes superfluos o
perjudiciales para las bacterias en el nuevo habitat (Eppinger et al., 2006; Herron-Olson

et al., 2007; Stinear et al., 2007).
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Finalmente, las cepas 10388, 10497, 15532, 16035, 16125, 18341, 18412 y 18583, que
pertenecen al CC5 —todas MRSA-, presentaron 2 secuencias homologas para el gen
ccrB, la primera de ellas mide ~630 pb y la segunda mide ~210 pb, ninguna de ellas
funcional, por lo que se descartaron en los posteriores analisis debido a que introducian
demasiados gaps (deleciones) generando filogenias menos fiables. Sin embargo
presentaron valores altos para ser considerados como homdlogos. A su vez, la cepa M1
(CC8) (reportada como CA-MRSA), albergé 3 secuencias homodlogas para el gen ccrA,
denotadas como M1, M1a y M1b, esta ultima no es funcional y tan solo mide 276 pb, por
lo que fue descartada, debido a que introducia bastantes gaps. Esta cepa también
presentd 2 secuencias homélogas para el gen ccrB, de manera que tiene dos juegos de
complejos ccr, perfectamente funcionales. Las cuatro secuencias homaologas han estado
sujetas a diferentes eventos de TGH (ver figuras 8,10 y 11) e inclusive tienen diferentes
tiempos de aparicion (ver figura 8). La presencia de dos complejos clonales sugiere, que
puede haber una sobre expresion de proteinas recombinasas ccrA y ccrB, lo que
provocaria la escision del SCCmec (Noto y Archer, 2006). Se ha descrito que la cepa M1
presenta el SCCmec tipo IV subtipo a (Larner-Svensson et al., 2013), este SCCmec ha
sido responsable de la ultima epidemia (alrededor del 2000) a nivel mundial causada por
CA-MRSA y se encuentra ampliamente distribuido entre los aislados de S. aureus (Lina
et al., 2006), por lo que se le ha considerado como uno de los SCCmec mas exitosos,
quiza parte de este éxito se deba a la capacidad de escindirse e integrarse debido a los

2 juegos de complejos ccr.

pag. 35



Segundo, cada uno de los genes tiene una historia evolutiva particular, ya que las
filogenias presentan diferentes topologias y diferentes niveles de variacion genética (ver
tabla 2 y 3). Varios estudios han demostrado que el SCC y mecA han existido como
componentes genéticos individuales, que se originaron y evolucionaron en diferentes
comensales animales (Couto ef al., 1996; Tsubakishita et al., 2010a, 2010b; Wu et al.,
1998); lo cual, claramente concuerda con nuestros resultados. En las filogenias se
aprecia que las secuencias que pertenecen al mismo complejo clonal se encuentran en
diferentes partes de los arboles filogenéticos y que no forman grupos monofiléticos (ver
figura 8 y 9); estos son claros eventos de transferencia horizontal. Notablemente, en dos
de estos genes (ccrA y ccrB) se encontraron claras senales de recombinacion lo cual
provee evidencia adicional de casos de transferencia horizontal. Claramente hay una
amplia diferencia en los niveles de variacion genética (ver valores de diversidad
filogenética de las figuras 10,11 y 12, asi como la tabla 2). En este sentido el gen mecA
es el que ha acumulado menos cambios, con una diversidad filogenética apenas arriba
de uno. Mientras que los genes ccrB y ccrA tuvieron diversidades muy parecidas

acercandose a 1.5.

Finalmente los tres genes parecen estar bajo un proceso de seleccion purificadora ya que
presentaron mayores mutaciones sinénimas que mutaciones no sinénimas (ver tabla 2):
esto concuerda con lo ya reportado por Castillo-Ramirez y colaboradores en 2011y 2012.
Ellos mencionan que S. aureus presenta una alta tasa de recombinacién y un
enriquecimiento de mutaciones sindnimas —asi como bajos radios dN/dS—, en sus MGES
(ver figura 14). Tanto ccrB como ccrA, presentaron sefiales de recombinacion, estos dos

genes presentaron radios mas bajos de dN/dS implicando una seleccion purificadora mas
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intensa o que han estado expuesto durante un mayor tiempo al efecto de la seleccion. En
ese sentido, mientras que para estos dos genes se pudo detectar variacion de dN/dS a
lo largo de la secuencia del gen, no se detectd dicha variacion en el caso de mecA. De
manera interesante, en ningun de los tres genes fue posible detectar sitios que se
encuentran bajo seleccién positiva. Lo anterior implicaria que, cuando los genes estan
presentes en algunas cepas, estos parecen estar confiriendo alguna ventaja —y que estos
genes presentan restricciones funcionales importantes—, ya que la mayoria de las

mutaciones no sindnimas estan siendo eliminadas.

Funciones afectadas por la recombinacion

Fig. 14|Funciones afectadas por la recombinacion| La seccidn azul de las barras representa el
porcentaje de genes de cada categoria funcional afectada por recombinacién. La categoria
“extracromosémico” aqui se renombré MGE para evitar confusiones ya que estos genes se
encuentran fisicamente en el cromosoma (Castillo-Ramirez et al., 2012).
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CONCLUSIONES

La pérdida de genes o incluso de todo el elemento SCCmec, parece ser un evento
frecuente, y esto, muy probablemente se asocia a los requerimientos del habitat. En ese
sentido, la transferencia y pérdida de genes han jugado un papel importante en la historia
evolutiva de los diferentes elementos SCCmec, permitiendo que cada gen tenga una
historia evolutiva particular. Aunque los tres genes se encuentran bajo seleccion
purificadora, esta parece ser mas intensa y variar a lo largo del gen para los genes ccrA

y ccrB. A la vez, estos son los dos genes afectados por la recombinacion.

PERSPECTIVA

Para un estudio mas fino de los procesos evolutivos del SCCmec, deben de considerarse
varias cosas: primero se necesita un mayor numero de cepas MSSA secuenciadas,
segundo es fundamental conocer el tipo SCCmec —presente en la cepa —y si este se
asocia a hospitales, a la comunidad o ganado. Tercero considerar trabajar con las
regiones Junkyard, ya que en estas regiones, se pueden encontrar otros tipos de
elementos genéticos que participen en la adaptacion de la cepa. Cuarto, establecer los
sitios en la proteina donde hubo eventos de mutaciones sinénimas (dS) y no sinénimas
(dN) y como éstas afecta la conformacioén de la proteina o los sitios activos. Y por ultimo,
seria interesante corroborar que en la cepa M1 los dos juegos del complejo ccr participan

en la escision del SCCmec.
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GLOSARIO

Glosario de abreviaciones

attB: sitio de union del SCCmec en el cromosoma de S. aureus.

CA-MRSA: Del inglés Community-Acquired Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (Staphylococcus aureus resistente a meticilina asociado a comunidad).
CC: Complejo clonal.

ccr: Complejo de genes, formado por los genes ccrA 'y ccrB.

ccrA: Gen que codifica para una recombinasa sitio especifica.

ccrB: Gen que codifica para una recombinasa sitio especifica.

dN: Mutaciones no sinénimas.

DR: Del inglés Direct Repeats (secuencias de repeticion directa).

dS: Mutaciones sinénimas.

HA-MRSA: Del inglés Hospital-Associated Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (Staphylococcus aureus asociado a hospitales).

LA-MRSA: Del inglés Livestock-Associated Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (Staphylococcus aureus asociado a ganado).

LRT: Del inglés Likelihood Ratio Test (Test de maxima verosimilitud).

mecA: Gen que codifica para proteinas de bajo uniéon a penicilina (PBP2a),
confiere resistencia.

MGE: Mobile Genetic Elements (Elementos genéticos moviles).

MLST: Del inglés Multi Locus Sequence Typing (base de datos).
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e MRSA: Del inglés Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (Staphylococcus
aureus resistente a meticilina).

e orfX: Gen que codifica para una metiltransferasa ribosomal.

e PBP: Del inglés Penicillin-binding proteins (proteinas de union a penicilina).

e PBP2a o PBP2A: Del inglés Penicillin-binding proteins 2 a (proteinas de baja
unién a penicilina 2a).

e Regién J o junkyard: Regién hipervariable del SCCmec

e SCC: Del inlgés Staphylococcal Cassette Chromosome

e SCCmec: Del inlgés Staphylococcal Cassette Chromosome, que porta al complejo
de genes mec, que confieren resistencia a multiples antibiéticos.

e ST: Del inglés Sequence Type (secuencia tipo).

e TGH: Transferencia genética horizontal.

w: Cociente de mutaciones no sinénimas (dN) y sindnimas (dS).

Glosario de términos

Alineamiento de secuencias: En bioinformatica, es una forma de representar y

comparar dos o mas secuencias de ADN, ARN, o estructuras primarias proteicas.

Complejo Clonal: Conjunto de bacterias que tienen al menos una variacién en el perfil

alélico.

Homélogo: Cundo dos secuencias de proteinas o de DNA son similares, decimos que
son homdlogas, ya que tienen el mismo ancestro, la misma funciéon y la misma

estructura.
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Intrinseco: Que es propio o caracteristico de la cosa que se expresa por si mismay

no depende de las circunstancias.

Likelihood Ratio Test: Es un Test que nos permite comparar modelos de sitios para

tratar de inferir el tipo de seleccion que actua sobre cada uno de los codones.

Modelos de seleccidén de sitio: Nos permiten determinar la presién de seleccion por

sitio, es decir por codones.

PCR anidado: La PCR anidada conocida como Nested PCR es una variante de la
PCR convencional que comprende dos rondas de amplificacion con distintos pares de
cebadores en cada una con el fin de incrementar la sensibilidad y la especificidad de
la deteccion. Primero, se realiza una reaccion con los cebadores externos para
amplificar una region de ADN mas extensa, que contiene el segmento diana. Después,
este producto de amplificacién se utiliza como molde de una segunda PCR con los

cebadores internos para amplificar la region especifica.

Perfiles alélicos: Es un método altamente discriminatoria para aislados bacterianos,
para esto se utilizan generalmente 7 genes de mantenimiento o genes housekeeping.
Las variaciones en cada uno de los 7 alelos distintos define el perfile alélico o sequence

type (secuencia tipo).

Resistencia heterogénea: Es cuando una pequefa porcidn de la poblacién tolera los

antibidticos; mientras que la mayor parte de la poblacién, no.

Secuencia de Inserciéon: Son los transposones mas simples, contienen un gen de
una transposasa flanqueado por secuencias repetidas e invertidas (IR) que reconoce
la transposasa.
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Secuencias de repeticion directa (DR): Los transposones siempre estan
flanqueados por secuencias repetidas directas (DR) que proceden del DNA al que se
integraron (no confundir con las secuencias repetidas e invertidas de los extremos del
transposon). Las transposasas producen cortes no enfrentados en los sitios de
insercidn de transposones, generandose extremos cohesivos. Tras la insercion del
transposon, éste va a quedar flanqueado por huecos que al ser rellenados por la DNA

polimerasa, van a originar las repeticiones directas.

Seleccion positiva: Es el mecanismo evolutivo mediante el cual nuevos mutantes
poseen adecuaciones mayores que el promedio de la poblacion, y las frecuencias de

dichos mutantes se incrementan en la siguiente generacion.

Seleccion neutral: Es la variacidn a nivel molecular que ocurre de manera aleatoria y

no tiene importancia adaptativa.

Seleccion purificadora: Los nuevos mutantes poseen adecuaciones menores que el
promedio de la poblacién, y la frecuencia de estos mutantes disminuye en las

siguientes generaciones.

Transposon: Los transposones son segmentos pequefios de DNA que pueden

trasladarse (ser transpuestos) de una region de una molécula de DNA a otra.
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ANEXOS

Anexo 1. Alineamientos con TRANALIGN

De la pagina http://emboss.sourceforge.net/ se descargd el programa EMBOSS. Con la

herramienta TRANALIGN, se alinearon las secuencias de DNA usando como referencia
secuencias proteicas (Rice et al., 2000), generando asi alineamientos mas robustos para
su posterior analisis filogenético. Para construir los alineamientos, se crearon 2 archivos
(ver figura 15); el primero contenia a las secuencias de nucledtidos, y el segundo las
secuencias proteicas —es decir de amino acidos—. En ambos archivos se debe de llevar
el mismo orden consecutivo de las cepas. Finalmente, se cargaron ambos archivos en el

programa, para posteriormente correrlo y obtener el alineamiento.
*Nota: Para cada uno de los genes se creo los dos tipos de archivo.

Anexo 2. Evaluacién de la seleccion natural y la deriva génica

Modelos de sitio y el Test de maxima verosimilitud (LRT) para su comparacion

El cociente dN/dS (radio w) es un parametro usado para medir la direccién y la intensidad
de la seleccion natural que esta actuando sobre la proteina. Este cociente se puede
calcular para estimar la presion de seleccion que actua sobre toda la secuencia o bien
para calcular la presién de seleccion por sitio, es decir por codones (ver figura 16), esto
mediante modelos de seleccion de sitio (ver tabla 4). Ademas con el radio test de maxima
verosimilitud (Likelihood Ratio Test, por sus siglas en inglés LRT), podemos comparar los
modelos de sitios para tratar de inferir el tipo de selecciéon que actua sobre cada uno de
los codones. La Tabla 5 muestra como se obtuvo los LRTs para el gen ccrA, con una

P=0.001, este procedimiento se uso para los genes restantes.

pag. 54


http://emboss.sourceforge.net/

Alineamientos con TRANALIGN

Fig. 15|Alineamientos con TRANALIGN | a) Archivo con las secuencias de nucleétidos, de color
rojo se indica el nombre de la cepa, seguido de su respectiva secuencia. b) Archivo con las
secuencias proteicas, el color azul indica el nombre de la cepa, seguido de su secuencia y los tres
puntos en ambas imagenes indican que la secuencia continua.
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Presion de seleccion en la secuencia

Fig. 16|Presion de seleccidon en la secuencia| a) Se asume la misma presidn de seleccién para
todos los sitios, es decir una solo w, esto es dado por el modelo MO. Aunque el promedio de la
seleccidn de toda la secuencia sea negativo (dN/dS < 1) como se ve en la figura “a”, b) esto no
quiere decir que no existan sitios particulares dentro de la secuencia que se encuentren
seleccionados positivamente (dN/dS > 1), dado por los modelos (MO vs M3 y M1a vs M2a), como
se muestra en la figura “b”.

Tabla 4. Informacion sobre los Modelos de sitio

MO Este modelo asume la misma presion de seleccion (una sola w) para todos los sitios

MO vs M3 Este modelo permite determinar si hay variacion a lo largo del gen; es decir, si el cociente
dN/dS es diferente para cada sitio (coddn). En este modelo, MO implica un sélo valor de
dN/dS para todo el gen y M3 implica que hay diferentes valores de dN/dS para el gen.

Mlavs M2a @ Permite determinar si hay sitios que se encuentran bajo seleccién positiva. Donde M1a
permite variacion en dN/dS pero no con valores de dN/dS mayores a uno: es decir, no
hay seleccién positiva mientras que en M2a hay variacion en los valores de dN/dS y
permite valores de dN/dS mayores a uno (seleccidn positiva).
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Tabla 5. Comparacion entre los modelos a partir del Likelihood Ratio Test (LRT)|

Modelo Foérmula LRT Grado de Valor de Ji-

2 x (falta — £0) Libertad Cuadrada

MO vs M3 2((—8866.5050) — (-8995.226922)) = 257.4438 4 18.4668

M1avs M2a  2((-8920.211798) - (-8920.211133)) —0.0013 2 13.8155

Tabla 5 |Modelos de sitio| Los datos presentados corresponden al gen ccrA. Los logaritmos
naturales son dados por PALM, esto se toman y se sustituyen en la formula, los grados de libertad
se calcula de la siguiente manera: al modelo con el mayor nimero de parametros se le resta el
modelo con el menor nimero de parametros. Finalmente con los grados de libertad y con tu P
(0.001) se busca el valor de Ji cuadrada en la tabla. Si tu valor de LRT es mayor que su valor de Ji
cuadrada entonces decimos que si es significativo y se corre el segundo test M1a vs M2a y se
repite el procedimiento. Si el segundo teste es significativo, este sugiere que hay sitios (codones)

que estan bajo seleccion positiva o diversificadora.
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Anexo 3. Breve definicion de los diagramas eBURST

Los diagramas eBURST muestran las relaciones entre aislados estrechamente
relacionados de una especie bacteriana o poblacion. Utiliza un modelo simple, en el que
un genotipo ancestral (fundador) incrementa su frecuencia en la poblacién, y mientras lo
hace, comienza a diversificar, produciendo grupos -—que presentan genotipos
relacionados al genotipo fundador—, cercanamente a él. Este conjunto de genotipos

relacionados se refiere a menudo como un Complejo Clonal (CC).

El algoritmo BURST utiliza los Sequence Types (STs) y perfiles alélicos de la base de
datos Multi Locus Sequence Typing (MLST) para formar los grupos de genotipos; para
esto todos los miembros asignados a un grupo comparten alelos idénticos (> 6 de los 7
loci) con al menos otro miembro del grupo —generalmente se ocupan 7 genes,
denominados, genes de mantenimiento o genes housekeeping—. Las variantes del
fundador que difieren en sdélo uno de los siete loci son conocidos como variantes de locus
simple (del inglés Single Locus Variant, SLV). Para mas informacion, pueden consultar la

siguiente pagina http://eburst.mlst.net/v3/instructions/.

Diagramas eBURST de S. aureus
Aqui se muestran el resto de los diagramas eBURST, cada complejo clonal genero su
propio diagrama —presentandose un diagrama por complejo—. Los complejos fueron: el
CC45 (ver figura 17), CC22 (ver figura 18), CC59 (ver figura 19), el CC80 (ver figura 20),
el CC75 (ver figura 21), el CC133 (ver figura 22), el CC151 (ver figura 23), el CC398 (ver
figura 24), el CC425 (ver figura 25), el nombre del complejo clonal corresponde al ST

fundador.
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La aparicion de cada uno de estos complejos clonales en su respectivo diagrama nos
sugiere que los genotipos fundadores —presentes en cada diagrama, indicados por los
circulos azules—, han sido exitosos por lo que han podido diversificar, generando asi

propio complejo clonal.

Diagrama eBURST del CC45

CC45

ST45

Fig. 17 | Diagrama eBURST del CC45 | El 6valo punteado de color gris sefiala al complejo clonal
45, conformado por el ST45, siendo este ST fundador.

Diagrama eBURST del CC22

ST22

Fig. 18 |Diagrama eBURST del CC22| El dvalo punteado de color verde sefiala al complejo
clonal 22, conformado por el ST22, siendo este ST fundador.
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Diagrama eBURST del CC59

ST59

Fig. 19 |Diagrama eBURST del CC22| El évalo punteado de color dorado sefala al complejo
clonal 59, conformado por el ST59, siendo este ST fundador.

Diagrama eBURST del CC80

Fig. 20 |Diagrama eBURST del CC80| El évalo punteado de color rosa sefiala al complejo
clonal 80, conformado por el ST80, siendo este ST fundador.
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Diagrama eBURST del CC75

ST1850

Fig. 21 |Diagrama eBURST del CC75| El rectangulo punteado de color naranja sefala al
complejo clonal 75, conformado por el ST1850, siendo este un SLV.

Diagrama eBURST del CC133

CC133

ST133

Fig. 22 |Diagrama eBURST del CC133| El évalo punteado de color café sefala al complejo
clonal 133, conformado por el ST133, siendo este un ST fundador.
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Diagrama eBURST del CC151

ST151

Fig. 23 | Diagrama eBURST del CC151| El dvalo punteado de color amarillo sefiala al complejo
clonal 151, conformado por el ST151, siendo este un ST fundador.

Diagrama eBURST del CC398

CC398

ST398

Fig. 24 |Diagrama eBURST del CC398| El 6valo punteado de color verde seiala al complejo
clonal 398, conformado por el ST398, siendo este un ST fundador.
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Diagrama eBURST del CC425

CC425

ST425

Fig. 25 |Diagrama eBURST del CC425| El 6valo punteado de color azul claro sefiala al
complejo clonal 425, conformado por el ST425, siendo este un ST fundador.
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Anexo 4. Analisis de recombinacion con RDP

RDP es una unica herramienta que permite analizar grandes alineamientos de

secuencias con una gama de diferentes métodos de deteccion de la recombinacion. Para

este estudio, se realizaron los test dados por default: RDP, GENECONYV, Bootscan,

MaxChi,

recombinacion para el gen ccrA (ver figura 26).
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Fig. 26 |Analisis de recombinacion con RDP para el gen ccrA| En la parte superior se encuentra

la barra de herramientas, el rectdngulo punteado verde indica las secuencias alineadas y sus

respectivos nombres. El rectdngulo azul sefiala el total de eventos de recombinacion obtenidos

por los distintos test, aplicados por RDP. El rectdngulo rojo muestra los sitios de recombinacién y

finalmente el rectdngulo rosa engloba las secuencias esquematizadas.
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Para el gen ccrB hubo 3,104 posibles eventos de recombinacion y finalmente el gen

mecA, no presento ningun evento de recombinacion (Ver figura 27).
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Fig. 27 | Analisis de recombinacion con RDP para el gen mecA| Los seis test realizados por RDP
(RDP, GENECONYV, Bootscan, MaxChi, Chimera y Siscan) dieron valores de cero por lo que indica
gue no hay eventos de recombinacidn para el gen mecA.
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