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OBJETIVO: Determinar la causa de la pérdida de la resistencia VanE en la cepa Enterococcus
faecalis BM4405-1. MATERIALES Y METODOS: la cura plasmidica se realizd con la
novobiocina. LasCMI fueron realizadas por € método de Steers. La construccion del plasmido con
los tres genes de resistencia se obtuvo por doble digestion del oper6n vanE con las enzimas Sacl y
Xbal, asi como € plasmido para re-establecer la resistencia Van en BM4405-1. La extraccion y
analisis de los precursores del peptidoglicano y las actividades serina racemasa y D,D-peptidasa
fueron realizadas por la metodologia descrita. El estudio de la expresion del operon se logré
mediante la hibridacion del Northern y la extension del iniciador. RESULTADOS: E. faecalis
BM4405-1, es un derivado susceptible de la cepa E. faecalis BM4405 VanE, resistente a la
vancomicina, fue obtenida después de hacerla crecer en presencia de novobiocina, un inhibidor de
la subunidad GyrB de la ADN girasa. En contraste con BM4405, el pentapéptido-[D-Ala] fue el
Unico precursor de peptidoglicano hallado en BM4405-1 y ninguna actividad VanXYE D,D-
peptidasa ni serina racemasa VanT pudo ser detectada en esa cepa, aln después de inducir los
cultivos con concentraciones subinhibitorias de vancomicina. Secuencia del operén vanE de
BM4405-1 revel6 dos mutaciones permitiendo substituciones en VanE (D200N) y en € dltimo
amino &cido de VanRE (Y225F). La clonacién de los genes vanE, vanXYE, y vanTE de BM4405-1
en una cepa susceptible E. faecalis JH2-2 confirié resistencia a vancomicina indicando que la
mutacién en vanE no es responsable de la susceptibilidad. El analisis trarscripcional del operén
vanE por PCR transcripcion reversa (RT -PCR) cuantitativa indicd que la novobiocina no afecto el
nivel de expresion del oper6n vanE. La secuencia del gen gyrB de BM4405-1 revel6 una mutacion
responsable por la substitucion de un residuo (K337Y) necesario para la actividad ATPasa y esto
implico un superenrollamiento del DNA. La clonacion del gen gyrB de BM4405 restauro la
resistencia a vancomicina a BM4405-1. CONCL USION: El tratamiento de la cepa BM 4405 con la
novobiocina es indirectame nte responsable de la pérdida de la resistencia VanE. La mutacién del
residuo critico (K337Y) en GyrB esta involucrado en la hidrdlisis del ATP lo cual afecta la
expresion del oper 6n vanE. Estosresultados sugieren quela alteracion en el superenrollamiento del
DNA debido ala mutacién en Gyr B fue responsable de la falta de expresion del oper 6n vanE y por
lotanto de la susceptibilidad de BM 4405-1 a la vancomicina.



