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A. RESUMEN
El plasmido pUM505 fue aislado de una cepa clinica de Pseudomonas aeruginosa, posee un tamarfio
de 123 kilobases y cuenta con 138 marcos de lectura abiertos (ORF). Un andlisis in silico revel6 que
el plasmido no posee genes de resistencia a antibioticos reportados hasta la fecha; sin embargo, al
ser transferido a la cepa de P. aeruginosa PAO1 se encontrdé que pUMS505 confiere resistencia a
ciprofloxacina (Cp), un antibiético de la familia de las quinolonas. Para identificar los
determinantes responsables de la resistencia a Cp se generd un banco de mutantes por transposicion
al azar en la cepa P. aeruginosa PAOL1SR (pUMb505) y se seleccionaron mutantes sensibles a
ciprofloxacina (Cp®). De un total de 12,000 mutantes analizadas, se obtuvieron 12 mutantes Cp® y
mediante secuenciacion se determiné que en 4 de las mutantes se encuentra interrumpido un
probable operén formado por los orf57, orf58 y orf59, mientras que en otras 2 mutantes esta
interrumpido el orf87. La complementacién de la mutante afectada en el orf57 con el gen silvestre
condujo a la recuperacion del fenotipo de resistencia a Cp y confirmé la relacion del gen con el
fenotipo de pUMS505. Debido a que se cuenta con 6 mutantes Cp® de las cuales se desconocen los
genes relacionados con el fenotipo de susceptibilidad a Cp, el objetivo del presente trabajo consiste
en identificar y caracterizar los genes interrumpidos en el grupo restante de mutantes. Mediante la
secuenciacion y el analisis de las secuencias se determind que la insercion del transposén ocurri6 en
diferentes regiones del plasmido pUM505; en la mutante 1, orf45, virD4, orf47, orf48 y orf49; en la
mutante 2, hop, orf43 y orf44, en la mutante 3, orf65, orf66, bin, merE, merD y merA; en la mutante
4, orf85, orf86 y orf87; en la mutante 5, orf96 y orf97 y en la mutante 6, araC y orf85. Se realiz0 la
clonacién individual del gen hop, que codifica un efector del sistema de secrecion tipo Il y del
orf43, que codifica una Aconitasa B, que se ha relacionado su actividad como regulador
transcripcional bajo condiciones de estrés oxidativo, y se transfirieron a Escherichia coli J53-2. Se
determind que ambos genes confieren distintos niveles de resistencia a Cp y aunque se desconoce el
mecanismo que podria poseer hop, se sugiere que el orf43 regula la expresion de genes responsables
del fenotipo de resistencia, como podrian ser genes del metabolismo del DNA, divisién o
permeabilidad celular. Con base en lo realizado en este trabajo se concluye que el plasmido

pUMB505 posee diversos genes que participan en la resistencia a Cp.

Palabras clave: Plasmido, resistencia a quinolonas, regulador transcripcional, transposicion al azar

y analisis de secuencias.
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B. ABSTRACT
The pUM505 plasmid was isolated from a clinical isolate of Pseudomonas aeruginosa, it has a
length of 123 kilobases and contains 138 open reading frames (ORF). DNA sequence analysis
revealed that pUMS505 lacks antibiotic resistance genes reported to date; however, when the plasmid
was transferred to the P. aeruginosa PAO1 strain conferred resistance to ciprofloxacin (Cp), an
antibiotic of the quinolone family. To identify the genes responsible for Cp resistance a bank of
mutants was generated by random transposition in P. aeruginosa strain PAOLSR (pUM505). From
a total of 12,000 mutants analyzed, 12 ciprofloxacin sensitive mutants (Cp®) were obtained and by
sequencing was determined that 4 of the mutants were probably interrupted at the operon formed by
the orf57, orf58 and orf59 genes, while another two mutants were interrupted at the orf87.
Complementation of the mutant affected at orf57 with the wild gene orf57 led to recovery of the Cp
resistance phenotype and confirmed the relationship with pUM505 phenotype. The aim of this study
consists in identifying and characterize the interrupted mutant genes in the remaining mutant group.
By sequencing and sequence analysis it was determined that transposon insertion occurred in
different regions of the pUM505 plasmid; in mutant 1: orf45, virD4, orfd7, orf48 and orf49; in
mutant 2: hop, orf43 and orf44; in mutant 3: orf65, orf66, bin, merE, merD and merA; in mutant 4:
orf85, orf86 and orf87; in mutant 5: orf96 and orf97 and in mutant 6: araC and orf85. We peformed
the individual cloning of hop gene which codes for an effector of the type Il secretion system, and
orf43, which codes for an aconitase B, which has been linked as transcriptional regulator activity
under conditions of oxidative stress, and transferred them to Escherichia coli J53-2. It was
determined that both genes give different levels of Cp resistance and although the mechanism of
hop is unknown, it is suggested that the orf43 regulates expression of genes responsible for the
resistance phenotype, which may be DNA metabolism genes, cell division or permeability. Based
on what has been done in this paper we conclude that the plasmid pUMS505 possesses several genes

involved in resistance to Cp.

Key words: Plasmid, quinolone resistance, transcriptional regulator, random transposition,

sequence analysis.
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l. INTRODUCCION

1. Historia de las quinolonas

Las quinolonas son un grupo de agentes antibacterianos sintéticos de amplio espectro de
accion que incluye naftiridinas, quinazolinas e isotiazoloquinolonas (Drlica y col., 2009).
La historia de las quinolonas inicié cuando Lesher y colaboradores descubrieron de forma
accidental el &cido nalidixico (1,8-naftiridina) como un subproducto de la sintesis de la
cloroquina (Figura 1), compuesto utilizado en el tratamiento de la malaria (Lesher y col.,
1962). Posteriormente, en 1967 la introduccién del &cido nalidixico para uso clinico en el
tratamiento de infecciones urinarias causadas por bacterias Gram negativas marco el inicio
de cinco décadas de desarrollo y uso de las quinolonas (Emmerson y Jones, 2003). No
obstante, las quinolonas permanecieron como un grupo de antibiéticos de poca relevancia
clinica hasta la aparicion de las fluoroquinolonas en los 70°s, las cuales surgieron al afadir
un flbor a la posicion 6 de la molécula base (Figura 2) (Andersson y MacGowan, 2003). La
modificacion mejoré su efectividad frente a bacterias Gram-negativas y enterobacterias
resistentes al acido nalidixico, ademéas de proveer actividad frente a bacterias Gram-
positivas (Emmerson y Jones, 2003). La primera fluoroguinolona que ofrecié una mejora
significativa con respecto del &cido nalidixico fue la flumequina (Emmerson y Jones,

2003).

Hoy en dia, ciprofloxacina, patentada en 1981, es la fluoroquinolona mas empleada en el
tratamiento contra bacterias Gram-negativas; es activa contra Pseudomonas aeruginosa y
Acinetobacter spp, sin embargo, a pesar de los excelentes resultados en muchas infecciones
respiratorias, se reporto el fallo en el tratamiento de infecciones neumocdccicas, limitando

su uso en esta area (Redgrave y col., 2014).
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Figura 1. Sintesis de la primera quinolona. Se muestra la molécula de acido nalidixico

(A) un subproducto de la sintesis de la cloroquina (B).




“CARACTERIZACION DE MUTANTES DEL PLASMIDO pUMS505 SENSIBLES A CIPROFLOXACINA”

[ Potenciay

actividad
en Gram (+)
i Potenciay ) R5
absorcion . J

intracelular

N

(Cercano a sitio\
de unidon de
DNA girasa

2\
H_

2 >

Potencia, espectro Farmacocinética
de acciény y actividad en

kfarmacocinéﬁca) \_ anaerobios / [ Potenciay ]

| |
;

farmacocinética

Figura 2. Estructura base de las quinolonas y funciones de cada sustituyente. Se
marcan con grupos R las posiciones mas comunmente sustituidas. X puede ser un atomo de
carbono en el caso de quinolonas o un a&omo de nitrégeno en el caso de naftiridinas. Se
indican los principales procesos en los que participan las modificaciones en cada posicion

(modificado de Andersson y MacGowan, 2003).
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Al introducir nuevas modificaciones, se ha logrado obtener una serie de nuevas quinolonas,
algunas de las cuales fueron consideradas como superquinolonas, como trovafloxacina. Sin
embargo, ante la aparicion de severos efectos adversos, algunas de ellas han sido retiradas
del mercado, como la temofloxacina por su toxicidad renal y hematoldgica, la
trovafloxacina, que presenta hepatotoxicidad y la grepafloxacina que genera toxicidad
cardiaca (Trucco, 2000). La actividad contra Streptococcus pneumoniae ha sido un gran
logro en el grupo de nuevas quinolonas, reemplazando la escasa o moderada actividad
contra dicho patégeno de sus predecesores. Ademas, muestran buena actividad in vitro
sobre patdgenos respiratorios como Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,

Legionella pneumophila y Mycoplasma pneumoniae (Trucco, 2000).

En la actualidad, la demanda por quinolonas con mayor actividad y menor resistencia
microbiana ha impulsado el desarrollo de nuevos compuestos, como en el caso de
nemonoxacina, una quinolona no fluorada que actualmente se encuentra en la fase clinica
I11, penultima fase del desarrollo farmacéutico, y que ha mostrado mayor actividad in vitro
contra Staphylococcus aureus que otros compuestos fluorados como ciprofloxacina y

moxifloxacina (Qin y Huang, 2014).

2. Estructura de las quinolonas

La clave en la evolucion de las quinolonas fue la modificacion de su estructura base
(Figura 2) a través de la adicion de diferentes sustituyentes en las posiciones 1, 6 y 7
(Andriole, 2000). Dichas modificaciones afectan la actividad antibacteriana y las

propiedades farmacocinéticas de las quinolonas. Algunas de las sustituciones clave son:

e Laadicién de un grupo ciclopropil en la posicién 1 (Figura 2), incrementa la
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actividad antibacteriana (Andriole, 1999).

e La adicion de un &tomo de flbor en la posicion 6 (Figura 2) incrementé méas de 10
veces su potencia y se cree que estabiliza la unidn con su sitio blanco al influir en la
distribucion de cargas de la molécula (Laponogov y col., 2009).

e Laadicién de un grupo de piperazina en la posicion 7 (Figura 2) provee una mayor
actividad frente a bacterias Gram-negativas aerobias y aumenta la actividad frente a
Staphylococcus y Pseudomonas; ademas se sugiriere que juega un papel importante
en la inhibicion de los sistemas de expulsion, mejorando asi la potencia del
antibiético (Andriole, 1999).

e Laalquilacion de la posicion 7 (Figura 2) incrementa la actividad frente a bacterias
Gram-positivas aerobias y aumenta la vida media (Andriole, 1999).

e La adicion de un grupo metilo al nitrégeno del anillo de piperazina en la posicion 7

(Figura 2) incrementa la vida media y la biodisponibilidad (Andriole, 1999).

A pesar de que ciertos sustituyentes, como los mencionados anteriormente, pueden producir
importantes cambios en la actividad bioldgica de las quinolonas, las caracteristicas finales

de la molécula derivan de la interaccion entre cada uno de los radicales (Peterson, 2001).
3. Clasificacién de las quinolonas

Existen diversas maneras de clasificar a las quinolonas, por ejemplo: por su estructura
quimica y su fecha de sintesis, sin embargo, se eligié para este trabajo la clasificacion en
generaciones, que se basa en la actividad antibacteriana que se ha incrementado
draméaticamente conforme el desarrollo de las distintas generaciones, y su potencia contra

organismos anaerobios y neumococos (Andriole, 2000).
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3.1. Primera generacion

Las quinolonas de la primera generacion presentan actividad contra bacterias aerobias y
Gram-negativas. En esta generacion se encuentran el acido nalidixico y el acido oxolinico
(Figura 3A), ambas son utilizadas en el tratamiento de infecciones de vias urinarias
producidas por microorganismos Gram-negativos, incluyendo especies de Proteus,

Klebsiella, Enterobacter y Escherichia coli (Brighty y Gootz, 2000).

3.2. Segunda generacion

La segunda generacion de quinolonas fue introducida en la década de los 80°s. Las
principales caracteristicas de esta generacion fue la actividad contra bacterias aerobias
Gram-positivas y el incremento en la actividad contra las Gram-negativas, generando un
enorme avance en el tratamiento de importantes infecciones clinicas, como pielonefritis,
prostatitis y osteomielitis (Ball y col., 1998). Entre ellas se encuentran norfloxacina y
ciprofloxacina (Figura 3B); la primera es utilizada principalmente en el tratamiento de
infecciones urinarias y la segunda se emplea en el tratamiento de infecciones del tracto
urinario, osteomielitis causada por enterobacterias, infecciones de oido, infecciones
gonocacicas y prostatitis cronica bacteriana, siendo asi una de las quinolonas mas utilizadas

(Schacht y col., 1988).

3.3. Tercera generacion

Las quinolonas pertenecientes a la tercera generacién incluyen a gatifloxacina (Figura 4A),
utilizada en el tratamiento de gonorrea, infecciones pulmonares, infecciones de piel y del
tracto urinario, y levofloxacina (Figura 4A), la cual se indica para el tratamiento de

neumonia, bronquitis crénica, infecciones urinarias, infecciones renales y de la préstata.
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Figura 3. Primera y segunda generacion de quinolonas. (A) Se muestran moléculas de la
primera generacion: (1) acido nalidixico y (2) &cido oxolinico; y (B) de la segunda

generacion: (3) norfloxacina y (4) ciprofloxacina.




“CARACTERIZACION DE MUTANTES DEL PLASMIDO pUMS505 SENSIBLES A CIPROFLOXACINA”

A [ con
W/\N \ K\N N
HN\) OCH3A /N\) O\)\

1 2

B @)
oA com
Hscon— NN i N
H,N 3

Figura 4. Tercera y cuarta generacion de quinolonas. (A) Se muestran moléculas de la
tercera generacion: (1) gatifloxacina y (2) levofloxacina; y (B) de la cuarta generacién: (3)

gemifloxacina y (4) moxifloxacina.
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Las moléculas de esta generacion presentan una mayor actividad contra bacterias Gram-
positivas, particularmente contra neumococos; ademas, son capaces de actuar contra

bacterias anaerobias (Andriole, 2000).

3.4. Cuarta generacion

Las quinolonas de cuarta generacion presentan actividad contra bacterias anaerobias y un
incremento de actividad contra neumococos, entre ellas se encuentran moxifloxacina y
gemifloxacina (Figura 4B), que son utilizadas en el tratamiento de neumonia, bronquitis e

infecciones de los senos paranasales (Brighty y Gootz, 2000).

4. Mecanismos de accion de las quinolonas

Las quinolonas son antibidticos con una gran capacidad para eliminar diversos tipos de
bacterias de forma rapida (Hooper, 2001), por lo cual era importante determinar su
mecanismo de accién. Fue en 1976 cuando se observo que el acido nalidixico causaba una
acumulacién anormal de precursores de DNA monocatenario cuando los dominios
cromosomicos se presentaban superenrollados; ademas, la concentracion de DNA
monocatenario disminuia por la accion de una enzima que era especificamente inhibida por
la quinolona (Crumplin y Smith, 1976). Estas primeras observaciones ayudaron a explicar

el mecanismo de accion de las quinolonas que se describira a continuacion.

Los blancos de las quinolonas son dos enzimas esenciales en los procesos celulares de
replicacion, transcripcion y reparacion del DNA; la DNA girasa y la topoisomerasa 1V
(Figura 5). Dichas enzimas estan encargadas del superenrollamiento del DNA que le
permite mantenerse de forma compacta dentro de la célula, (Hooper, 2001). Ambas

enzimas pertenecen a la familia de las topoisomerasas tipo 1A y estdn compuestas de dos
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Figura 5. Accion de las topoisomerasas tipo I1A en el DNA. Se muestra de manera
esquematica la accién de las topoisomerasas tipo 1A en el superenrollamiento del DNA en

las bacterias (Modificado de Redgrave y col., 2014).
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subunidades; GyrA de 97 kilodaltones (kDa) y GyrB de 90 kDa correspondientes a la DNA
girasa y ParC de 75 kDa y ParE de 70 kDa correspondientes a la topoisomerasa IV

(Champoux, 2001).

Las topoisomerasas presentan una accion homdloga con pequefias diferencias; ambas
enzimas actdan reduciendo la tension molecular causada por el superenrollamiento
realizando cortes a la doble cadena de DNA. La DNA girasa remueve superenrollamientos
positivos y avanza delante de la horquilla de replicacion, mientras que la topoisomerasa IV
introduce superenrrollamientos positivos avanzando detrds de la horquilla de replicacion,
ademas de ser responsable de la segregacion de los cromosomas al final de la replicacion

(Figura 5).

Durante su mecanismo de accion, las topoisomerasas tipo A introducen un par de cortes
en la cadena sencilla de DNA vy se unen de forma covalente al extremo 5° formando un
complejo DNA-topoisomerasa, relajando el superenrollamiento del DNA (Mizuuchi y col.,
1980). Las quinolonas se unen rapidamente al complejo, probablemente antes de que la
ruptura del DNA ocurra, mediante la region GyrA de la DNA girasa y la region ParC de la
topoisomerasa IV, generando el complejo terciario DNA-Topoisomerasa-Quinolona que
bloquea el movimiento de la horquilla de replicacion y de los complejos transcripcionales,
inhibiendo asi el crecimiento bacteriano (Figura 6). Sin embargo, se ha observado que los
efectos son reversibles si se remueve la quinolona, ya sea por la adicion del agente quelante
EDTA o por un tratamiento térmico (Leo y col., 2005). En los sistemas in vitro, cuando la
DNA girasa es el blanco, la inhibicién ocurre en minutos mientras que si el blanco es la
topoisomerasa 1V la inhibicion ocurre mas lentamente (Khodursky y col., 1995). Al ser la

formacion del complejo terciario un proceso reversible es el punto crucial en el mecanismo
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Figura 6. Representacion esquematica de la accion de las quinolonas. (a) Union de la
topoisomerasa con el DNA y formacion del complejo DNA-Topoisomerasa; (b) unién de la
quinolona y formacion del complejo DNA-Topoisomerasa-Quinolona; (c) inhibicion de la
replicacion que conduce a la induccién del sistema SOS y a la filamentacion celular; (d);
fragmentacion letal del cromosoma que requiere sintesis de proteinas, que puede inhibirse
con cloranfenicol (Cm) y condiciones aerobicas; (e) fragmentacion letal del cromosoma
que requiere sintesis de proteinas pero no condiciones aerébicas; (f) fragmentacion letal del
cromosoma que no requiere sintesis de proteinas o condiciones aerobicas (modificado de

Drlicay col., 2009).
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de accién de las quinolonas. Puede tomar dos cursos irreversibles que concluyen en la
muerte celular; la ruta dependiente de la sintesis de proteinas en condiciones aeroébicas y la
ruta independiente de la sintesis de proteina, la cual se lleva a cabo en condiciones de
anaerobiosis, caracteristica de la primera generacion de quinolonas; sin embargo, ambas
rutas tienen como objetivo la fragmentacion cromosomica y finalmente la muerte celular
(Figura 6). Adicional a estas rutas, la reversibilidad del bloqueo de la replicacién del DNA
activa la respuesta del sistema SOS, que inhibe la division celular y propicia la formacion
de estructuras celulares filamentosas contribuyendo a una muerte celular lenta que no ha

sido estudiada a profundidad (Piddock y col., 1990).
5. Sistemas de resistencia a quinolonas

En pocas décadas las quinolonas pasaron de ser un grupo pequefio de antibidticos utilizados
para el tratamiento de infecciones urinarias a formar parte del grupo de antibidticos mas
prescritos para el tratamiento de una gran variedad de infecciones; desafortunadamente su
uso excesivo ha provocado la generacion de bacterias resistentes (Aldred y col., 2014). La
resistencia bacteriana es hoy en dia uno de los principales problemas clinicos al limitar la
capacidad de tratamiento de un gran nimero de infecciones bacterianas (Aldred y col.,

2014).

Debido a que las quinolonas son antibiéticos completamente sintéticos, se propuso que los
Unicos sistemas de resistencia que las bacterias podian adquirir de manera inmediata serian
las mutaciones en los genes que codifican las proteinas blanco, las topoisomerasas tipo I1A,
y la expulsion de quinolonas mediada por los transportadores de membrana (Martinez,
2009). En cuanto a la adquisicion de resistencia mediante la transferencia horizontal de
genes, aquella que ocurre cuando una bacteria que ya posee los genes de resistencia los
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transfiere a otra que no es su descendiente, para el caso de las quinolonas se penso que esto
no seria posible, ya que el origen de los genes de resistencia a antibidtico de origen
bioldgico son los propios organismos productores (Herndndez y col., 2011). Actualmente,
podemos clasificar los sistemas de resistencia en dos grupos (Figura 7): A) Sistemas
codificados por genes cromosoémicos, como lo son las modificaciones de los sitios blanco y
los sistemas de expulsion, y B) Sistemas codificados por genes plasmidicos, tales como
proteinas Qnr, sistemas de expulsion y la enzima aminoglucosido acetil transferasa

modificada [aac(6")-1b-cr] (Aldred y col., 2014).
5.1 Sistemas de resistencia codificados por genes cromosémicos
5.1.1 Modificaciones de los sitios blanco

El mecanismo de resistencia mas comun estd dado por la mutacién en los genes que
codifican a las topoisomerasas IlA (gyrA y gyrB de la DNA girasa y, parC y parE de la
topoisomerasa 1V), sitios blanco de las quinolonas (Figura 7). Las regiones donde se
presentan dichas mutaciones son pequefias secuencias de DNA denominadas “regiones
determinantes de resistencia a quinolonas”, mejor conocidas como QRDR, por sus siglas en

inglés (Yoshida y col., 1990).

Las mutaciones dan como resultado la sustitucion de aminoéacidos, las cuales generan
alteraciones en la estructura de la enzima, principalmente la region de union con la
molécula de DNA, afectando la formacion del complejo DNA-topoisomerasa y como
consecuencia su unién a la quinolona, favoreciendo asi la resistencia al antibidtico

(Friedman y col., 2001).

La mutacion mas frecuente es la sustitucion de la serina 83 por un triptéfano (Redgrave y
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Figura 7. Resistencia bacteriana a quinolonas. Se representa una célula bacteriana
mostrando los sistemas de resistencia a quinolonas. Los detalles de cada sistema se
describen en el texto. (1) Resistencia mediada por mutaciones en los genes que codifican a
las proteinas blanco (DNA girasa y topoisomerasa V). (2) Resistencia mediada por genes
plasmidicos. (2a) Proteinas Qnr (en amarillo) que disminuyen la union del complejo DNA-
topoisomerasa. (2b) Aac(6’)-lIb-cr es una enzima que acetila algunas quinolonas,
disminuyendo su efectividad. (2c) Sistemas de expulsion que disminuyen la concentracién
intracelular de las quinolonas. (3) Resistencia mediada por genes cromosémicos. (3a)
Disminucién de la expresién de porinas. (3b) Sistemas de expulsion (Tomada de Aldred y

col., 2014).
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col., 2014), region cercana al sitio activo, ademas de estar cerca de la tirosina 122, residuo

donde se forma el enlace de fosfotirosina entre la enzima y el DNA (Shen y Pernet, 1985).

Aislados clinicos de cepas resistentes a quinolonas han mostrado mutaciones en la region
C-terminal de la subunidad GyrB, sustituciones del acido aspartico 426 por asparagina,
generan resistencia a quinolonas acidas y anfoteras y la sustitucion de lisina 442 por acido

glutdmico, ha mostrado conferir resistencia a drogas acidas (YYamagishi y col., 1986).

5.1.2 Sistemas de expulsion

La inespecificidad de los sistemas de expulsién los hace capaces de eliminar activamente
diversos tipos de compuestos, como lo son antibidticos, antisépticos, detergentes e incluso
salicilatos de sodio siendo estas sales de gran tamafio (Alekshun y Levy, 1999). Por lo
tanto, al ser capaces de reducir la concentracion intracelular de las quinolonas confieren

resistencia (Figura 7) (Redgrave y col., 2014).

Los sistemas de transporte se agrupan en superfamilias que incluyen facilitadores mayores
(MFS), sistemas que unen ATP (ABC), sistemas de resistencia, division celular y
nodulacion (RND), proteinas pequefias de resistencia a multidrogas (SMR) y sistemas de
expulsién de multidrogas y compuestos toxicos (MATE) (Martinez y col., 2009). Estos
sistemas son los responsables de la resistencia intrinseca de algunas bacterias como P.

aeruginosa a las fluoroquinolonas y a otros tipos de drogas (Piddock, 2006).

En otras bacterias como S. aureus, la resistencia a quinolonas esta asociada con el gen
norA, que codifica un transportador de amplio espectro. Ademas, en E. coli la bomba de
expulsién AcrAB-TolC tiene el papel principal en la resistencia a quinolonas (Wang y col.,

2001).
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5.2 Sistemas de resistencia codificados por genes plasmidicos

5.2.1. Proteinas Qnr

Las proteinas Qnr se identificaron por primera vez en 1998 en el plasmido multirresistente
pMG252, aislado de un cepa de Klebsiella pneumoniae resistente a ciprofloxacina

(Martinez y col., 1998).

Las proteinas Qnr pertenecen a la familia de pentapéptidos repetidos (PRP, por sus siglas
en inglés), llamadas asi porque sus miembros contienen un motivo recurrente de cinco
amino&cidos en tandem [Ser, Thr, Ala o Val] [Asp o Asn] [Leu o Phe] [Ser, Thr o Arg]
[Gly] (Vetting y col., 2006); hasta la fecha se han descrito cinco familias de proteinas Qnr;

QnrA, QnrB, QnrS, QnrC y QnrD (Vetting y col., 2006).

Estas proteinas han mostrado tener participacion en la resistencia a ciprofloxacina al unirse
al complejo DNA-Topoisomerasa, impidiendo la unién de las quinolonas, aunque no se
conoce con detalle su mecanismo de accion (Figura 7) (Tran y col., 2005). Por si mismas
dichas proteinas proveen una baja resistencia a ciprofloxacina en cepas de E. coli, sin
embargo, adquieren importancia clinica cuando se asocian con otros mecanismos de

resistencia al antibidtico (Tran y Jacoby, 2002).
5.2.2. Modificacion enzimatica

Debido al origen sintético de las quinolonas no se esperaba que, de una forma tan rapida,
las bacterias desarrollaran la capacidad de modificar el farmaco; la degradacion de
quinolonas se habia descrito Unicamente en hongos (Wetztein y col., 1997). Sin embargo,
en 2006 se identifico en cepas de E. coli resistentes a ciprofloxacina el plasmido pHSH10-

2, que posee el gen gnrA, el cual al ser transferido a la cepa Rec™ E. coli DH10B, una cepa
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que presenta sensibilidad a ciprofloxacina si se compara con las cepas E. coli Rec”, conferia
cuatro veces mayor resistencia al antibiotico que lo reportado anteriormente para los genes
gnr (Robicsek y col., 2006). Mediante mutagénesis por transposicion, se identificé al gen
aac(6")-1b presente en el plasmido pHSH10-2, el cual codifica una enzima aminoglucésido
acetiltransferasa que confiere resistencia a algunos antibidticos del grupo de los
aminoglucosidos: kanamicina, amikacina y tobramicina (Robicsek y col., 2006). El analisis
in silico del gen aac(67)-1b revel6 que se encuentra modificado en los codones 102 (Trp
2>Arg) y 179 (Asp > Tyr) y se demostré que en ausencia de dichas mutaciones, el gen no
se asociaria con la resistencia a quinolonas (Robicsek y col., 2006). EI mecanismo de
accion de la enzima aac(6')-lb-cr (llamada asi por que confiere resistencia a
ciprofloxacina), se determind mediante ensayos de acetilacion, utilizando kanamicina y
ciprofloxacina como sustratos. Se demostré que la enzima puede introducir un grupo
acetilo en el nitrogeno del grupo piperazil que poseen ciprofloxacina y norfloxacina en la
posicion 7, reduciendo la afinidad del antibidtico por las topoisomerasas (Figura 7)

(Robicsek y col., 2006).

5.2.3. Sistemas de expulsion

Los sistemas de expulsidn confieren resistencia a quinolonas al disminuir la concentracion
intracelular del farmaco, y hasta la fecha se han identificado dos sistemas de expulsion

codificados en plasmidos provenientes de cepas de E. coli (Poirel y col., 2012).

El plasmido pHPA, aislado de la cepa clinica de E. coli C316, contiene el gen gepA el cual
codifica la proteina de membrana interna QepA, con 14 segmentos transmembranales, que

se agrupa en la superfamilia de transportadores facilitadores mayores (MFS, por sus siglas
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en inglés). La proteina confiere resistencia mediante la expulsién del citoplasma de

quinolonas hidrofilicas como ciprofloxacina y norfloxacina (Yamane y col., 2007).

Por otra parte, el plasmido pOLAS2 proveniente de una cepa de E. coli aislada de estiércol
de cerdo, contiene el gen ogxA que codifica una proteina de membrana interna de 391
aminoéacidos (aa), perteneciente a la familia RND, y el gen ogxB que codifica una proteina
de periplasma de 1,050 aa; ademas, se encontrd6 que ambos forman parte de un operén
(Hansen y col., 2004). Las proteinas OgxAB confieren resistencia a acido nalidixico y
ciprofloxacina; ademas son capaces de expulsar bromuro de etidio, lo que sugiere que la
resistencia a quinolonas también estd dada por su expulsion del citoplasma (Figura 7)
(Hansen y col., 2004). Ademas, se determind que OgxA y OgxB necesitan de una proteina
de membrana externa para cumplir su funcion, como TolC de E. coli, funcionando como
un complejo tripartita de expulsion similar a los codificados por genes cromosémicos de

bacterias Gram-negativas (Hansen y col., 2004).
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1. ANTECEDENTES

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa, ampliamente distribuida en el
ambiente, incluyendo agua y suelo, asi como en asociacion con diversos organismos (Battle
y col., 2008). Esta bacteria es la mayor causa de infecciones hospitalarias y es el patdgeno
mas comunmente asociado con la mortalidad de pacientes con fibrosis quistica. Infecciones
causadas por este microorganismo son muy dificiles de tratar debido a la resistencia
intrinseca que posee a diversos antibidticos como quinolonas, B-lactamicos,
aminoglucoésidos y macrolidos (Breidenstein y col., 2008). No obstante, el antibiético
ciprofloxacina, de la familia de las quinolonas, es el farmaco de primera eleccién en el
tratamiento de infecciones causadas por P. aeruginosa en la mayoria de los paises en
desarrollo (Hoiby, 2011). Actualmente, el uso masivo de quinolonas ha incrementado el
nimero de bacterias resistentes a su accion (Herndndez y col., 2011) y las terapias
antimicrobianas se vuelven cada vez mas costosas y poco efectivas (Levy y Marshall,

2004).

Como ya se mencioné (Figura 7), hoy en dia, los sistemas de resistencia a ciprofloxacina

se encuentran ampliamente distribuidos y podemos dividirlo en dos grupos.

1) Sistemas de resistencia codificados en genes cromosémicos: que incluye
mutaciones en los genes que codifican a sus proteinas blanco, la DNA girasa y
la topoisomerasa IV (Hernandez y col., 2011) y los sistemas de expulsion como
MexAB-OprM de P. aeruginosa (Martinez y col., 2009).

i) Sistemas codificados por genes presentes en plasmidos: que incluyen a las
proteinas Qnr, que impiden la union de las quinolonas al sitio blanco, los

sistemas de expulsion (QepA y OgxAB) y la enzima aminoglucésido-acetil
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transferasa modificada, AAC(6")-lb-cr, que ejerce resistencia como

consecuencia de la acetilacion del antibiotico (Aldred y col., 2014).

Los sistemas plasmidicos han sido reportados en las bacterias Gram-negativas E. coli y K.
pneumoniae, sin embargo, hasta el momento no se han reportado sistemas de resistencia a

quinolonas codificados por genes plasmidicos en P. aeruginosa (Wong y Kassen, 2011).

El plasmido conjugativo pUM505, aislado de una cepa clinica de P. aeruginosa (Cervantes
y col., 1986; Cervantes y Ohtake., 1988), confiere resistencia a quinolonas (Ramirez-Diaz y
col., 2011). El plasmido se secuencid y se realizé el anlisis in silico donde se identificaron
138 regiones codificantes (Figura 8). pUM505 se dividio en dos regiones correspondientes
a islas genémicas: Una region que presenta homologia con una isla de patogenicidad de
cepas de Pseudomonas, donde se encuentran genes probablemente relacionados con la
replicacion, la transferencia del plasmido y factores de virulencia; y la segunda region que
corresponde a una isla de resistencia a metales pesados, donde se identificaron genes
relacionados con la resistencia a mercurio inorganico y al ion cromato (Figura 8). Sin
embargo, no se identificaron genes relacionados con resistencia a antibioticos (Ramirez
Diaz y col., 2011). Adicionalmente, se identificaron 64 regiones que codifican proteinas
hipotéticas distribuidas en diferentes regiones del plasmido, las cuales podrian conferir

resistencia a quinolonas mediante un mecanismo ain no descrito.

El plasmido pUM505 se transfirié a P. aeruginosa PAO1, una cepa estandar de laboratorio,
y mediante pruebas de susceptibilidad a ciprofloxacina se observo un mayor crecimiento en

la cepa que contiene el plasmido en comparacion con el control (Figura 9).

Se concluy6 que genes del plasmido pUM505 confieren resistencia mediante un
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Figura 8. Mapa genético del plasmido pUM505. Las regiones codificantes se muestran
con flechas o puntas de flecha, indicando la direccion de la transcripcion. Las posibles
funciones asignadas de las proteinas codificantes se agrupan de acuerdo a los diferentes
colores mostrados en el cuadro de la derecha, indicando también las proteinas hipotéticas.
La isla de patogenicidad se muestra con una barra roja y la isla de resistencia a metales
pesados con una barra negra. Se indica el origen de replicacion (ori) y con barras azules las
regiones relacionadas con la transferencia, replicacion, resistencia a mercurio (Hg®) y

resistencia a cromato (Cr®) (Modificado de Ramirez-Diaz y col., 2011).
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mecanismo aun no descrito.

Para identificar los genes responsables de la resistencia a quinolonas, se gener6 un banco de
mutantes por transposicion al azar en la cepa P. aeruginosa PAO1SR (pUM505) con el
transposon Himarl::GmR. Las mutantes se seleccionaron por su sensibilidad a
ciprofloxacina y por su capacidad de crecer en medio de cultivo suplementado con
Gentamicina y Estreptomicina (marcadores de la presencia del transposon) y cloruro de
mercurio. Finalmente, de un total de 12,000 mutantes analizadas, se seleccionaron 12
mutantes sensibles a ciprofloxacina (Cp®) a las cuales se les realizaron pruebas de
susceptibilidad en medio liquido (Figura 10). Las mutantes se clasificaron como sensibles
e hipersensibles con base a la susceptibilidad que presentaron (Chavez-Jacobo, 2015). Se
analizo la secuencia de DNA de seis de las mutantes y se identificaron los genes orf57
(xerC), orf58, orf59 (xerC) y el orf87, como genes interrumpidos por el transposon. Se
logré complementar a la mutante interrumpida en el orf57 con el gen xerC silvestre y se
realizaron pruebas de susceptibilidad a ciprofloxacina. Se observé que la mutante
complementada tiene un mayor crecimiento que la cepa que posee el gen interrumpido
(Figura 11), por lo que se concluy6 que el orf57 del plasmido pUMb505 esta relacionado
con el fenotipo de resistencia a ciprofloxacina. Se realiz6 el analisis in silico del orf57 y se
encontré que codifica una recombinasa sitio especifica, por lo que se sugirié que podria
participar en la separacion de los cromosomas al final de la replicacion del DNA, funcion

gue normalmente realiza la topoisomerasa (Yang, 2010).

Debido a que se desconocen los genes interrumpidos en el resto de las mutantes, es de
nuestro interés continuar con el andlisis de las mutantes sensibles a ciprofloxacina, con la

finalidad de determinar qué otros genes del plasmido pUM505 estan implicados en la
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Figura 9. Resistencia a ciprofloxacina conferida por el plasmido pUMS505. Los cultivos
se crecieron en CN con las concentraciones de ciprofloxacina indicadas por 18 h a 37°C
con agitacion constante. Posteriormente se midid la absorbencia a 590 nm. P. aeruginosa
PAOL1 (o) y P. aeruginosa PAO1 (pUM505) (e). Se muestran barras de error estandar de la

media, n=6. (Rojas-Rojas, 2012).
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Figura 10. Susceptibilidad a ciprofloxacina de las mutantes Cp®. Los cultivos se crecieron en CN por
18 h a 37°C con agitacién constante a las concentraciones de ciprofloxacina indicadas y se midié la

absorbencia a 590 nm. PAOISR (o), PAO1ISR (pUMS505) (0). (A) Mutantes sensibles: CpS: 4-55 (A),
13-23 (V), 14-26 (), 79-30 (<), 95-02 (*), 97-44 (), 97-47 (+) y 105-67 (X). (B): Mutantes
hipersensibles CpS: 35-78 (m), 56-93 (), 62-25 (A) y 65-45 (V). Se muestran las barras de error

estandar de la media, n= 3. (Chéavez-Jacobo, 2015).

25

0.15 0.20




“CARACTERIZACION DE MUTANTES DEL PLASMIDO pUMS505 SENSIBLES A CIPROFLOXACINA”

=
Q

Absorbencia (590 nm)

o
N
1

O-O L] 1 1 )
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

Ciprofloxacina (pg/ml)

Figura 11. Susceptibilidad a ciprofloxacina de la mutante Cp® xerC- complementada con el gen
xerC de pUMB505. Los cultivos se crecieron en CN por 18 h a 37°C con agitacion constante a las
concentraciones de ciprofloxacina indicadas y se midié la absorbencia a 590 nm. PAO1SR (pUM505)
(0), Cp® xerC- (pUCP20) (o) y Cp® xerC™ (pUC_xerC) (@) Se muestran las barras de error estandar de la

media, n=4. (Chavez-Jacobo, 2015).
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resistencia a ciprofloxacina, lo que permitiré esclarecer el o los mecanismos empleados por

las bacterias que poseen el plasmido para tolerar dicho antibiotico.
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I1l.  JUSTIFICACION

El plasmido pUM505 confiere resistencia a ciprofloxacina cuando se transfiere a la
cepa estandar P. aeruginosa PAO1. Sin embargo, cuando se realizé el andlisis de la
secuencia del plasmido no se identificaron genes relacionados con la resistencia a
antibidticos. Se generd y analiz6 un banco de 12,000 mutantes por transposicion al azar,
de las cuales 12 presentaron un fenotipo de sensibilidad a ciprofloxacina. Se realizo el
analisis de 6 mutantes, sin embargo, solo se complement6 una de ellas (xerC’) y se
concluyé que el gen interrumpido podria suplir la funcion de la topoisomerasa IV. Por
lo tanto, es de nuestro interés realizar el andlisis de las seis mutantes sensibles a
ciprofloxacina restantes, para completar el anlisis e identificacion en su totalidad a los
genes que podrian estar relacionados con el fenotipo de resistencia a quinolonas

conferido por el plasmido pUMS505.

IV. HIPOTESIS

Los genes del plasmido pUM505 interrumpidos en las mutantes sensibles a
ciprofloxacina confieren resistencia al antibiético mediante un mecanismo ain no

reportado.
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V. OBJETIVOS

a) Objetivo General

Caracterizar los genes interrumpidos en un grupo de mutantes del plasmido pUM505

sensibles a ciprofloxacina.

b) Obijetivos Especificos

1.- ldentificar los genes interrumpidos en las mutantes de pUM505 CpS.

2.- Determinar la participacion de los genes identificados en el fenotipo de resistencia a

ciprofloxacina.
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V1. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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VIl. MATERIALES Y METODOS

1. Medios de cultivo
Los medios de cultivo empleados fueron los siguientes:

- Caldo Luria Bertani (CL). Se prepar6 utilizando los siguientes componentes; NaCl
(J. T. Baker) 1%, peptona de caseina (Bioxon) 1% y extracto de levadura (Becton
Dickinson) 0.5%.

- Agar Luria Bertani (AL). Se preparé adicionando 1.5% de agar bacterioldgico
(Bioxon) al CL.

- Medio minimo M9 (M9): Sales minerales M9 (Sigma), glucosa 20 mM (Bioxon),
CaCl2-2H20 0.1 mM (Sigma) y MgS04-7H20 2 mM (Merck) (Sambrook y col.,
1989). Adicionalmente, se complement6 con peptona de caseina (Bioxon) 0.1%.

2. Cepas empleadas
Las cepas empleadas fueron las siguientes:

1) P. aeruginosa PAO1SR (pUM505) (Chavez-Jacobo, 2015). CrR, HgR, CpR, SmR.
Cepa que se empled para obtener el DNA molde utilizado en la amplificacion por
PCR de los genes de interés.

2) P. aeruginosa PAO1SR Cp® mutantes 1 a 6 (Tabla 1). CrR®, HgR, CpS, SmR, GmR,
Cepas mutantes seleccionadas por su fenotipo de susceptibilidad a ciprofloxacina.
Contienen el transposon Himarl::GmR.

3) E. coli JM101 [F, traD36, proAB, laclgDM15], thi, D (lac-proAB) (Yanisch-Perron

y col., 1985). Cepa receptora de los plasmidos recombinantes derivados de los
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Tabla 1. Mutantes P. aeruginosa PAO1SR Cp® empleadas

1 56-93 Hipersensible
2 62-25 Hipersensible
3 95-02 Sensible
4 97-47 Sensible
5 97-44 Sensible
6 105-67 Sensible

(Chéavez-Jacobo, 2015)
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vectores pJET1.2/Blunt y pUCP20.
4) E. coli J53-2 [F, met, pro,, Nal?, Rif¥] (Coetzee y col., 1972). Cepa empleada
como receptora de los plasmidos recombinantes y en pruebas de susceptibilidad.

3. Plasmidos empleados
Los plasmidos utilizados fueron los siguientes:

- pUMB505. Plasmido conjugativo, confiere resistencia a CrR, HgR y CpR (Figura 8).

- pJET 1.2/Blunt. Vector que se utilizd para la recuperacion de productos de PCR,
confiere resistencia a ApR (Figura 12).

- pUCP20. Vector de expresion binaria que se utilizo para la expresion de los genes
de interés, confiere resistencia a ApR y CbR (Figura 13).

4. Oligonucleétidos empleados

Para la secuenciacion de fragmentos de los genes interrumpidos se utilizo el
oligonucledtido MarOUT (Wong y Mekalanos, 2000). Ademas, se utilizaron parejas de
oligonucleotidos especificos para la amplificacion de los siguientes genes: hop y orf43. Las

secuencias de los oligonucledtidos y sus caracteristicas se enlistan en la Tabla 2.

5. Purificacion de DNA total

Se recuper6 la pastilla celular de un cultivo bacteriano de 4 ml crecido durante toda la
noche, centrifugando 3 min y desechando el sobrenadante; la pastilla se lavo con 1 ml de
soluciéon TE (Tris 10 mM-EDTA 1 mM). Se resuspendié la pastilla en 450 pul de solucién
TE, se agregd 20 ul de lisozima (20 mg/ml), se mezcld y se incubé 30 min a 37°C. Se
adicionaron 25 pl de pronasa (pronasa E o proteinasa K, 20 mg/ml), se mezcl6 e incub6 15

min a 37°C. Se agregaron 50 ul de SDS 10%, se mezclé e incubo 15 min a 37°C. Se
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Figura 12. Mapa del vector pJET 1.2/Blunt. El vector contiene el gen bla de resistencia a
ampicilina, un origen de replicacion para E. coli rep (pMBL1), el gen letal eco471R que
permite la seleccion positiva de las transformantes con el inserto en el vector, el promotor
T7 para la transcripcion in vitro del inserto y el promotor PlacUV5 para la expresion del

gen eco471R a un nivel suficiente para permitir la seleccion positiva y un sitio maltiple de

clonacion (SMC) (Fermentas).
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Figura 13. Mapa del vector de expresion binaria pUCP20. El vector contiene el gen bla
que confiere resistencia a ampicilina y carbenicilina; origenes de replicacion para E. coli
(orc) proveniente del plasmido pBR322 (pBR322_origin) y P. aeruginosa (orp); el gen rep,
que codifica una proteina implicada en la replicacion en Pseudomonas; a-lacZ, parte del
gen que codifica la region amino terminal de la (-galactosidasa; el promotor plac y un sitio

multiple de clonaciéon (SMC) (West y col., 1994).
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Tabla 2. Oligonucleétidos empleados

Oligonucleétido Secuenciab5 2> 3°

* Dir-hop AGG AAG CTTACGATC CGTATC GCG G Hindlll
* Rev-hop ACG ACCACGAATTCCTCAACCCTCT EcoRlI
Dir-orf43 ATC GCC CTG ATT CTAGAC CGCA Xbal
Rev-orf43 CCG AAC CGAATT CGG AGCACAC EcoRl

# MarOUT CCG GGG ACT TAT CAG CCAACC -

Se indica la secuencia y el sentido de los oligonucle6tidos empleados: Dir (directo) y Rev
(reverso). Se encuentra subrayado el sitio de corte de la enzima de restriccion que se
muestra en la columna de la derecha.

*(Rodriguez Andrade, 2015)

#(Wong y Mekalanos, 2000)
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calent6 la solucién de CTAB/NaCl (bromuro de cetiltrimetilamonio 10%/cloruro de sodio
0.7 M) a 65°C. Se adicionaron 100 pl de NaCl 5 M, se mezcl6 y se incub6 a 65°C por 5
min. Se agregaron 80 pl de solucion CTAB/NaCl, se mezclo y se incubd 10 min a 65°C. Se
adicionaron 500 pl de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), se mezcl6 hasta homogenizar y
se centrifugd 5 min a 10 000 rpm. Se transfirio la fase acuosa y se agregd 500 ul de fenol
saturado/cloroformo/alcohol isoamilico (24:24:1), se mezcld y centrifugd 5 min. Se
transfirio la fase acuosa a otro tubo y se agreg6 1 ml de etanol absoluto. Se mantuvo 20 min
a -80 °C. Se centrifug6 a 12 000 rpm durante 15 min. Se lavé la pastilla 3 veces con etanol
70%. Se secd la pastilla y se resuspendid en 45 pl de buffer TE, se agregaron 5 ul de RNasa
(100 mg/ml) y se incubd a 37°C por 15 min. Se inactivé la RNasa a 65°C durante 15 min.

Se corri6 de 2-5 ul del DNA purificado en un gel de agarosa.

6. Secuenciacion de DNA

El DNA purificado se diluyé a 100 ng/ul y se envid para su secuenciacion, utilizando el
oligonucle6tido MarOUT (Tabla 2) a una concentracion de 3 uM, a Elim

Biopharmaceuticals, Inc. USA.

7. Andlisis in silico de las secuencias

Las secuencias de nucledtidos obtenidas de la secuenciacion se compararon con la
secuencia del plasmido pUM505 empleando el software Vector NTI 11.5 (Life

Technologies).

8. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El procedimiento de amplificacion de los genes de interés, mediante la reaccion en cadena
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de la polimerasa, se llevd a cabo empleando un termociclador de gradiente MultiGene

(Labnet International, Inc.).

Para las reacciones de PCR se utiliz6 DNA a una concentracion aproximada de 200 ng/ml,
10 picomoles de los oligonucledétidos especificos, 5 ul de la mezcla de reaccion Master Mix
(Promega) que contiene la enzima Taqg polimerasa, MgCl> y dNTPs a concentraciones
optimizadas en un volumen final de 10 ul. Para la amplificacion de los diferentes genes se

siguieron las siguientes especificaciones:

Para el gen hop, se utilizaron los oligonucleotidos Dir-hop y Rev-hop (Tabla 2), la mezcla
se sometié a un ciclo de desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 min, 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 30 seg, alineamiento a 55.3°C por 30 seg y polimerizacion a

72°C por 1 min, y finalmente un ciclo de polimerizacion a 72°C por 5 min.

Para el gen orf43 se utilizaron los oligonucle6tidos directo y reverso correspondientes
(Tabla 2), la mezcla se someti6 a un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, 30
ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 seg, alineamiento a 59°C por 30 seg y
polimerizacion a 72°C por 1.30 min, y finalmente un ciclo de polimerizacion a 72°C por 5

min.
9. Electroforesis en geles de agarosa

La separacion de los productos de PCR y del DNA plasmidico se realizd en geles de
agarosa (Sigma) a una concentracion de 1% (p/v); se empled GelRed™ (Biotium) como
colorante en amortiguador TAE [Tris-acetato 0.04 M (pH 7.5) y EDTA (Acido
etilendiamino tetracético) 0.5 M (pH 8.0)]. Los geles se depositaron en una camara de
electroforesis horizontal, conteniendo TAE. Las muestras de DNA se mezclaron con
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solucién amortiguadora [azul de bromofenol 0.05%, EDTA 0.1 M (pH 8.0), SDS (dodecil
sulfato de sodio) 5% y sacarosa 40%] y se colocaron en los orificios del gel. EI corrimiento
electroforético se realizo a un voltaje constante de 125 voltios por un periodo de 30-40 min.
Posteriormente las bandas tefiidas se observaron en un transluminador de luz ultravioleta de
onda corta (Ultra-Violet Products Inc). Los marcadores de tamafio molecular que se
utilizaron fueron el DNA del fago lambda digerido con la endonucleasa Hindlll y el

marcador de 1 kb plus (Invitrogen).

10. Purificacion de DNA en geles de agarosa

Para purificar el DNA que se utilizd en las reacciones de ligacion se empled el kit
comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) siguiendo las indicaciones
del proveedor. La presencia y concentracion del DNA recuperado se verificd en un gel de

agarosa al 1% (p/v) comparando con el marcador de tamafio molecular.

11. Tratamientos enzimaticos

Para realizar las técnicas de ligacion del DNA vy posterior clonacion en un vector, el DNA
tuvo que ser sometido a diferentes tratamientos enzimaticos, los cuales se describen a

continuacion:
11. 1 Ligacion de los productos de PCR en el vector pJET 1.2/Blunt

Los productos de PCR se ligaron en el vector pJET 1.2/Blunt manteniendo una proporcion
3:1 (inserto:vector) empleando el kit comercial CloneJET™ PCR Cloning kit (Fermentas)

siguiendo las indicaciones del proveedor.
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11.2 Ligacion de los fragmentos de DNA en el vector pUCP20

Los fragmentos de DNA purificados se ligaron con el vector pUCP20 manteniendo una
proporcion 3:1 (inserto:vector) utilizando una unidad de la enzima DNA ligasa del fago T4

(Promega). La reaccidn se llevé a cabo a 4°C durante toda la noche.

11.3 Restriccién con endonucleasas

El DNA purificado se digirié utilizando una unidad de la endonucleasa de restriccion
(Promega) por cada pg de DNA, se incubd a 37°C durante toda la noche. Posteriormente se
realiz6 el corrimiento electroforético de las mezclas de restriccion en geles de agarosa al

1% para determinar el tamafio de los fragmentos obtenidos.

12. Aislamiento de DNA plasmidico por lisis alcalina

Para el aislamiento de pldsmidos se utilizé el método de lisis (Adaptado de Birnboim y

Doly, 1979 e Ish-Horowics y Burke, 1981), de acuerdo al siguiente protocolo:

Un cultivo bacteriano crecido en 4 ml de CL durante 18-20 h a 37°C con agitacion
constante se centrifug6é durante 2 min a 12 000 rpm a temperatura ambiente. Se decant6 el
sobrenadante, el sedimento se resuspendio en 100 ul de la solucion STE (sacarosa 50 mM,
Tris-HCI 25 mM pH 8.0 y EDTA 10 mM), y se le adicion6 20 ul de una solucion de
lisozima (20 mg/ml), se mezcld ligeramente y se incub6 a 37°C durante 5 min.
Posteriormente a la suspension se le agregd 300 pl de la solucion litica recién preparada
(NaOH 0.2 N y SDS 1%), se mezclo suavemente y se mantuvo durante 10 min en hielo.
Transcurrido ese tiempo se le adicioné 300 pl de la solucién de acetato de potasio 3 M pH
4.8, se mezcld ligeramente y se mantuvo 10 min en hielo. Se centrifugd durante 10 min a

13 000 rpm a temperatura ambiente y el sobrenadante se transfirio a otro tubo. Se
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adicionaron 500 pl de la mezcla fenol:cloroformo (1:1), se mezclé moderadamente y se
centrifugd durante 10 min a 12 000 rpm a temperatura ambiente. Se recupero la fase acuosa
superior, se le adicion6 1 ml de etanol absoluto frio y se mantuvo durante 20 min a -80°C.
Transcurrido este tiempo se centrifugd durante 10 min a 13 000 rpm a temperatura
ambiente. El sedimento se lavd dos veces con 500 ul de etanol al 70% centrifugando
durante 5 min a 12 000 rpm entre cada lavado, se recuperd el sedimento y se secéd a
temperatura ambiente. Se resuspendio la pastilla de DNA obtenida en 50 ul de agua
desionizada y estéril. Se adicion6 5 ul de RNasa (100 mg/ml) y se incub6 30 min a 37°C.
Posteriormente se inactivd la RNasa incubando 15 min a 65°C. Las muestras se
almacenaron a -20°C y se sometieron a corrimientos electroforéticos en geles de agarosa

para determinar la presencia del plasmido.

13. Preparacion de células competentes de E. coli IM101

Para la preparacion de células competentes de E. coli JM 101 se crecid la cepa en 4 ml de
CL a 37°C con agitacion constante durante 18-24 h. Posteriormente se inoculd 250 ml de
CL con los 4 ml del preindculo y se incub6 a 37°C con agitacion constante hasta alcanzar
una densidad optica de 0.6 a 590 nm. Posteriormente el cultivo se coloco en hielo por 20
min y a partir de este punto se mantuvieron siempre a una temperatura cercana a 4°C. Se
centrifugd el cultivo por 10 min a 6 000 rpm a 4°C. La pastilla celular se lavé dos veces
con 40 ml de agua desionizada, estéril y fria, centrifugando 10 min a 6,000 rpm a 4°C.
Finalmente, las células se resuspendieron en 2 ml de glicerol 10% estéril y frio y se

almacenaron en alicuotas de 200 pul a -80°C.

14. Preparacion de células competentes de E. coli J53-2
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Para la preparacion de células competentes de E. coli se sigui6 el método adaptado de

Enderle y Farwell, (1988), el cual se describe a continuacion:

Se crecieron los cultivos en placas de AL durante 18-24 h a 37°C y posteriormente se
transfirio una asada de células con la ayuda de un asa bacteriologica estéril en 500 ul de
agua desionizada estéril y fria. Las células se resuspendieron en vortex hasta que se formé
una mezcla homogénea. Se centrifugd a 12 000 rpm por 1 min y se desechd el
sobrenadante. La pastilla se lavé dos veces con 500 ul de agua desionizada estéril y fria.

Finalmente la pastilla se resuspendio en 500 ul de glicerol al 10% estéril y frio.
15. Transformacion por el método de electroporacion

A 100 pl de células competentes se les adicioné 1 pl de DNA a una concentracion
aproximada de 40 ng/ul; la mezcla se colocé en una celda para electroporacion 215
(Eppendorf); la mezcla se sometié a un pulso eléctrico de 1.8 kilovoltios y se transfirio
inmediatamente a un tubo con 2 ml de CL incubandose por 1 h a 37°C con agitacion
constante. Posteriormente, se distribuyeron 100 pl del cultivo en placas de AL selectivo
(100 pg/ml de ampicilina para E. coli y 400 pg/ml de carbenicilina para P. aeruginosa)

incubandose a 37°C durante toda la noche.
16. Pruebas de susceptibilidad en medio liquido

De un cultivo de 4 ml de caldo M9 crecido durante la noche se tomaron 40 pl para inocular
tubos con 4 ml del medio con concentraciones crecientes de ciprofloxacina (Cp). Los tubos
se incubaron 24 h a 37°C con agitacion constante y la susceptibilidad se determind en
funcion de la turbidez de los cultivos al medir la absorbencia a 590 nm en un
espectrofotometro Spectronic 21, Milton Roy.
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VIIl. RESULTADOS

1. Identificacion de los genes interrumpidos por el transposén Himarl::GmR en

las mutantes CpS

Para identificar los genes interrumpidos, se secuenciaron los nucledtidos aledafios al sitio
de insercion del transposon Himarl::GmR, como se indica en la seccion de Materiales y
Métodos. Se utilizo6 el oligonucleétido MarOUT y el DNA extraido y purificado de las 6

mutantes Cp® disponibles.

Se obtuvieron dos secuencias por cada mutante, correspondiente a la region flaqueada por
el transposdn. Las secuencias se alinearon con la secuencia del plasmido pUM505 para
identificar los genes responsables del fenotipo de susceptibilidad a ciprofloxacina. Se
encontrd que la insercion del transposon en las seis mutantes CpS ocurrié en diferentes
regiones del plasmido. Las regiones del plasmido pUM505 donde fue localizado dicho
transposon fueron: en la mutante 1, orf45, virD4, orf47, orf48 y orf49; en la mutante 2, hop,
orf43 y orf44, en la mutante 3, orf65, orf66, bin, merE, merD y merA; en la mutante 4,
orf85, orf86 y orf87; en la mutante 5, orf96 y orf97 y en la mutante 6, araC y orf85

(Figura 14).

2. Analisis in silico de las proteinas codificadas por los genes identificados en las

mutantes Cp®

Para determinar si las proteinas codificadas por los genes interrumpidos en las mutantes

Cp® tienen similitud con proteinas ya reportadas se realizé una blsqueda tipo BLAST.
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Los resultados del analisis se resumen en la Tabla 3, donde se muestra el nombre del gen,

el tamafio de la proteina que codifica, la descripcién de la posible funcién de la proteina, el

orf85 araC merA merD merE

Figura 14. Localizacion en el mapa genético del plasmido pUM505 de los genes
identificados en las mutantes CpS. Esquema del mapa genético del plasmido pUM505
donde se indican los genes identificados en las mutantes Cp® (Modificado de Ramirez-Diaz

y col., 2011). Se marcan con rojo los genes seleccionados para analisis posteriores.
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Tabla 3. Funciones predichas para los productos de los genes identificados en las

mutantes Cp°

Tamanio Identldad

Efector tipo Il (P. aeruginosa)

orf43 101 Aconitasa B (P. aeruginosa) 80
orfd4 493 Helicasa (P. aeruginosa) 100
orfa5 245 Proteina de membrana (P. aeruginosa) 99
virD4 743 Proteina del sistema de secrecidn tipo IV (P. aeruginosa) 98
orf47 89 TDP-glucosa oxidoreductasa (P. aeruginosa) 99
orfa8 166 Proteina hipotética (P. aeruginosa) 100
orfa9 193 Transglicosilasa litica (P. aeruginosa) 99
orfé5 136 Proteina de motilidad (Pseudomonas) 100
orf66 79 Proteina hipotética (Pseudomonas) 100
bin 204 Transposasa (P. aeruginosa) 100
merE 78 Proteina de resistencia a mercurio (P. aeruginosa) 100
merD 121 Regulador transcripcional (Pseudomonas) 100
merA 548 Reductasa mercurica (Proteobacteria) 100
araC 348 Regulador transcripcional (P. aeruginosa) 100
orf85 463 Proteina de membrana (Cupriavidus metallidurans) 43
orf86 448 Proteina hipotética (P. aeruginosa) 100
orf87 606 Lipoproteina (P. aeruginosa PA7) 38
orf96 720 Integrasa (P. aeruginosa) 100
orf97 41 Proteina hipotética (P. aeruginosa) 100

Base de datos consultada en: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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organismo donde se encontrd y el porcentaje de identidad que presenta.
3. Clonacion de los genes hop y orf43

Para continuar con el andlisis, se seleccionaron los genes hop (mutante 2) y el orf43
(mutante 5), que fueron identificados en las mutantes CpS. Para comprobar si los genes
estan relacionados con el fenotipo de susceptibilidad del plasmido pUM505, los genes se
amplificaron por PCR, se clonaron en el vector pJET 1.2/blunt y se transfirieron a la cepa
E. coli J53-2. A las transformantes se les realizaron pruebas de susceptibilidad a

ciprofloxacina.

Con la finalidad de verificar la correcta ligacion de los genes en el vector pJET 1.2/blunt se

realiz6 la digestion con las enzimas de restriccion correspondientes de cada gen (Tabla 2).

- pJET _hop (Figura 15A), se obtuvieron fragmentos esperados de aproximadamente
2.7,0.81y0.25 kb (Figura 15C).

- pJET orf43 (Figura 16A), se obtuvieron los fragmentos de aproximadamente 2.9 y
0.3 kb (Figura 16C).

4. Subclonacion de los genes seleccionados en el vector pUCP20

Con la finalidad de realizar pruebas de susceptibilidad a ciprofloxacina en E. coli J53-2 se
realizd la subclonacién de los genes en el vector de expresion binaria pUCP20. Para ello se
realizé la digestion de los plasmidos con las enzimas correspondientes (Tabla 2), liberando
los insertos y de esta manera poder dirigir la ligacion de los genes en el vector pUCP20 de
acuerdo al método descrito en Materiales y Métodos. Se obtuvieron los plasmidos
recombinantes pUC_ hop (Figura 17A) y pUC_ orf43 (Figura 18A), que originaron los

fragmentos de restriccion del tamafio esperado (Figuras 17B y 18B), los cuales se
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Figura 15. Clonacion de hop en el vector pJET 1.2/Blunt. A. Mapa genético del
plasmido pJET _hop. Se muestran los sitios de corte de las enzimas de restriccion EcoRI y
Hindlll, y su posicion entre paréntesis. B. Gel de agarosa donde se muestra el producto de
PCR de hop. C. Digestion enzimatica del plasmido pJET_hop. M, marcador de tamafo
molecular de 1kb; P, producto de digestion enzimatica con las enzimas EcoRI/HindlIl; en
el lado derecho se muestran las bandas del tamafio esperado de aproximadamente 2.7, 0.81

y 0.25 Kb.
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Figura 16. Clonacién del orf43 en el vector pJET 1.2/Blunt. A. Mapa genético del
plasmido pJET_orf43. Se muestran los sitios de corte de las enzimas de restriccién EcoRI y
Xbal, y su posicién entre paréntesis. B. Gel de agarosa donde se muestra el producto de
PCR de orf43. C. Digestion enzimatica del plasmido pJET_orf43. M, marcador de tamafio
molecular de 1kb; P, producto de digestion enzimatica con las enzimas EcoRI/Xbal; en el
lado derecho se muestran las bandas del tamafio esperado de aproximadamente 2.9 y 0.35

kb.
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utilizaron para transformar células competentes de E. coli JM101. La verificacion de la

subclonacion de los genes en el vector se llevo a cabo mediante amplificacion por PCR.

5. Pruebas de susceptibilidad a ciprofloxacina de las transformantes con los genes

hop y orf43

Para comprobar si hop y el orf43 estan relacionados con el fenotipo de susceptibilidad a
ciprofloxacina, se realizaron los ensayos de susceptibilidad al antibiético en medio liquido.
Los plasmidos recombinantes fueron transferidos a la cepa E. coli J53-2 y se utiliz6 como

control sensible la cepa E. coli J53-2 (pUCP20).

En las pruebas de susceptibilidad a ciprofloxacina, se observo lo siguiente:

- La transformante E. coli J53-2 (pUC_hop) presentd un crecimiento ligeramente
mayor comparado con control sensible (Figura 19 A).
- La transformante E. coli J53-2 (pUC_orf43) present6 un crecimiento claramente

mayor en comparacion con el control sensible (Figura 19B).
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Figura 17. Subclonacion de hop en el vector pUCP20. A. Mapa genético del plasmido
pUC_hop. Se muestran los sitios de corte de las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll, y
su posicion entre paréntesis. B. Gel de agarosa donde se muestra el producto de la
restriccion enzimatica. M, marcador de tamafio molecular de 1kb; P, producto de

restriccién enzimatica con las enzimas EcoRI/Hindlll verificado mediante PCR; en el lado

derecho se muestra la banda del tamario esperado de aproximadamente 0.81 kb.
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Figura 18. Subclonacién del orf43 en el vector pUCP20. A. Mapa genético del plasmido
pUC_orf43. Se muestran los sitios de corte de las enzimas de restriccion EcoR1 y Xbal, y su
posicion entre paréntesis. B. Gel de agarosa donde se muestra el producto de la restriccion
enzimatica. M, marcador de tamafio molecular de 1kb; P, producto de restriccion

enzimatica con las enzimas EcoRI/Hindlll verificado mediante PCR; en el lado derecho se

muestra la banda del tamafio esperado de aproximadamente 0.35 kb.
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Figura 19. Susceptibilidad a ciprofloxacina de las transformantes de E. coli J53-2. Los
cultivos se crecieron en medio M9 por 24 h a 37°C con agitacion constante y se les
adiciono ciprofloxacina a las concentraciones indicadas. (A) E. coli J53-2 (pUCP20) (o) y
E. coli J53-2 (pUC_hop) (e). (B) E. coli J53-2 (pUCP20) (o) y E. coli J53-2 (pUC_orf43)
(). La susceptibilidad se determind en funcion de la absorbencia a 590 nm. Se muestran

las barras de error estdndar de la media, n=6.
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IX. DISCUSION

Actualmente las quinolonas forman parte de los antibidticos mas cominmente prescritos
para el tratamiento de infecciones causadas por Enterobacterias (Aldred y col., 2014). Una
de las quinolonas mas empleadas es ciprofloxacina (Figura 3B), que ademas presenta
actividad contra las bacterias Gram negativas P. aeruginosa y Acinetobacter spp (Redgrave
y col., 2014). El extenso uso de este compuesto ha generado la aparicion de bacterias
capaces de resistir su accién (Hernandez y col., 2011). Actualmente, los sistemas de
resistencia a esta familia de antibi6ticos se encuentran ampliamente distribuidos y podemos

dividirlos en dos grupos (Aldred y col., 2014) (Figura 7):

Los sistemas plasmidicos han sido reportados en las bacterias Gram-negativas E. coli y K.
pneumoniae; sin embargo, hasta el momento no se han reportado sistemas de resistencia a

quinolonas codificados por genes plasmidicos en P. aeruginosa (Wong y Kassen, 2011).

En nuestro grupo de trabajo se aisld el plasmido pUMS505 de una cepa clinica de P.
aeruginosa (Cervantes y col., 1986; Cervantes y Ohtake, 1988) y se determiné que cuando
es transferido a la cepa estandar de laboratorio P. aeruginosa PAO1 confiere resistencia a
ciprofloxacina (Figura 9); sin embargo, al analizar la secuencia del plasmido (Figura 8),
no se identificaron genes de resistencia a quinolonas reportados hasta el momento

(Ramirez-Diaz y col., 2011).

La caracterizacion de mutantes sensibles a ciprofloxacina generadas por transposicion al
azar de las cepa P. aeruginosa PAO1SR (pUM505) permitio la identificacion de los genes
orf57 (xerC), orf58, orf59 (xerC) y el orf87, como los responsables del fenotipo de
susceptibilidad a ciprofloxacina. La mutante interrumpida en el orf57 fue transformada con

el gen orf57 (xerC) silvestre y se realizaron pruebas de susceptibilidad a ciprofloxacina. Se
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observo que el fenotipo de la mutante fue restablecido por la presencia del gen, la
transformante mostr6 mayor crecimiento que la cepa mutante (Figura 11), por lo que se
concluy6 que el gen xerC del plasmido pUMS505 esta relacionado con el fenotipo de
resistencia a ciprofloxacina (Chavez-Jacobo, 2015). El anélisis de la secuencia del producto
codificado por el orf57 indic6 que éste codifica a una recombinasa sitio especifica,
sugiriendo que dicha proteina participa en la separacion de los cromosomas al finalizar la
replicacion del DNA cuando la topoisomerasa IV es inhibida por la ciprofloxacina

(Chévez-Jacobo, 2015).

Con el proposito de determinar qué otros genes de pUMS505 participan en la resistencia a
ciprofloxacina, en este trabajo se llevo a cabo la identificacidn y la caracterizacion de los
genes interrumpidos en un grupo de mutantes sensibles a ciprofloxacina (Cp®) derivadas de

P. aeruginosa PAO1SR (pUM505).

El andlisis de la secuencia de DNA de las mutantes Cp® caracterizadas indicd que la
insercion del transposén ocurrid como se muestra en la Figura 14. La identificacion de
varios genes relacionados con el fenotipo de sensibilidad en las mutantes Cp® analizadas,
confirma la idea de que el plasmido pUMS505 posee multiples sistemas de resistencia al

antibidtico (Chavez-Jacobo, 2015).

El anélisis BLAST de las proteinas codificadas por los genes identificados en las mutantes
Cp® mostro6 que las proteinas codificadas por los orfs 48, 66, 86 y 97 poseen identidad con
proteinas hipotéticas, mientras que el resto de las proteinas identificadas presentan
identidad con proteinas con funcién predicha. Cabe mencionar que a excepcion de los
productos de los orfs 85y 87 el resto de las proteinas mostro valores de identidad superior a
98% con proteinas predichas (Tabla 3), identificadas en P. aeruginosa; sin embargo, este
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resultado no es de sorprender, debido a que el plasmido pUM505 se aislé de una cepa

clinica de P. aeruginosa (Cervantes y col., 1986).

El analisis de las secuencias aledafias al sitio de insercion del transposén en las mutantes
permitio la identificacion de genes probablemente responsables del fenotipo se sensibilidad
a ciprofloxacina. Los genes identificados en la mutante 1 codifican en su mayoria a
proteinas previamente relacionadas con sistemas de virulencia. EI gen virD4 (orf46)
codifica a la proteina VirD4. La proteina VirD4 de P. aeruginosa PA14 forma parte del
sistema de secrecion tipo IV; es una ATPasa que se encarga de energizar el sistema de
secrecion (Fink, 1993). El orf49 se predice que codifica a una Transglicosilasa litica,
proteinas que forman parte del sistema de secrecion tipo Ill, el cual lleva a cabo la
remodelacion de la pared celular que permite el ensamblaje del sistema de secrecion
(Greenberg y Vinatzer, 2003). Por otra parte, el orf47 codifica a una proteina con identidad
a proteinas implicadas en el metabolismo de la glucosa, mientras que el orf48 codifica a
una proteina hipotética; ambas proteinas probablemente no estadn relacionadas con la
resistencia a ciprofloxacina. Finalmente, el orf45 codifica una proteina de membrana, lo
que sugiere que podria llevar a cabo la expulsién de ciprofloxacina y de esta manera
conferir resistencia. Esta ampliamente descrito que los sistemas membranales de expulsion
MexAB-OprM de P. aeruginosa participan en la resistencia a ciprofloxacina a través de la

expulsién del antibiotico al exterior de la célula (Martinez y col., 2009).

Entre los genes identificados en la mutante 2 se encuentra hop (orf42), que probablemente
codifica a una proteina efectora del sistema de secrecién tipo Ill. En Pseudomonas
syringae, la proteina Hop es transferida a células vegetales por el sistema de secrecién tipo

Il produciendo dafio celular (Greenberg y Vinatzer, 2003). Sin embargo, esta proteina
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efectora no ha sido relacionada con resistencia a antibioticos. El orf43 codifica una
aconitasa B, enzima que se encargar de la isomerizacion del citrato a isocitrato a través de
cis-aconitato en el ciclo de Krebs; sin embargo, también se ha descrito su papel como
regulador transcripcional bajo condiciones de estrés oxidativo (Pechter y col., 2013), como
el producido por la accién de ciprofloxacina. El orf44 codifica una Helicasa, este tipo de
proteinas estan relacionadas con el metabolismo del DNA al llevar a cabo la separacion de
la doble hélice; sin embargo, no se han relacionado con el mecanismo de resistencia a

ciprofloxacina.

El grupo de genes merE, merD y merA identificados en la regién de insercion del
transposon de la mutante 3 se relacionan con el sistema de resistencia a mercurio que
contiene el plasmido pUM505 (Figura 8). Ademas, se identifico en esta region al orf65 que
codifica a una proteina que se relaciona con la motilidad; el orf66 codifica una proteina
hipotética y el gen bin (orf67) codifica una probable transposasa. Si bien esta mutante
presenta un fenotipo de sensibilidad a ciprofloxacina, ninguno de los genes identificados ha

sido previamente relacionado con la resistencia a ciprofloxacina.

En la mutante 4 se identificaron los genes orf85, orf86 y orf87, que ya se habian
identificado anteriormente en otras mutantes sensibles a ciprofloxacina (Chavez-Jacobo,
2015). Estos genes podrian codificar proteinas de membrana y debido a que estos sistemas
se relacionan con la expulsion de diferentes farmacos, se sugiere que los productos de los
genes identificados en esta mutante podrian conferir resistencia a ciprofloxacina mediante

la expulsién de dicho farmaco.

Los genes identificados en la mutante 5 corresponden a una integrasa codificada en el orf96
y a una proteina hipotetica codificada en el orf97. El orf96 fue previamente relacionado con
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la resistencia a ciprofloxacina (Chavez-Jacobo, 2015). La topoisomerasa IV y las integrasas
pertenecen a la familia de las topoisomerasas; estas enzimas pueden romper Yy unir
moléculas de DNA (Yang, 2010). Por lo tanto, se sugiere que la integrasa codificada por el
orf96 podria suplir la funcion de las topoisomerasas inhibidas por la accion de las

quinolonas.

Finalmente, en la mutante 6 se identific6 nuevamente el orf85, previamente descrito.
Ademas, en esta mutante se identifico al gen araC que codifica a una proteina con
identidad al regulador transcripcional del operdn de arabinosa AraC, y esto sugiere que el

gen orf85 es el que esta relacionado con el fenotipo de sensibilidad en esta mutante.

Con el propésito de determinar la participacion de manera individual de los genes
identificados en la resistencia a ciprofloxacina se determind analizar la participacion de hop
y del orf43. El orf43 al regular la expresion de genes (Pechter y col., 2013); ademas se
decido probar el gen hop debido a que en el grupo de trabajo se contaba ya con los
oligonuclettidos necesarios para su amplificacion mediante PCR (Rodriguez-Andrade,
2015). hop vy el orf43, fueron amplificados por PCR, clonados en el vector pUCP20 y

transferidos a E. coli J53-2, donde se realizaron pruebas de susceptibilidad a ciprofloxacina.

La razon por la que se empled la cepa de E. coli J53-2 se debe a que ésta posee una
mutacion en el gen que codifica la subunidad GyrA de la DNA girasa, lo cual le confiere
resistencia a quinolonas, y ha sido reportado que los sistemas de resistencia a quinolonas no
son mutuamente excluyentes, es decir, una cepa puede acumular estos sistemas para exhibir
un alto nivel de resistencia (Aldred y col., 2014). De esta manera, si el sistema que

transferimos confiere un nivel de resistencia bajo, al estar acompafiado de otro sistema,
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como el que ya posee la cepa J53-2, seria mas facil de detectar en una prueba de

susceptibilidad en medio liquido.

En el caso de la prueba de susceptibilidad a ciprofloxacina realizada para la transformante
E. coli J53-2 (pUC_hop) (Figura 19A), se observé un crecimiento ligeramente mayor en
comparacion al control sensible, al menos en las dos concentraciones mayores, por lo que
se concluye que el gen hop confiere resistencia a ciprofloxacina cuando se transfiere a E.
coli. Sin embargo, debido a que el gen hop codifica un efector del sistema de secrecion tipo
Il que esta relacionado con la virulencia de P. aeruginosa (Rodriguez-Andrade, 2015), no

es posible establecer una relacion entre el fenotipo conferido por este gen y su funcion.

Por otro lado, la transformante E. coli J53-2 (pUC_orf43) (Figura 19B) presentd un
crecimiento claramente mayor en comparacion con el control sensible en la curva de
susceptibilidad a ciprofloxacina, lo cual nos indica que el orf43, que codifica una aconitasa
B, confiere resistencia a ciprofloxacina cuando se transfiere a E. coli. Se ha reportado la
actividad de la aconitasa B como regulador transcripcional cuando la célula se encuentra
bajo condiciones de estrés oxidativo, como el que se induce por la presencia de
ciprofloxacina (Pechter y col., 2013). Por lo tanto, se sugiere que la aconitasa B codificada
por el orf43 del plasmido pUMS505 confiere resistencia a quinolonas al regular la sintesis de

ciertas proteinas.

Se ha reportado que la capacidad de P. aeruginosa, fuente original del plasmido pUM505,
para adaptarse tanto al estrés del medio ambiente como al ejercido por la terapia con
antibidticos, se relaciona con el tamafio de su genoma (6.3 megapares de bases) y el gran

numero de genes que codifican reguladores transcripcionales (Cirz y col., 2006). La
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regulacion de genes relacionados con la replicacion o reparacion de DNA, podrian ser los
genes que estarian bajo la regulacion del producto codificado por el orf43 del plasmido
pUM505 y, de manera indirecta, conferir la resistencia a ciprofloxacina observada en las

pruebas de susceptibilidad (Figura 19B).

Con base a lo realizado en este trabajo se ha determinado que el plasmido pUM505 posee

diversos genes que participan en la resistencia a ciprofloxacina.
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X. CONCLUSION

El plasmido pUM505 de P. aeruginosa posee genes que codifican diversos mecanismos de
resistencia a ciprofloxacina, brindando una ventaja adaptativa a las bacterias que contienen

dicho plasmido.
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