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RESUMEN

La proteina CrpP confiere resistencia a Ciprofloxacina (Cip), un antibiotico del grupo de
las quinolonas. CrpP es codificada por el gen crpP (antes nombrado como orfl131) que
fue localizado en el plasmido conjugativo pUM505, aislado de una cepa clinica de
Pseudomonas aeuriginosa. El plasmido pUM505 confiere resistencia a Cip vy
Norfloxacina (otro antibiético del grupo de las quinolonas) a P. aeruginosa PAOL1 (cepa
de referencia); sin embargo, la transferencia del gen crpP no confirié resistencia a Cip en
este fondo genético. P. aeruginosa es una bacteria Gram-negativa ampliamente
distribuida en el ambiente, incluyendo suelo y agua, asi como en asociacion con varios
organismos vivientes y es fuente de infecciones oportunistas en humanos. En P.
aeruginosa multiples factores de virulencia implicados en la infeccion aguda y dafio de la
célula huésped son regulados por los sistemas de Quorum sensing (QS) Las y Rhl. El
QS un mecanismo de comunicacion bacteriano que depende de la densidad celular y
gue modula la produccion y liberacibn de moléculas (autoinductores) que alteran la
expresion de genes de virulencia. Aunado a esto se ha descrito que la resistencia a los
antibiéticos puede ser modulado por el sistema de QS. Por lo anterior fue de interés
determinar si la resistencia a Cip conferido por el gen crpP es modulado por el sistema
QS. La transferencia del gen crpP a la cepa de P. aeruginosa lasl/rhll (mutante en los
genes lasl y rhll) incremento la resistencia a Cip en comparacion a la cepa mutante sin
el gen, lo que sugiere que el mecanismo de resistencia conferido por CrpP es modulado

negativamente por el sistema de Quorum sensing.

Palabras clave: Pseudomonas aeuriginosa, plasmido pUM505, gen crpP, ciprofloxacina,
Quorum sensing.




ABSTRACT

The CrpP protein confers resistance to Ciprofloxacin (Cip), a quinolone antibiotic. CrpP
is encoded by the crpP gene (formerly named orf131) which was located in the
conjugative plasmid pUM505, isolated from a clinical strain of Pseudomonas aeuriginosa.
The pUMS505 plasmid confers resistance to Cip and Norfloxacin (another quinolone
antibiotic) to P. aeruginosa PAOL1 (reference strain); however, transfer of the crpP gene
did not confer resistance to Cip in this genetic background. P. aeruginosa is a Gram-
negative bacterium widely distributed in the environment, including soil and water, as well
as in association with various living organisms and is a source of opportunistic infections
in humans. In P. aeruginosa multiple virulence factors involved in acute infection and host
cell damage are regulated by the Quorum sensing (QS) Las and Rhl systems. The QS is
a bacterial communication mechanism that depends on cell density and modulates the
production and release of molecules (autoinducers) that alter the expression of virulence
genes. In addition, it has been described that antibiotic resistance can be modulated by
the QS system. Therefore, it was of interest to determine whether resistance to Cip
conferred by the crpP gene is modulated by the QS system. Transfer of the crpP gene to
the P. aeruginosa lasl/rhll strain (mutant in the lasl and rhll genes) increased resistance
to Cip compared to the mutant strain without the gene, suggesting that the resistance

mechanism conferred by CrpP is negatively modulated by the Quorum sensing system.

Key words: Pseudomonas aeuriginosa, plasmid pUM505, gen crpP, ciprofloxacine,
Quorum sensing.
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I. INTRODUCCION

1. Historia de las quinolonas

El termino “quinolona” es usado para referirse a una clase de agentes antimicrobianos
de amplio espectro, que engloba a naftiridinas, quinolonas, quinazolinas vy
isotiazolquinolonas (Drlica y col., 2009).

La primera quinolona en ser sintetizada fue el acido nalidixico en 1962, por George
Lesher y colaboradores, es una molécula derivada de la cloroquina (Figura 1)(Leshery
col., 1962). En 1967 se llevo a cabo su introduccion de uso clinico para el tratamiento de
infecciones del tracto urinario causadas por enterobacterias (Emmerson & Jones, 2003).
Desde el descubrimiento del acido nalidixico se han desarrollado nuevas quinolonas,
ademas se ha permitido el entendimiento del mecanismo de accién de las mismas, asi
como la modificacion del ndcleo naftiridina que es la estructura base del acido nalidixico
mejorando la potencia que tiene como antibacteriano, asimismo, logrando modificar los
parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos (Andriole, 2005).

Tomaron décadas en producir compuestos con mejor biodisponibilidad y un mayor
espectro de accidn que el acido nalidixico, entre 1978 y 1982 se llegaron a patentar un
gran namero de quinolonas, entre estos ciprofloxacina (Cip) y norfloxacina (Nor), en la
década de 1990 se desarrolld levofloxacina (Lev) y gatifloxacina (Gat) y a principios de
la década de 2000, moxifloxacina (Mox), gemifloxacina (Gem) y garenoxacina (Gar).

La flumequina, desarrollada en 1976, fue el primer compuesto en el cual se le afiadié un
fldor en la posicion 6 de la molécula base (Ezelarab y col., 2018). La modificacion mejord
su efectividad frente a bacterias Gram-negativas y enterobacterias resistentes al acido
nalidixico, también se amplio la actividad hacia las bacterias Gram-positivas (Bisacchi y
col., 2014).

Brenda Valerio Arellano 1
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Figura 1. Estructura quimica de la primera quinolona. Se muestra la molécula de

cloroquina (A) y su derivado el acido nalidixico (B).
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Hasta el dia de hoy, la Cip, la cual fue patentada en 1981, continda siendo una de las
fluoroquinolona mas empleadas en el tratamiento contra bacterias Gram-negativas,
siendo activa contra Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp. (Ball, 2000); sin
embargo, a pesar de tener excelentes resultados en muchas infecciones respiratorias,
se reportaron fallas en el tratamiento de infecciones neumocdcicas, limitando su uso en

esta area (Redgrave y col., 2014).

2. Clasificacion de las quinolonas

La estructura molecular de las quinolonas se ha ido modificando y adaptando con el
tiempo en asociacion de las necesidades clinicas (Ball, 2000). Se modifico el acido
nalidixico obteniendo un amplio espectro de actividad antimicrobiana, dando origen a las

primeras fluoroquinolonas (Alvarez y col., 2015).

2.1 Primera generacion

Las primeras quinolonas en ser sintetizadas fueron el acido nalidixico y el acido oxolinico
(Figura 2A), usadas en el tratamiento de infecciones urinarias no complicadas
provocadas por microorganismos Gram-negativos (Aldred y col., 2014). No son muy

activas contra microorganismos Gram-positivos o bacterias anaerobias (Andriole, 2005).

2.2 Segunda generacion

Esta generacion de quinolonas fue introducida en 1980, cuando se sintetizo norfloxacina
al adicionar un atomo de flior en la posicién C-6 y un anillo de piperazina en C-7,
llamandose ahora fluoroquinolonas (Andriole, 2005). Se mejoro la actividad
antimicrobiana contra bacterias Gram-negativas y Gram-positivas(Alvarez, 2015) .Entre

ellas se encuentran norfloxacina y ciprofloxacina (Figura 2B); norfloxacina es utilizada

Brenda Valerio Arellano 3
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Figura 2. Primera y segunda generacién de quinolonas. (A) Se muestran moléculas
de la primera generacion: (1) acido nalidixico y (2) acido oxolinico; y (B) de la segunda

generacion: (3) norfloxacina y (4) ciprofloxacina.
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principalmente en el tratamiento de infecciones urinarias y ciprofloxacina es empleada
en el tratamiento de infecciones del tracto urinario, osteomelitis causada por
enterobacterias, infecciones de oido, infecciones gonocdcicas y prostatitis cronica
bacteriana, por lo cual es una de las quinolonas mas utilizadas (Redgrave y col., 2014).

2.3 Tercera generacion

Las quinolonas de este grupo presentaron sustituciones de piperazina en la posicion C-
7 y de un grupo metoxi en la posicion C-8(Alvarez y col., 2015) .Las quinolonas
pertenecientes a la tercera generacion incluyen gatifloxacina y levofloxacina (Figura 3A).
La gatifloxacina, es utilizada en el tratamiento de gonorrea, infecciones pulmonares,
infecciones de piel e incluso del tracto urinario; por otro lado, la levofloxacina, esta
indicada en el tratamiento de neumonia, bronquitis crénica, infecciones renales y de
préstata(Ezelarab y col., 2018). Las quinolonas de esta generacidn se caracterizan por
tener un mayor grado de potencia contra bacterias Gram-positivas y una mayor actividad

contra bacterias anaerobias (Andriole, 2005).

2.4 Cuarta generacion

El dltimo grupo presenta multiples cambios como: la adicion de ciclopropil en la posicion
C-1 y un grupo metoxi en C-8, también se sustituyd el &tomo de flior en C-6 y piperazina
en C-7, nombrandose a este grupo des-fluoroquinolonas (Alvarez y col., 2015) .En esta
generacion se encuentran moxifloxacina y gemifloxacina (Figura 3B), ambas son
utilizadas en el tratamiento de neumonia, bronquitis e infecciones de los senos
paranasales (Brighty y Gootz, 2000). Lo que caracteriza a esta generacion es poseer un
alto grado de actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas, particularmente

pneumococci; asi como, bacterias anaerobias (Andriole, 2005).

Brenda Valerio Arellano 5



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

(3) gemifloxacina y (4) moxifloxacina.
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3. Relacién estructura-accion de las quinolonas

Las quinolonas son de gran interés cientifico y clinico, debido a que potencialmente
ofrecen muchos atributos de un antibiético ideal: alta potencia, amplio espectro de
accion, buena biodisponibilidad, formulaciones orales e intravenosas, altos niveles en
suero, amplio volumen de distribucién y baja incidencia de efectos adversos (Bolon
2011), no obstante, para lograr estas caracteristicas se han realizado una gran cantidad

de modificaciones tomando como base el nucleo de las quinolonas (Figura 4).

Las quinolonas quimicamente son estructuras biciclicas heteroaromaticas, su estructura
base incluye a un nucleo piridona-B-acido carboxilico y a un anillo aromatico. La relacion
entre la estructura quimica y la actividad bioldgica (relacion estructura-actividad) de estas
moléculas, ha motivado a la sintesis de compuestos que posean diferentes radicales en
la estructura quimica basica (Mellay col., 2000).

La posicion 1 forma parte de la unién al sitio blanco y la sustitucion de un grupo ciclopropil
parece ser la mas adecuada, no obstante, la adicion de un grupo 2,4-diflurofenil también
incrementa la potencia, especialmente contra anaerobios. La posicion 2 se encuentra
cerca la union a sitio blanco y la adicién de sustituyentes ha resultado en la disminucién
de la actividad antibacteriana. Las posiciones 3 y 4 son consideradas criticas para la
unién a sitios blancos, sin embargo, hasta la fecha no se han reportado sustituciones que
pueden incrementar la actividad (Andersson y MacGowan, 2003). Las sustituciones en
la posicién 5 pueden ser capaces de cambiar la configuracion planar de la estructura
base, se han introducido sustituyentes pequefios, como grupos amino, hidroxilo o metilo
los cuales incrementan la actividad in vitro contra bacterias Gram-positivas (Yoshida y
col.,, 1996) sintesis de compuestos que presentaban los sustituyentes 6-fluoro, 7-
piperazinil (norfloxacina, ciprofloxacina), los cuales dieron origen a un grupo denominado
“fluoroquinas’.

Las primeras modificaciones que se realizaron fue la adicién del flior en la posicién 6, lo
cual incrementdé mas de 10 veces su potencia y se cree que estabiliza la union con su

sitio blanco al influenciar la distribucién de cargas (Laponogov y col., 2009)
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Figura 4. Estructura base de las quinolonas y funciones de cada sustituyente. Se
marcan con grupos R las posiciones mas comunmente sustituidas. Se indican los
principales procesos en los que participan las modificaciones en cada posicion
(Modificado de Andersson y MacGowan, 2003).
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Los sustituyentes 6ptimos para la posicién 7 son grupos heterociclos de nitrégeno de 5
0 6 carbonos, los mas comunes de estos heterociclos son piperazina y pirrolidina. La
posicion 8 se considera que afecta la configuracion estérica de molécula base, al igual
gue la posicion 5, el grupo halogeno incrementa la actividad contra anaerobios y la

adicién de nitrégeno, grupo metilo o metoxilo incrementan la actividad (Peterson, 2001)

4. Mecanismo de accion de las quinolonas

Los blancos de las quinolonas son dos enzimas esenciales para los procesos celulares
de replicacion, transcripcion y reparacion del DNA de la célula bacteriana; la DNA girasa
y latopoisomerasa IV. Estas enzimas estan encargadas del superenrrollamiento del DNA
lo que permite que esta molécula mantenga la forma compacta dentro de la célula
(Forterre y col., 2007). Estas enzimas pertenecen a la familia de las topoisomerasas tipo
lIA y estdn compuestas de dos 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 que
conforman a la topoisomerasa IV (Champoux, 2001). Las dos enzimas contribuyen al
desdoblamiento del DNA, sin embargo, funcionan de diferente manera, la DNA girasa
remueve superenrrollamientos positivos y avanza delante de la horquilla de replicacion,
mientras que topoisomerasa IV introduce superenrollamientos positivos avanzando
detras de la horquilla de replicacion, ademas de ser responsable de la segregacion de

los cromosomas (Figura 5) (Redgrave y col., 2014).

Las quinolonas son transportadas al interior de la célula bacteriana mediante difusién
simple (Jacoby, 2005). Cuando estan adentro de la célula, generan un par de cortes en
la cadena sencilla de DNA y se unen covalentemente al extremo 5 recién generado
formando un complejo de escision DNA-topoisomerasa, lo cual relaja el
superenrollamiento del DNA (Drlica y col., 2009). 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 (Figura 6) (Leo y col., 2005)
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Figura 5. Accion de las topoisomerasas tipo IIA en el DNA. Se muestra de manera

esquematica la accién de las topoisomerasas tipo IlA en el superenrollamiento del DNA

en las bacterias (Modificado de Redgrave y col., 2014).
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La formacién del complejo ternario DNA-topoisomerasa-quinolona bloquea el
movimiento de la horquilla de replicacion y de los complejos transcripcionales, inhibiendo
el crecimiento bacteriano, este proceso es reversible si se remueve la quinola, por accién
de un agente quelante como el EDTA o por tratamiento térmico; sin embargo, al no
revertirse, se induce la respuesta del sistema SOS, mejorando la capacidad de
reparacion del DNA, lo que lleva a la formacién de células filamentosas debido a la
inhibicion de la division celular lo que ocasiona la muerte celular lenta (Drlicay col., 2009).
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 IV la inhibicibn ocurre mas

lentamente (Khodursky y Cozzarelli, 1998).

Existen dos vias de accion de las quinolonas que ocasionan una muerte celular rapida:
i) la via dependiente de la sintesis de proteinas o la via sensible al cloranfenicol en
condiciones de anaerobiosis, que es caracteristica de la primera generacion de
qguinolonas y ii) la via independiente de la sintesis de proteinas y en condiciones
aerbbicas. Estas vias dan lugar a la fragmentacion del DNA cromosémico, que surge
debido a la remocidn del complejo ternario, lo cual puede ocurrir por la digestion de las
topoisomerasas mediada por proteasas 0 nucleasas. Una vez que comienza la
fragmentacion del cromosoma se generan especies reactivas de oxigeno (ROS) que son

las responsables de la muerte celular (Drlica y col., 2009).

5. Resistencia bacteriana a quinolonas

El descubrimiento de los antibiéticos marco el inicio de una nueva era en la historia
humana, estos, han evolucionado la medicina en distintos aspectos; sin embargo, el uso
exitoso de cualquier antibiotico se ve comprometido desde que es empleado por primera
vez, ya sea por el potencial desarrollo de tolerancia o por la resistencia por parte del

microorganismo contra el que es empleado (Davies, 1996).
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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 ternario DNA-Topoisomerasa-Quinolona; (C)
inhibicion de la replicacion que conduce a la induccion del sistema SOS y a la
filamentacidn celular; (D) fragmentacion letal del cromosoma (modificado de Drlica y col.
2009).
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Las quinolonas son antibidticos sintéticos, debido a esto, 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 IIA,
y la expulsién de quinolonas mediada por los transportadores de membrana (Martinez y
col., 2009) .El origen de los genes de resistencia a antibiéticos de origen bioldgico, son
producidos por los propios organismos; por lo cual, se sugirié que no se pudiera adquirir
resistencia mediante la transferencia horizontal de genes, para el caso de las quinolonas

(Hernandez y col., 2011)

5.1 Sistemas de resistencia a quinolonas

En la actualidad podemos clasificar a los sistemas de resistencia en dos grupos: 1)
Sistemas que son codificados por genes cromosomicos; como lo son las modificaciones
de los sitios blanco y los sistemas de expulsion, y 2) Sistemas que son codificados por
genes plasmidicos, tales como proteinas Qnr, sistemas de expulsién y la enzima

aminoglucosido transferasa modificada (aac(6')-lb-cr) (Figura 7) (Aldred y col., 2014).

5.1.1 Sistemas codificados por genes cromosémicos
i) Modificacién de los sitios blanco

Desde la introduccién del acido nalidixico, la primera quinolona, se observé que la
resistencia bacteriana que es producida por mutaciones en uno o mas de los genes que
codifican a los objetivos primarios y secundarios de estos farmacos, las topoisomerasas
tipo Il. La “regidon determinante de la resistencia a las quinolonas” (QRDR, por sus siglas
en inglés), es una regién donde surgen este tipo de mutaciones, que dan lugar a
sustituciones de aminoacidos y que alteran la estructura de la proteina diana asi como
su afinidad de unién; esta region se encuentra muy cercana al sitio activo donde la

enzima se une al DNA (Redgrave y col., 2014).
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Figura 7. Resistencia bacteriana a quinolonas. Se representa una célula bacteriana
mostrando los sistemas de resistencia a las 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 Qur (en amarillo) que disminuyen la union del
complejo DNA-topoisomerasa, (2b) Aac (6')-lb-cr es una enzima que acetila algunas
guinolonas, disminuyendo su efectividad. (2c¢) Sistemas de expulsion que disminuyen la
concentracion intracelular de las quinolonas. (3) Resistencia mediada por genes
cromosomicos, (3a) Disminucion de la expresion de porinas, (3b) Sistema de expulsién
(tomada de Aldred y col. 2014).
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En las bacterias Gram-negativas como Escherichia coli y P. aeruginosa, la DNA girasa
es considerado el objetivo principal de las quinolonas, estas mutaciones primarias
implican una sustitucion en la serina 83 o0 en el acido aspartico 87 (en E. coli) dentro de
la estructura primaria de GyrA; sin embargo, una vez mutado el gen gyrA(subunidad de
la DNA girasa) las topoisomerasa IV también se convierte en un objetivo (Yoshiday col.,
1996).

En el caso de las bacterias Gram-positivas, los genes que codifican a la topoisomerasa
IV son el objetivo principal, las mutaciones son encontradas principalmente en el gen
parC, en las bacterias que son altamente resistentes poseen mutaciones adicionales en

los genes gyrA 'y parE (Ferrero y col., 1994).

il) Regulacion de la expresion de porinas

Las quinolonas atraviesan la membrana citoplasmatica por difusion simple, mediante
porinas que estan localizadas en la membrana externa que sirven como canales de
difusion y permiten el paso de moléculas hidréfilas pequefias (Hooper, 2005) .En las
bacterias Gram-positivas, las quinolonas deben cruzar la pared celular y la membrana
plasmética para poder alcanzar a su blanco; en cambio, las bacterias Gram-negativas
deben de atravesar una barrera externa adicional, que se conoce como peptidoglicano.
Las bacterias Gram-negativas pueden regular la expresién de porinas, como el caso de
las proteinas OmpF y OmpC de E. coli, limitando asi el ingreso de las quinolonas (Jacoby,
2005). La resistencia a quinolonas se puede ver poco afectada al reducir la expresion de
los genes que codifican las porinas Unicamente; sin embargo, la resistencia se vuelve
significativa cuando se combina con mecanismos de resistencia adicionales (Hooper
2005).

iii) Sistemas de expulsion
Los sistemas de expulsion poseen la caracteristica de ser inespecificos, lo cual los hace
capaces de eliminar activamente diversos tipos de compuestos, como lo son:
antibidticos, antisépticos, detergentes e incluso salicilatos de sodio (Alekshun y Levy,
1999) .Lo cual sugiere que al ser capaces de reducir la concentracion intracelular de las

guinolonas, estas confieren resistencia (Redgrave y col., 2014) .Estos sistemas, son
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clasificados en cinco familias: sistemas que unen ATP (ABC), superfamilia de
facilitadores principales (MFS), sistemas de resistencia, nodulacion y division celular
(RND), proteinas pequefias de resistencia a multidrogas (SMR) y sistemas de expulsion
de mudltiples farmacos y compuestos toxicos (MATE) (Martinez y col., 2009) .Estos
sistemas son considerados como los responsables de la resistencia intrinseca de
algunas bacterias como P. aeruginosa a las fluoroquinolonas y a otros tipos de drogas
(Piddock 2006).

En Staphylococcus aureus, la resistencia a quinolonas esta asociada con el gen norA, el
cual codifica un transportador de amplio espectro. Ademas, en E. coli la bomba de
expulsion AcrAB-TolC tiene un papel principal en la resistencia a quinolonas (Wang y
col., 2001).

5.1.2 Sistemas codificados por genes plasmidicos

i) Proteinas Qnr

Las proteinas Qnr se identificaron por primera vez en 1998, en un plasmido
multirresistente conocido como pMG252, el cual fue aislado de una cepa de Klebsiella
pneumoniae resistente a ciprofloxacina (Martinez y col., 1998) .El gen responsable que
las codifica se denomind gnr porque confiere resistencia a quinolonas, este gen ha sido
renombrado como gnrA, ya que se han descrito alelos gnr adicionales. Se han descrito
cerca de 100 genes que se agrupan en 5 familias distintas: gnrA, gnrB, gnrD y gnrS
(Salah y col., 2019)

Las proteinas Qnr son pertenecientes a la familia de pentapétidos (PRP, por sus siglas
en inglés), llamadas asi porque sus miembros contienen un motivo recurrente de cinco
aminoacidos en tdndem [Ser, Thr, Ala o Val] [Asp o Asn] [Leu o Phe] [Ser, Thr o Arg]
[Gly] (Vetting y col.,, 2006) .Estas proteinas protegen al DNA de la accion de las
guinolonas, cuando se unen al complejo DNA-Topoisomerasa, teniendo asi participacion
en la resistencia a ciprofloxacina, ya que impide la unién de las quinolonas (Figura 7)

(Tran, Jacoby, and Hooper 2005) .También proveen una baja resistencia a ciprofloxacina
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en cepas de E. coli; sin embargo, adquieren importancia clinica cuando se asocian con

otros mecanismos de resistencia a antibidtico (Tran y Jacoby, 2002)

i) Modificacion enzimatica por la aminoglucésido acetiltransferasa

En el pldsmido pHSH10-2, aislado de una cepa clinica de E. coli resistente a
ciprofloxacina, se identificé al gen aac(6”)-Ib, el cual codifica una enzima aminoglucésido
acetiltransferasa, esta confiere resistencia a algunos antibiodticos del grupo de los
aminoglucosidos: kanamicina, amikacina y trobamicina (Robicsek y col., 2006).

El andlisis de la secuencia del gen aac(6’)-lb revelé6 que hay modificaciones en los
codones 102 (Trp 2Arg) y 179 (Asp 2> Tyr), se llevo a cabo una mutagénesis dirigida a
estos codones, demostrando que en ausencia de dichas mutaciones el gen no se
asociaria con la resistencia a quinolonas. El mecanismo de accion consiste en introducir
un grupo acetilo en el nitrdgeno no sustituido del anillo de piperazina que poseen

ciproflozacina y norfloxacina en la posicion 6 (Robicsek y col., 2006).
iii) Sistemas de expulsion por genes plasmidicos

Los sistemas de expulsidbn confieren resistencia a quinolonas al disminuir la
concentracion intracelular del farmaco, hasta la fecha han sido identificados dos sistemas
de expulsién, los cuales con codificados en plasmidos provenientes de cepas de E. coli
(Poirel y col., 2012)

En el afio 2002, se identificd el gen gepA, presente en el plasmido pHPA de una cepa
clinica conocida como E. coli C316, aislada de la orina de un paciente hospitalizado. El
gen gepA, codifica para la proteina de membrana interna QepA, el cual posee 14
segementos transmembranales y pertenece a la familia MFS. Esta proteina confiere
resistencia a quinolonas como el acido nalidixico, ciprofloxacina y norfloxacina (Yamane
y col., 2007).

El plasmido pOLA52, fue identificado en una cepa de E. coli, el cual fue aislado de
estiércol porcino en Dinamarca, en el afio 2004. El plasmido contiene a los genes ogxA

y 0gxB, los cuales codifican a a OgxA, una proteina de membrana interna perteneciente
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a la familia RND, y a OgxB, que es una proteina de periplasma; esto representd un nuevo
sistema de expulsion a multiples farmacos (Hansen y col., 2004) .Las proteinas OgxAB
confieren resistencia a las quinolonas; ciprofloxacina y acido nalidixico, a detergentes, y
desinfectantes; asi como, cloruro de benzalconio y SDS (Liy col., 2019).
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II. ANTECEDENTES

1. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es una bactéria Gram-negativa que pertenece a la rama de
proteobacterias, a la cual pertenecen las enterobacterias (Pace, 1977). Ampliamente
distribuida en el ambiente, incluyendo suelos, plantas, lagos y rios (Green y col., 1974).
Es capaz de crecer hasta 43°C, utiliza multiples compuestos organicos como sustrato
para poder crecer; lo cual le permite colonizar multiples nichos en los que son escasos
los nutrimentos. P. aeruginosa se ha aislado de ambientes muy inhospitos como lo son
el combustible de avion, soluciones de clorhexidina e incluso en el jabén (Hardalo y
Edberg, 1997) .Esta bacteria es un patdégeno oportunista de pacientes hospitalizados o
inmunocomprometidos, que causa neumonia, infecciones en quemaduras, heridas,
tracto urinario e intestino, otitis media y queratitis (Sousa y Pereira, 2014). Se ha descrito
gue P. aeruginosa emplea los mismos determinantes de virulencia para asi poder infectar
a diferentes hospederos, como lo son plantas y humanos (Fajardo y col., 2008). En los
seres humanos es una de las causas mas frecuentes de infecciones oportunistas,
ademas de estar asociado con la mortalidad de pacientes con fibrosis quistica (Battle y
col.,, 2008) .P. aeruginosa pertenece al grupo ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa
y Enterobacter spp.) que es un grupo de bacterias resistentes a los antibiéticos y que son
causas comunes de infecciones nosocomiales potencialmente mortales (Pendleton y
col., 2013).

P. aeruginosa PAOL1 fue aislada de un paciente con otitis media, siendo la primer cepa
de P. aeruginosa secuenciada, es ampliamente usada en estudios de investigacion
basica y es una cepa estandar en el laboratorio. Presenta un Unico cromosoma circular
de un tamafo aproximado de 6.3 millones de pares de bases y un total de 5570 marcos
de lectura abiertos (orf por sus siglas en ingles) (Holloway, 1955). En el afio 2000 se
concluy6 el genoma de PAO1 de P. aeruginosa, posee un gran numero de genes
involucrados en la regulacién, transporte, catabolismo y expulsién de factores de

virulencia, también puede codificar proteinas de membrana asociadas a la adhesion,
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motilidad y eflujo de antibi6ticos (Stover y col., 2000) .Ademas, P. aeruginosa tiene la
capacidad de formar biopeliculas (forma organizada de comunidades bacterianas) que
incrementa la virulencia de la bacteria y contribuye al aumento de la resistencia a
antibioticos, el incremento en la incidencia de resistencia a antibiéticos por la formacion
de biopeliculas ocasiona severas complicaciones terapéuticas y se ha a asociado con

falla en los tratamientos y la muerte (Wang y col., 2013).

2. Plasmido pUM505

pUM505 es un plasmido conjugativo, el cual fue aislado de una cepa clinica de P.
aeruginosa de un paciente hospitalizado, se determind que es capaz de conferir
resistencia a cromato y mercurio (Cervantes y Ohtake, 1988) .En el afio 2011, nuestro
grupo de trabajo realizé la secuenciacion y el andlisis de la secuencia del plamido; se
encontré que es un replicon de 123,332 pares de bases (pb) y se identificaron 138

regiones codificantes (Ramirez-Diaz y col., 2011)(Figura 8).

Se encontro que pUM505 presenta dos regiones bien definidas las cuales corresponden
a islas genbmicas, la primer region, de ~67 kb, corresponde a una isla de patogenicidad
(PAI) y la segunda region, de ~31 kb, corresponde a una isla gendémica que contiene
genes de resistencia a metales. La PAIls son tipicamente grandes regiones genémicas
(10-200 kb) las cuales estan presentes en los genomas de las cepas patégenas. Pueden
codificar factores de virulencia, como adhesinas, toxinas y los sistemas de secrecion de
proteinas (Hacker and Kaper 2000) .La PAI de pUM505 consiste en 78 marcos de lectura
abiertos (orfs 1-51 y 112-138), posee genes implicados en la replicacion del plasmido, la
transferencia por conjugacion y genes relacionados con virulencia, asi como genes que
codifican proteinas putativas con funciones desconocidas, son equivalentes a ~56% de

los genes de la isla gendmica (Ramirez-Diaz y col., 2011)
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Figura 8. Mapa genético del pldasmido pUM505 de P. aeruginosa. 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 (PAI) se muestra con una
barra roja y la isla de resistencia a metales pesados con una barra negra. Se indica el
origen de replicacién (ori) y con barras azules las regiones relacionadas con la
transferencia, replicacion, resistencia a mercurio (HgR) y resistencia a cromato (CrR). Los
bloques de estructura de mosaico se representan como regiones de colores azul, naranja

y verde. (Modificado de Ramirez-Diaz y col., 2011)
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3. Proteina CrpP

Recientemente, nuestro grupo de trabajo identifico la presencia del orf131 en el plasmido
pUMS505, posteriormente este gen fue renombrado como crpP. El gen crpP codifica para
una proteina de 65 aminoacidos y comparte una similitud en su secuencia con otras
proteinas que estan involucradas en la resistencia a antibiéticos (Chavez-Jacobo y col.,
2018).

El gen crpP se transfirié a una cepa de E. coli conocida como J53-3, mostrando que
confiere resistencia a ciprofloxacina (Figura 12); sin embargo, la transferencia de crpP a
la cepa de P. aeruginosa PAO1 no fue capaz de conferir resistencia al antibiotico,
sugiriendo que el mecanismo de resistencia conferido por la proteina CrpP no es
funcional o bien que es regulado negativamente en esta bacteria. CrpP es una proteina
capaz de conferir resistencia en E. coli de manera especifica, mediante un mecanismo
dependiente de ATP, que fosforila al antibi6tico e induciendo a su posterior degradacion
(Chéavez-Jacobo y col., 2019). El gen crpP se encuentra ampliamente distribuido en
aislados de origen clinico, y las proteinas homologas CrpP posee los aminoacidos
conservados como la Gly7, Asp9, Lys33 y Cys40. Al realizarse ensayos de mutacion
mediante fusion por PCR, se logré identificar que estos aminoacidos conservados en
proteinas CrpP, desempefian un papel esencial para el mecanismo enzimatico. Ademas,
se determindé que mutaciones en los codones que codifican a estos aminoacidos, no
ejercen actividad catalitica, por lo que no son capaces de modificar la molécula de

ciprofloxacina (Chavez-Jacobo y col., 2020).

4. Quorum sensing de P. aeruginosa

El término de “quorum sensing” (QS) es usado para describir mecanismos de
comunicacion intercelular que son dependientes de la poblacion bacteriana(Diggle col.,
y 2007). Previos estudios indican que el QS regula distintos factores de virulencia como:
proteasas, exotoxina A, ramnolipidos y sideroforos, ademas de controlar la produccién
de biopeliculas. ElI QS produce y libera moléculas conocidas como autoinductores, su
concentracion incrementa en funcion de la densidad bacteriana (Waters y Bassler,

2005) .En bacterias Gram-negativas estos autoinductores se conococen como acil
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homoserin lactonas (AHLS) y en las bacterias Gram-positivas este mecanismo es
mediado mediante peptidos pequefios (AIP) (Rojas, 2011) Las AHL (Figura 9) son
moleculas que consisten de un anillo lactona hidrofilico y una cadena acilo hidrofébica
gue puede consistir de diferentes longitudes. En P. aeruginosa han sido identificados dos
circuitos de QS los cuales sintetizan las acilhomoserin lactonas N-3-oxo-dodecanoyl-
homoserin lactona (30C12-HSL) y N-butanoyl-L-homoserin lactona (C4-HLS) (Shah y
col., 2019) (Figura 10).

Las moléculas autoinductoras del QS poseen propiedades quimicas diversas y estan
relacionadas con el control de la expresion de genes de que participan en la transferencia
de plasmidos, bioluminiscencia y mobilidad, en la expresiéon de factores de virulencia
como proteasas, elastasas y piocianina, en el movimiento bacteriano tipo swarming y la
formacion de biofilm (Diggle y col., 2007; Shah y col., 2019). En P. aeruginosa el QS es
un importante sistema de regulacion en el control de la patogenesis (Toyofuku y col.,
2007). Aunado a la regulacién de la virulencia por el sistema de QS se ha descrito que
la adicion exogena del autoinductor C4- HSL mejora la expresion de los genes del
sistema MexAB-OprM de resistencia a quinolonas, lo que sugirié que el QS controla la

expresion de genes de resistencia a antibioticos (Maseda y col., 2004)

Lasl produce el primer auoinductor (30C12-HSL), el cual se une a LasR. El complejo
autoinductor LasR puede activar una gran variedad de genes diana, entre los cuales se
encuentra el gen lasl; tiene como caracteristica de tener una retroalimentacion positiva y
con esto reactivar el primer circuito. LasR tambien activa la expresion de los genes rhIR
y rhll, los cuales pertenecen al segundo circuito de QS. Rhll sintetiza al segundo
autoinductor (C4-HLS), el cual se acumula y se une a RhIR; reactivando la expresion de
los genes rhiR y rhll y produciendo factores de virulencia (Waters y Bassler, 2005)(Figura
11).
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Figura 9. Estructura general de las acil homoserin lactonas (AHLs). La cadena R-
acilo (recuadro verde) puede variar de 4 a 18 atomos de carbono. Puede haber un grupo
carbonilo o un grupo hidroxilo en el atomo C-3 y/o uno o mas dobles enlaces en la cadena

de acilo (Modificado de Foresto y Bogino, 2020).
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Figura 10. Estructura de las acil homoserin lactonas del QS en P. aeruginosa. Se
muestran las estructuras de las AHL producidas por QS en P. aeruginosa. (A) El primer
autoinductor producido es N-3-oxo-dodecanoyl-homoserin lactona (3-oxo-C12-HSL). (B)
Se muestra el segundo autoinductor producido N-butanoyl-L-homoserin lactona (C4-
HLS). (Modificado de Mayank y col., 2019).
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Figura 11. Mecanismo general del sistema de Quorum Sensing en P. aeruginosa.
Se muestran los dos circuitos de QS en P. aeruginosa. El gen lasR y las proteinas
receptoras que forman el complejo autoinductor LasR se muestra de color verde. El gen
lasl y la proteina Lasl que produce la primera AHL se muestran de color rosa. Las AHL
3-0x0-C12-HSL se muestran con triangulos de color rosa. El gen lasR y la proteina LasR
se muestran de color verde. El gen rhIR junto con el complejo autoinductor RhIR se
muestran de color amarillo. El gen rhll y la proteina Rhll que produce la segunda AHL se
muestran de color azul. Las AHL C4-HLS se muestran con triangulos de color azules.
(Modificado de Waters y col., 2005)
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Figura 12. Resistencia a ciprofloxacina conferida por el producto del gen crpP del
plasmido pUM505. Los cultivos se crecieron en CN por 18 h a 37°C y agitacion
constante. En circulo abierto se observa la resistencia conferida por el gen crpP en la
cepa de E. coli J53-2 y en circulo cerrado se muestra la susceptibilidad de la cepa sin el

gen (Tomado de Chéavez- Jacobo, 2015).
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. JUSTIFICACION

La proteina CrpP confiere resistencia a ciprofloxacina, un antibiético del grupo de las
qguinolonas. CrpP es codificada por el gen crpP que fue localizado en el plasmido
conjugativo pUM505, aislado de una cepa clinica de P. aeruginosa resistente a
Ciprofloxacina y otras quinolonas. P. aeruginosa es una bacteria Gram-negativa
ampliamente distribuida en el ambiente y es fuente de infecciones oportunistas en
humanos. En P. aeruginosa multiples factores de virulencia implicados en la infeccion
aguda y dafio de la célula huésped son regulados por los sistemas de Quorum sensing
(QS) Las y Rhl. EI QS un mecanismo de comunicacion bacteriano que depende de la
densidad celular y que modula la produccion y liberacion de moléculas (autoinductores)
gue alteran la expresion de genes de virulencia y de resistencia a antibiéticos. Por lo cual
es de nuestro interés determinar si la resistencia a ciprofloxacina conferido por el gen

crpP es modulado por el sistema QS.

IV. HIPOTESIS

La resistencia a ciprofloxacina conferida por el gen crpP es modulado por el sistema
Quorum Sensing.

V. OBJETIVO

Determinar si el mecanismo de resistencia a ciprofloxacina conferido por la proteina CrpP
es dependiente del sistema de Quorum Sensing.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la resistencia a ciprofloxacina en la mutante de lasl/rhll tranformada con el
plasmido pUC_crpP.

2. Determinar el efecto de la complementacion quimica por adicion exogena de AHL en
la resistencia a ciprofloxacina de P aeruginosa lasl/rhll (pUC_crpP).

3. Determinar la expresion del gen crpP en la cepa de P. aeruginosamutante en el
sistema de QS.

4. Analizar la virulencia de la cepa de P aeruginosa lasl/rhll (pUC_crpP).
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VIl. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Obtencién de transformantes de la
mutante P. aeruginosa lasl/rhll con el
plasmido
recombinante pUCP_crpP

Caracterizacion de las tranformantes
obtenidas mediante el aislamiento

de DNA 'y por PCR

Evaluar la resistencia de Evaluar la resistencia de la
la mutante de P. mutante de P. aeruginosa
aeruginosa lasl/rhll lasl/rhll (pUCP_crpP) a
(pUCP=cer) aCIP NOR y SM

Realizar curvas de
susceptibilidad a CIP

Realizar curvas de
susceptibilidad a CIP en
presencia y ausencia de

AHLs

Realizar cinéticas de
crecimiento en
concentraciones
inhibitorias y
subinhibitorias de CIP

VIIl. Materiales y Métodos

Realizar curvas de
susceptibilidad a NOR
y SM
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1. Medios de cultivo

Los medios de cultivo o sus componentes fueron adquiridos de los laboratorios Bioxon

de México S. A., Merck-México S. A. o Sigma Chemical Corporation.

i. Caldo Luria Bertani (CL): NaCl (J. T. Baker) 1% peptona de caseina (Bioxon) 1%
y extracto de levadura (Becton Dickinson) 0.5 %
ii.  Agar Luria Bertani (AL): al CL se le agreg6 1.5 % de agar bacteriol6gico (Bioxon)
iii.  Caldo Nutritivo (CN): peptona de gelatina 0.5% y extracto de carne de res 0.3%
(Bioxon)

iv.  Agar nutritivo (AN): al CN se le agreg6 1.5% de agar bacteriologico (Bioxon)

2. Cepas empleadas

1) P. aeruginosa PAOL1 (Liy col., 2007): Cepa utilizada como control negativo en los
ensayos de susceptibilidad a Cip.

2) P. aeruginosa PAOL (pUC_crpP): Cepa empleada como control.

3) Doble mutante P. aeruginosa PAOL1 lasl/rhll: cepa empleada como control

altamente sensible a Cip y como receptora del plasmido con el gen crpP.

3.Preparacion de células competentes

Para la preparacion de células competentes de P. aeruginosa lasl/rhll se empleo el
método adaptado de Enderle y Farwell, (1998), descrito a continuacion:

Se crecieron los cultivos en placas de AL durante 18-24 h a 37°C. Posteriormente se
transfirio una asada de células con la ayuda de un asa bacterioldgica estéril en un tubo
eppendorf con 500 pl de agua desionizada estéril y fria. Se resuspendieron las células
en vortex hasta formar una mezcla homogénea. Se centrifugd a 12000 rpm por 2 min, se
deseché el sobrenandante. Al formarse una pastilla, se lavd dos veces con 500 pul de
agua desionizada estéril y fria. Finalmente, la pastilla se resuspendié en 500 ul de agua

fria con glicerol al 10%.
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4. Transformacion por el método de electroporacion

La transformacion con DNA del plasmido recombinante pUCP_crpP se realizé mediante
el método de electroporacion, que a continuacion se describe:

A 100 ul de células competentes previamente preparadas se les adiciond 2 ul del
plasmido pUCP_crpP a una concentracion aproximada de 40 ng/ul; la mezcla se colocé
en una celda para electroporacién 215 (Eppendorf) y se sometié a un pulso eléctrico de
1.8 kilovoltios. Se transfirio inmediatamente a un tubo con 2 ml de CL, se incub6 por 1 h
a 37°C con una agitacion constante. Posteriormente, se distribuyeron 100 ul del cultivo
en placas de AL con 100 pg/ml, seleccionando asi transformantes resistentes a

carbenicilina.

5. Aislamiento de DNA por lisis alcalina

Se inoculd un tubo con 4 ml de CL con la cepa de interés, se incub6 por 18 a 22 ha 37°C
con una agitacion constante. Después se centrifugo el cultivo durante 2 min a 12000 rpm,
se desecho el sobrenadante, se centrifugé el paquete celular en 100 pl de STE (Sacarosa
50 mM, Tris 25 mM, EDTA 10 mM a pH 8), en seguida se agregaron 20 pl de lisozima
20 mg/ml, se mezclé suavemente y se incubo durante 5 min a 37°C. Se adicionaron 250
Ml de solucion litica (50 yl de NaOH 2 N, 100 ul de SDS 10 % y 850 ul de agua) y se
colocé en hielo durante 5 min. Posteriormente, se le adicion6é 300 ul de una solucién de
acetato de potasio 3 M a un pH de 4.8, mezclandose e incubandose en hielo durante 10
min. Se centrifugd a 12000 rpm durante 10 min; se transfirié el sobrenadante a otro tubo
eppendorf, se agregaron 500 ul de una mezcla fenol-cloroformo (1:1), se mezclé y se
centrifugé a 12000 rpm durante 10 min. La fase superior se transfiri6 a otro tubo
eppendorfy se adicion6 1 ml de etanol absoluto, se mezclé y se incub6 20 mina — 80 °C,
se centrifugé a 12000 rpm durante 10 min y se desecho el sobrenadante. A la pastilla
formada se realizaron 2 lavados con 1 ml de etanol al 70 % centrifugando a 12000 rpm
durante 10 min por cada lavado. Se seco la pastilla al vacio y se resuspendi6é en 50 pl
de HPLC, adicionando 5 ul de RNAsa incubando a 65°C durante 15 min. Se realizé un

corrimiento electroforético a la muestra en un gel de agarosa al 1%.
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6. Amplificacion por PCR

Para la amplificacion del gen crpP por PCR, se utilizo el DNA plasmidico de P. aeruginosa
lasl/rhll (pUCP_crpP) (~100 ng), que fue aislado mediante una lisis alcalina. Se realizo
una mezcla del DNA (~100 ng), se utilizaron los oligonucledétidos directo y reverso del
gen crpP (Tabla 1) a una concentracion de 10 picomoles, 5 ul de la mezcla de reaccion
Master Mix (Promega) que contiene la enzima Taq polimerasa, MgClz, dNTPs y un
amortiguador de reaccién a concentraciones optimizadas. La mezcla de reaccion se llevo
un volumen final de 10 ul. Se empleo el termociclador MultiGene™ Gradient Thermal

Cyce, utilizando las condiciones descritas en la Tabla 2.

7. Electroforesis en gel de agarosa

Los fragmentos amplificados por PCR se sometieron a un corrimiento electroforético en
un gel de agarosa (Sigma) al 1% (p/v) en amortiguador TAE (Tris acetato 40 mMy EDTA
1 mM). El gel se coloc6 en una camara de electroforesis horizontal, conteniento el
amortiguador. La muestra de la amplificacién se mezclo con 2.5 ul de amortiguador de
carga (azul de bromofenol al 0.05 %, EDTA 0.1 M pH 8.0, SDS 0.5 %, sacarosa 40 %) y
se colocaron en los orificios del gel. La camara se conecté a una fuente de poder ()
sometiéndose a una corriente constante de 120 voltios durante 30-45 min.
Posteriormente, el gel se tifidé con una solucion de bromuro de etidio al 0.01 % durante 5
min. Las bandas obtenidas se observaron en un tansiluminador de luz ultavioleta de onda
corta (UV-Products Inc.) El marcador de tamafio molecular conocida que se utilizado fue

de 1 Kb plus (Invitrogen).

8. Pruebas de susceptibilidad

Se promovié el desarrollo de las cepas adicionando 40 ul de un cultivo crecido a 37°C
durante 18 a 22 h en tubos con 4 ml de CN con concentraciones crecientes de Cip,
norfloxacina (NOR) y estreptomicina (SM). Los tubos se incubaron durante 18 a20 h a
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Tabla 1. Oligonucledtidos empleados en PCR

OD-orf131 CAACATGATGAATTCTACCGGAAAC Directo
OR-0rf131 GAGAAATGAAGCTTGCGTTGTT Reverso

Tabla 2. Condiciones empleadas para la amplificacion por PCR del gen crpP en la

mutante de P. aeruginosa lasl/rhll (pUCP_ crpP)

Desnaturalizacion
inicial
Desnaturalizacion 95°C 30 seg
Alineamiento 55°C 30 seg
Extension 72°C 1 min
Extension final 72°C 5 min
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37°C con agitacién constante (220 rpm), la susceptibilidad se determind en funcion de la

absorbancia a 600 nm de los cultivos en un espectrofotometro VELAB, VE-5100UV.

9. Cinéticas de crecimiento

Se crecieron cultivos bacterianos de la cepas de interés en CN durante 18 a 20 h a 37°C
con agitacion constante. Posteriormente se determiné la DOsoo del cultivo, se realizé una
dilucion para obtener 25 ml del cultivo con CN estéril hasta una DOesoo de O.3, los cultivos
se incubaron a 37°C con una agitacién constante, se midié la absorbancia por cada hora,
durante 8 h. La medicion de la absorbancia se realiz6 en el equipo de VELAB, VE-
5100UV. Para la complementacion quimica de la mutante de P. aeruginosa rhll/lasl
transformada o no con el plasmido pUCP_ crpP, los cultivos bacterianos fueron
suplementados con 0.6 uM de N-(3-Oxododecanoyl)-L-homoserina lactone (3-oxo-C12-

AHL) (Sigma), posteriormente se midio la absorbancia por cada hora durante 8 h.

10. Ensayos de virulencia

Los ensayos de virulencia se realizaron empleando el modelo de nematodo
Caenorhabditis elegans para lo cual se crecieron preindculos de las cepas de interes,
en medio M9 a 37°C toda la noche. Adicionalmente, se crecieron durante 5-6 dias
nematodos C. elegans, hasta alcanzar la edad adulta, en una placa con medio NGM
(medio de crecimiento de nemétodos) a 18°C. En un placa de 96 pozos, se colocé 1.5
pl de las cepas de interés y se llevo a un volumen final de 200 pul con medio M9, en
esterilidad se adiciono 18-20 nematodos por pocillo, se cuantificd a los nematodos vivos
dando un ligero toque con un asa estéril y se incubo a 18°C durante 3 dias, monitoreando
la sobrevivencia de los nematodos cada 6 h, tomando como nematodos muertos
aquellos que al tocarlos no tienen movimiento. Al final se grafico el porcentaje de

sobrevivencia contra el tiempo en que fueron observados los neméatodos.
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IX. Resultados

1. Amplificacion por PCR del gen crpP en la mutante de P. aeruginosa
lasl/rhil (pUCP_ crpP)

Primeramente, se llevo a cabo la purificaciéon del DNA del plasmido pUCP_ crpP el cual
fue empleado para transformar células competentes de P. aerigunosa lasl/rhil,
seleccionando transformates resistentes a carbenicilina. Con el proposito de confirmar
que las transformantes obtenidas poseen el plasmido pUCP_ crpP se realiz6 la
caracterizacion mediante la amplificacion por PCR del DNA. Se aisl6 el DNA plasmidico
por medio de una lisis alcalina de una de las transformantes de P. aeruginosa lasl/rhll
(PUCP_crpP) y se amplifico el gen crpP utilizando los oligos directo y reverso
correspondientes. Los productos amplificados se sometieron a corrimiento
electroforético. En los carriles 1, 2 y 3 de la Figura 13 se puede observar producto de
amplificacion del gen crpP de un tamafio aproximado de 230 pb, empleando el DNA
plasmidico de las transformantes obtenidas de P. aeruginosa lasl/rhll (pUCP_crpP), con

lo cual se comprobé la transferencia del plasmido.

2. Pruebas de susceptibilidad a CIP de P. aeruginosa lasl/rhll (pUCP_ crpP)

Una vez gque se obtuvieron las transformantes, se realizaron pruebas de susceptibilidad
para asi evaluar el efecto del QS en la resistencia a Cip conferida por crpP. Se realizé
una curva de susceptibilidad a concentraciones crecientes de Cip utilizando como cepa
control a la cepa silvestre de P. aeruginosa PAO1; en ausencia y presencia de crpP. En
la Figura 14 se observa que la presencia del gen crpP no es capaz de incrementar la
resistencia a Cip en este fondo genetico, de hecho los resultados nos permiten apreciar
qgue la transferencia del gen crpP aumenta ligeramente la sensibilidad de la bacteria a
Cip. Posteriormente, se realizé una curva de susceptibilidad a Cip con la cepa de P.
aeruginosa lasl/rhll sin el gen y a la mutante del QS con el gen crpP. Los resultados

mostraron que la cepa de P. aeruginosa lasl/rhll con el gen crpP es resistente a Cip en
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Figura 13. Amplificacion del gen crpP de la transformante de P. aeruginosa lasl/rhll
(PUCP_crpP). Se muestra el corrimiento de por electroforesis en un gel de agarosa al
1%. Se muestran los productos de amplificacién por PCR empleando los oligonucledtidos
directo y reverso del gen crpP. Carril M: Marcador de 1 Kb; carriles 1, 2 y 3 transformantes
de P. aeruginosa lasl/rhll (pUCP_crpP). Las flechas sefialan los tamafios en pb del
marcador; asi como de las bandas obtenidas en el PCR.
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Figura 14. Curva de susceptibilidad a Cip de la cepa de P. aeruginosa PAOL en
presencia y ausencia del gen crpP. Los cultivos de las cepas de interés se crecieron
en CN por 18 h a 37°C con agitacion constante. Se grafico las D.O. (600 nm) que fueron
obtenidas a las concentraciones crecientes de Cip. Se muestra la cepa silvestre en
ausencia del gen crpP (o) y la cepa silvestre en presencia del gen crpP (e). El ensayo se

realizo con una N=3 (duplicado).
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Figura 15. Curva de susceptibilidad a Cip de P. aeruginosa laslirhll en presencia o
ausencia del gen crpP. Los cultivos de las cepas de interés se crecieron en CN por 18
h a 37°C con agitacion constante. Se grafico las D.O. (600 nm) que fueron obtenidas a
las concentraciones crecientes de Cip. Se muestra a la mutante de P. aeruginosa lasl/rhll
en ausencia (o) y en presencia del gen crpP (m). El ensayo se realizo con una N=3

(duplicado).
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comparaciéon con la cepa control la cual muestra falta de crecimiento en presencia del
antibiotico (Figura 15). Este resultado sugiere fuertemente que la resistencia a Cip

conferida por CrpP es dependiente del sistema de QS.

3. Efecto de la adicion de AHL en la susceptibilidad a Cip de P. aeruginosa
lasl/rhll (pUCP_ crpP)

Con el propésito de evaluar la deficiencia del sistema de QS es responsable del
incremento de la resistencia a Cip en la cepa P. aeruginosa lasl/rhll (pUCP_crpP), se
realizé la complementacion quimica de la mutacién mediante la adicion de la AHL N-3-
oxo-dodecanoyl-homoserin lactona (AHL12), para lo cual se realizé una curva de
susceptibilidad en donde a P. aeruginosa lasl/rhil (pUCP_crpP) se le adiciond el
autoinductor de manera exdgena. Los resultados mostraron que la adicion de la AHL12
al cultivo de la cepa P. aeruginosa lasl/rhll (pUCP_crpP) disminuyd el crecimiento de la
cepa en comparacion con el nivel de crecimiento observado para el cultivo de la cepa P.
aeruginosa lasl/rhll (pUCP_crpP) sin la adicion del autoinductor (Figura 16). La adicion
de la AHL12 genero el crecimiento del cultivo similar al observado para P. aeruginosa
PAQOL1 en presencia o ausencia del gen. Este resultado refuerza la hipétesis de que la
resistencia a Cip conferida por CrpP es controlada por el sistema de QS y ademas
sugiere que la regulacion del sistema de resistencia conferido por CrpP es regulado

negativamente por el QS.

4. Cinéticas de crecimiento de la transformante de P. aeruginosa
lasl/rhll(pUCP_ crpP) en presenciay ausencia de Cip

Para determinar si la regulacion por el sistema de QS de la resistencia a Cip conferido
por CrpP es dependiente de la etapa de crecimiento bacteriano, se realizaron cinéticas
de crecimiento de la mutante de P. aeruginosa lasl/rhll con el gen crpP en presencia y
ausencia de una concentracion subinhibitoria Cip (0.002 ug/ml). Las cinéticas se
realizaron en CN durante 8 h, midiendo la absorbancia del cultivo en lapsos de 1 hora.

En la Figura 17 se observa que el crecimiento de todas las cepas fue similar en ausencia
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Figura 16. Curva de susceptibilidad a CIP adicionando AHL en la cepa de P.
aeruginosa lasl/rhll (pUCP_crpP). Los cultivos se crecieron en CN durante 18-22 h a
37°C. Se midi6 la absorbancia a 600 nm. Cepa silvestre P. aeruginosa PAO1 (o), cepa
silvestre en presencia del gen crpP (e), cepa de la mutante de P. aeruginosa lasl/rhll (o),
P. aeruginosa lasl/rhll con crpP (m) y la cepa mutante de P. aeruginosa lasl/rhll con AHL12

(™) . El ensayo se realizo con una N=3 (duplicado).
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Figura 17. Cinéticas de crecimiento en una concentracion subinhibitoria de Cip de
la cepa de P. aeruginosa lasl/rhll (pUCP_ crpP). Los cultivos se crecieron en CN a
37°C con agitacién constante por los tiempos sefialados y las concentraciones indicadas.
Se midié la absorbancia a 600 nm. Cepa de la mutante de P. aeruginosa lasl/rhll (o), P.

aeruginosa lasl/rhll (pUCP_ crpP) (m), la cepa mutante de P. aeruginosa lasl/rhll con CIP

0.002 pug/ml () y P. aeruginosa lasl/rhll(pUCP_ crpP) con CIP 0.002 ug/ml (®).
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y presencia de Cip. Aunado a esto, los resultados observados cuando se empleo una
concentracion inhibitoria de Cip (0.015 ug/ml) (Figura 18) mostraron que el crecimiento
de la cepa de P. aeruginosa lasl/rhll en presencia de Cip se vi6 afectado en a partir de
las 4 horas de crecimiento en comparacion con el crecimiento de las cepa de P.
aeruginosa lasl/rhll (pUC_crpP) la cual mostré crecimiento parecido a las cepas de P.
aeruginosa PAO1 con o sin el gen crpP. Este resultado confirmo que la resistencia a Cip
conferida por el sistema conferido por el gen crpP es regulado por el sistema de QS.
Ademas de que muetra que la cepa de P. aeruginosa lasl/rhll no es capaz de alcanzar el

crecimiento exponecial en presencia de Cip.

5. Pruebas de susceptibilidad a norfloxacina (Nor) de P. aeruginosa lasl/rhll
(pUCP_ crpP)

Con el propoésito de evaluar si la transferencia del gen crpP a la cepa mutante de P.
aeruginosa lasl/rhll solo confiere resistencia a Cip o a otros antibiéticos del grupo de las
quinolonas, se evalud la resistencia a norfloxacina (Nor) que es una quinolona de
segunda generacion. Se realizaron pruebas de susceptibilidad de la mutante de P.
aeruginosa lasl/rhll (pUC_crpP) en la resistencia a Nor. Primeramente los resultados
mostraron que en el fondo de la cepa silvestre de P. aeruginosa PAO1 el gen crpP no
fue capaz de incrementar la resistencia a Nor, por el contrario la transferencia del gen
incremento la sensibilidad de la bacteria a este antibiotico, resultado similar a lo
observado para Cip (Figura 19). Sin embargo, la cepa de P. aeruginosa lasl/rhll (pUCP_
crpP) mostro ser claramente resistente a Nor en comparacion a la cepa mutante sin el
gen crpP (Figura 19), sugiriendo que en ausencia de un sistema de QS funcional el gen
crpP codifica a un mecanismo que ademas de conferir resistencia a Cip confiere

resistencia a otras quinolonas.
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Figura 18. Cinéticas de crecimiento en una concentracion inhibitoria de Cip de la
cepade P. aeruginosa lasl/rhll (pUCP_ crpP). Los cultivos se crecieron en CN a 37°C
con agitacion constante por los tiempos sefalados y las concentraciones indicadas. Se
midid la absorbancia a 600 nm. Cepa de la mutante de P. aeruginosa lasl/rhll (o), P.

aeruginosa lasl/rhll (pUCP_ crpP) (m), la cepa mutante de P. aeruginosa lasl/rhll con CIP

0.015 pg/ml (<) y P. aeruginosa lasl/rhll (pUCP_ crpP) con CIP 0.015 ug/ml (#).
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6. Pruebas de susceptibilidad a estreptomicina (Sm) de P. aeruginosa
lasl/rhll (pUCP_ crpP)

Con el propdsito de evaluar si el gen crpP ademas de conferir resistencia a quinolonas
es capaz de conferir resistencia a otro tipo de antibiéticos en un fondo bacteriano
deficiente del sistema de QS se evaluo la resistencia a estreptomicina. Se realizaron
pruebas de susceptibilidad para evaluar el efecto de la mutante de P. aeruginosa lasl/rhll
con el gen crpP en la resistencia a estreptomicina (Sm), un aminoglucosido. Se realizo
una curva de susceptibilidad a concentraciones crecientes de Sm utilizando como cepa
control a la cepa silvestre de P. aeruginosa PAO1; en ausencia y presencia de crpP y
con la cepa de P. aeruginosa lasl/rhll sin el gen crpP. Los resultados mostraron que el
gen crpP no es capaz de incrementa la resistencia a Sm en la cepa silvestre o en la
mutante P. aeruginosa lasl/rhll (Figura 20). Lo que indica que el gen crpP solo participa

en la resistencia a quinolonas en el fondo mutante de QS

7. CrpP modifica la virulencia de la mutante P.aeruginosa lasl/rhll

Debido a que la mutante P. aeruginosa lasl/rhll es deficiente en el sistema de QS, sistema
que controla la expresion de genes que codifican a factores de virulencia ha sido
reportado que esta mutante no es virulenta en comparacion con la cepa silvestre de P.
aeruginosa PAO1. Con el propoésito de evaluar la virulencia de la mutante de la mutante
P. aeruginosa lasl/rhll en presencia y ausencia del gen crpP, se realizaron ensayos de
virulencia empleando el modelo de C. elegans. Los resultados mostraron como se
esperaba que la mutante P. aeruginosa lasl/rhll no disminuye la sobrevivencia de los
nematodos, lo que indica que esta cepa no es virulenta (Figura 21). Sin embargo, la
transferencia del gen crpP ligeramente incremento la virulencia de la bacteria al generar

alrededor de un 10% de disminucién de la sobrevivencia.
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Figura 19. Curva de susceptibilidad a Nor de la cepa de P. aeruginosa lasl/rhll
(pUCP_ crpP). Los cultivos se crecieron en CN durante 18-22 h a 37°C. Se grafico las
D.O. (600 nm) que fueron obtenidas a las concentraciones crecientes de Nor. Se muestra
la cepa silvestre P. aeruginosa PAO1 (o), cepa silvestre en presencia del gen crpP (e),
cepa de la mutante de P. aeruginosa lasl/rhll (o) y la cepa de la mutante de P. aeruginosa

lasl/rhll con crpP (m). El ensayo se realizé con una N=3 (duplicado).
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Figura 20. Curva de susceptibilidad a Sm en la cepa de P. aeruginosa lasl/rhll
(pPUCP_crpP). Los cultivos se crecieron en CN durante 18-22 h a 37°C. Se grafico las
D.O. (600 nm) que fueron obtenidas a las concentraciones crecientes de Sm. Se muestra
la cepa silvestre P. aeruginosa PAO1 (e), cepa silvestre en presencia del gen crpP (o),
cepa de la mutante de P. aeruginosa lasl/rhll (m) y la cepa de la mutante de P. aeruginosa

lasl/rhll con crpP (o). El ensayo se realizé con una N=3 (duplicado).
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Figura 21. Virulencia de la cepa de P. aeruginosa laslirhll (pUC_crpP). Efecto de la
transformante de P. aeruginosa lasl/rhll con el gen crpP sobre la viabilidad de C. elegans.
Se incubaron grupos de 20 gusanos con 1 x 105 (x 1 x 104) Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) de las cepas indicadas, como se describe en Métodos. Las mezclas se
incubaron a 20°C y se determino el numero de gusanos vivos en los tiempos indicados.

El ensayo se realizé con una N=3 (duplicado).
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X. DISCUSION

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa ampliamente distribuida en el
ambiente, incluyendo suelo y agua, asi como en asociacion con varios organismos Vivos

y es fuente de infecciones oportunistas en humanos (Ochoa y col., 2013).

Recientemente, la Organizaciéon Mundial de la Salud clasifico a P. aeruginosa como uno
de los patdégenos prioritarios contra los que es necesario, urgentemente, desarrollar
nuevos antibioticos, puesto que se ha estimado que las infecciones causadas por
bacterias resistentes podrian causar la muerte de mas de 10 millones de personas en el
afo 2050. Esta bacteria posee multiples factores de virulencia implicados en la infeccion
aguda y dafo de la célula huésped, ademas de que es capaz de adquirir genes que
pueden contribuir en la resistencia e incrementar la virulencia, a través de la transferencia
horizontal de genes, mediada por elementos genéticos méviles como plasmidos.
Ademas, P. aeruginosa tiene la capacidad de formar biopeliculas (forma organizada de
comunidades bacterianas) que incrementa la virulencia de la bacteria y contribuye al
aumento de la resistencia a antibioticos, el incremento en la incidencia de resistencia a
antibidticos por la formacion de biopeliculas ocasiona severas complicaciones
terapéuticas y se ha a asociado con falla en los tratamientos y la muerte (Wang y col.,
2013).

El plasmido pUM505 fue aislado de una cepa clinica de P. aeruginosa de un paciente
hospitalizado en la ciudad de Morelia, Michoacan. Recientemente, en nuestro grupo de
trabajo se identifico el gen crpP, el cual es capaz de conferir resistencia a ciprofloxacina,
a través de un mecanismo enzimatico de fosforilacion dependiente de ATP, que favorece
a la degradacion del antibiotico. El gen crpP es codificado por el plasmido pUM505,
aislado de un caso clinico de P. aeruginosa (Chavez y col., 2018). El producto de 65
aminoacidos codificado por crpP (orf 131) muestra un 18% de identidad de aminoacidos
con una aminoglucésido acetiltransferasa de Mycobacterium semegmatis, esta enzima
fosforila e inactiva los antibioticos aminoglucosidos. El gen crpP se encuentra

amplianemte distribuido en aislados de origen clinico, y las proteinas homologas CrpP

Brenda Valerio Arellano 48



posee los aminoacidos conservados como la Gly7, Asp9, Lys33 y Cys40. Al realizarse
ensayos de mutacion mediante fusion por PCR, se logro identificar que estos
aminoacidos conservados en proteinas CrpP, desempefian un papel esencial para el
mecanismo enzimatico. Ademas, se determindé que mutaciones en los codones que
codifican a estos aminoacidos, no ejercen actividad catalitica, por lo que no son capaces

de modificar la molécula de ciprofloxacina (Chavez-Jacobo y col., 2020).

En este trabajo exploramos si el sistema de QS regula la resistencia a Cip conferida por
el gen crpP codificado en plasmido pUM505, evaluando los efectos del gen crpP en la
doble mutante lasl/rhll de P. aeruginosa. Los resultados mostraron que la proteina CrpP
al ser expresada en la mutante de P. aeruginosa lasl/rhll es capaz de incrementar la
resistencia a Cip, contrario a lo observado en la cepa silvestre de P. aeruginosa PAO1
en donde incluso aumenta la susceptibilidad al antibi6tico, lo que indica que la resistencia
a Cip conferida por la proteina CrpP depende de QS, sugiriendo la regulacién netativa
sobre la expresion del gen crpP. Se ha descrito que QS controla la expresion de genes
de virulencia en bacterias Gam-negativas y Gram-positivas y, en algunos casos, este
fendmeno ha demostrado ser relevante para la virulencia bacteriana in vivo (Antunes y
col., 2010). En P. aeruginosa, los sistemas QS tienen funciones importantes en algunos
comportamientos fisiolégicos y metabolicos, como la virulencia, la resistencia a los
antibiéticos, la motilidad y la formacién de biopeliculas (Hemati y col., 2014); y la
formacion de biopeliculas no solo ayuda a las bacterias a sobrevivir en condiciones
deficientes de nutrientes, sino que también las ayuda a resistir los antibiéticos y los
sistemas inmunitarios (Klausen y col., 2003). Curiosamente, ademas del mecanismo QS
gue promueve la maduracion del biofilm (Antunes y col., 2010). Nuestros datos sugieren
que la proteina CrpP codificada por plasmido pUM505 aislado de una cepa de P.
aeruginosa de origen clinico, que confiere resistencia a Cip, puede ser regulada por QS,

reforzando laidea de una correlacién entre los sistemas QS y la resistencia a antibioticos.

Ademas, nuestros datos mostraron que la resistencia a Cip conferida por el gen crpP en
el fondo mutante lasl/rhll de P. aeruginosa es independientemente de la fase de
crecimiento bacteriano, lo que sugiere que la expresion de crpP esta regulada por QS.

En P. aeruginosa QS juega un papel clave en la modulacion de la expresion de genes
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de virulencia y los sistemas Las y Rhl regulan el tiempo y la produccién de mditiples
factores de virulencia, incluyendo elastasa, proteasa alcalina, exotoxina A, ramnolipidos,
piocianina, lectinas y superoxidasa dismutasa (Antunes y col., 2010). Aunado a esto se
observo gque en ausencia de la regulacion por QS la proteina CrpP también es capaz de
conferir resistencia a Norf, otro antibiético del grupo de las quinolonas. Interesantemente
los datos sugieren que la resistencia conferida por crpP abarca Gnicamente a antibioticos
del grupo de las quinolonas ya que la expresion de este gen no fue capaz de conferir
resistencia a otros antibidticos como la Sm, un antibiético del grupo de los amino
glucésidos.

El sistema de resistencia codificado por el gen crpP solamente confiere resistencia a Cip
en la cepa de E. coli J53-3, una cepa altamente sensible a quinolonas, sin embargo, no
es capaz de conferir resistencia a la cepa de P. aeruginosa PAOL, sugiriendo que la
funcién de la proteina CrpP puede ser regulada negativamente por algiin componente o
factor presente en la cepa silvestre. El hallazgo de la participacion del gen crpP en la
resistencia a Cip en la mutante de P. aeruginosa lasl/Rhll, siguiere que el QS es una de
los componente que regula de manera negativa la funcion del sistema codificado por
CrpP.

La expresion del gen crpP en el fondo de la mutante de P. aeruginosa rhll/lasl aumento
la virulencia de la bacteria sobre el nematodo C. elegans. Desconocemos por que la
presencia de la proteina CrpP conduce a este evento, sin embargo, esto pudiera estar
asociado a que el gen codifica a un sistema capaz de conferir resistencia a Cip, lo que a

su vez favorece la adaptacion de la bacteria en condiciones adversas de crecimiento.

Varios sistemas QS basados en muchos patdégenos bacterianos producen y liberan
pequefas sefiales quimicas llamadas autoinductores cominmente asociados con la
regulacion de genes que codifican la produccion de factores de virulencia y la formacion
de biopeliculas (Whitehead y col., 2001; Ng y Bassler, 2009; Deng y col., 2011; Pereira
y col., 2013). En P. aeruginosa, el gen lasl sintetiza N-3-oxo-homoserina lactona (3-oxo-
C12-AHL), una molécula sefial de acil homoserina lactona (autoinductor), mientras que
el gen rhll sintetiza N-butirilhomoserina lactona (C4-AHL), una segundo autoinductor

(Pearson y col.,1994). La complementacién quimica mediante la adicién del compuesto
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3-0x0-C12-AHL a cultivos de P. aeruginosa lasl / rhil (pUC_crpP) fue capaz de disminuir
la resistencia a Cip conferida por crpP, generando valores de crecimiento similares a la
cepade P. aeruginosa PAOL, lo que indica que los sistemas Lasl y Rhll regulan la funcién
de la proteina CrpP. Ademas, se ha descrito que en P. aeruginosa casi el 10% de los
genes del genoma estan regulados por QS vy, por tanto, explica la mayoria de los
procesos fisioldgicos y fenotipos de virulencia y de formacion de biopelicula (Schuster y
Greenberg, 2006). En P. aeruginosa, mutantes en los genes lasl y rhll revelaron que
algunos genes responden dramaticamente bien a la adicién exogena de 3-oxo-C12-AH
(por ejemplo, lasA), aunque algunos genes se expresan de manera especifica por la
presencia de C4-AHL (por ejemplo, rhlAB), y algunos igualmente son regulados
transcripcionalmente por ambas moléculas sefial (Schuster y col., 2003; Schuster y
Greenberg, 2006).

En resumen, hasta donde sabemos este trabajo describe por primera vez el papel del
sistema de QS en la regulacién de la resistencia a quinolonas conferida por la proteina

CrpP codificado un plasmido aislado de P. aeruginosa, una bacteria patdégena.
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Xl. CONCLUSION

El mecanismo de resistencia a Cip conferido por la proteina CrpP es modulado
negativamente por el sistema de Quorum sensing.
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