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A. RESUMEN
El plasmido pUM505 fue aislado de una cepa clinica de Pseudomonas aeruginosa, posee
un tamafio de 123 kilobases y cuenta con 138 marcos de lectura abiertos (ORF). Un andlisis
in silico reveld 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 PAOL se encontrd
que pUMS505 confiere resistencia a ciprofloxacina (Cp), un antibiético de la familia de las
quinolonas empleado en el tratamiento de infecciones causadas por esta bacteria. Para tratar
de identificar los determinantes responsables de la resistencia a Cp, se selecciond un grupo
de genes (orf35, orf36 y orf37) de pUM505 que probablemente codifican un sistema de
expulsion tripartita. Se encontrd que estos genes confieren resistencia a Cp Unicamente
cuando se transfieren a la cepa de Escherichia coli J53-2, lo cual sugiere que se trata de
genes adicionales los responsables de la resistencia en P. aeruginosa. El objetivo del
presente trabajo es identificar genes de pUMb505 implicados en la resistencia a Cp.
Inicialmente el plasmido fue transferido a la cepa de P. aeruginosa PAO1SR para la
generacion de un banco de mutantes por transposicion al azar. Se seleccionaron mutantes
sensibles a ciprofloxacina (Cp®) y resistentes a gentamicina y estreptomicina. De un total de
12,000 mutantes probadas, se obtuvieron 12 mutantes CpS y empleando pruebas de
susceptibilidad a Cp se dividieron en sensibles e hipersensibles. Mediante secuenciacién se
determin6 que en las mutantes sensibles se encuentra interrumpido un probable operén
formado por los orf57, orf58 y orf59, mientras que en las mutantes hipersensibles esta
interrumpido un probable operon formado por los orf85, orf86 y orf87. La
complementacion de la mutante afectada en el orf57 con el gen silvestre condujo a la
recuperacion del fenotipo de resistencia a Cp confirmd la relacion de este gen con el
fenotipo de pUMS505. Un analisis in silico revel6 que el orfl31 tiene similitud con una
aminoglucoésido fosfotransferasa, por lo que este gen se clond y transfirio a cepas de E. coli
J53, J53-2 y P. aeruginosa PAO1. Se determind que el orfl31 confiere resistencia a Cp en
J53-2 mientras que en las cepas J53 y PAO1 confiere susceptibilidad a Cp y a la quinolona
levofloxacina. Finalmente, mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) se
determind que el orfl31 causa una modificacion quimica en la molécula de Cp, lo cual

probablemente inactiva al antibiético y origina la resistencia.

Palabras clave: Plasmido, resistencia a quinolonas, recombinasa y fosfotransferasa.



B. ABSTRACT

The pUMS505 plasmid was isolated from a clinical strain of Pseudomonas aeruginosa; it
has a length of 123 kilobases and contains 138 coding regions. DNA sequence analysis
revealed that pUMS505 lacks antibiotic resistance genes reported to date; however, when the
plasmid was transferred to the P. aeruginosa PAOL standard strain, conferred resistance to
ciprofloxacin (Cp), an antibiotic of the quinolone family, which is used in the treatment of
infections caused by Pseudomonas. In an attempt to identify the determinants responsible
for resistance to Cp, a group of genes from pUM505 was selected (orf35, orf36 and orf37)
because it probably encodes a tripartite efflux system. It was found that these genes confers
Cp resistance only when they were transferred to the Escherichia coli J53-2 strain,
suggesting that Cp resistance in P. aeruginosa is caused by additional pUM505 genes. The
aim of this study is identify genes of pUM505 involved in Cp resistance. Initially, the
plasmid was transferred to the P. aeruginosa PAO1SR strain for the setting-up of a mutant
bank by random transposition. Mutants were selected by ciprofloxacin sensitive (CpS),
gentamycin and streptomycin resistance. From a total of 12,000 clones tested, 12 Cp®
mutants were obtained, and using susceptibility tests to Cp. The mutants were divided into
sensitive and hypersensitive. By DNA sequencing, it was determined that in sensitive
mutants a probable operon form by orf57, orf58 and orf59 was disrupted, while in
hypersensitive mutants was disrupted a probable operon form by orf85, orf86 and orf87.
Complementation of the orf57 affected mutant with the wild type gene lead to recovery of
the Cp resistance phenotype, which confirmed the relation of this gene with the CpR®
phenotype of pUMb505. Additionally, an in silico analysis showed that the orfl31 has
similarity with an aminoglycoside phosphotransferase. Because of this, the orf131 gene was
cloned and transferred to E coli J53, J53-2 and P. aeruginosa PAOL strains. It was found
that the orf131 confers Cp resistance in J53-2, while in J53 and PAOL confers sensitivity to
Cp and levofloxacin, another quinolone. Finally, by using high performance liquid
chromatography (HPLC), it was determined that the orf131 causes a chemical modification

of the Cp molecule, which probably inactivates the antibiotic and originates the resistance.

Key words: Plasmid, quinolone resistance, recombinase and phosphotransferase.
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I. INTRODUCCION

1. Historia de las quinolonas

El término quinolonas se usa de manera genérica para referirse a un grupo de agentes
antibacterianos de amplio espectro de accion el cual incluye naftiridinas, quinolonas,
quinazolinas e isotiazoloquinolonas (Drlica y col., 2009). La sintesis del &cido nalidixico,
molécula derivada de la cloroquina (Figura 1) (Lesher y col., 1962) y su introduccién en
1967 para uso clinico en el tratamiento de enfermedades del tracto urinario ocasionadas por
bacterias Gram-negativas marcé el inicio de cinco décadas de desarrollo y uso de las
quinolonas (Emmerson y Jones, 2003). Descubrimientos posteriores han permitido un
mejor entendimiento del mecanismo de accidn, ademéas de la capacidad de modificar el
nacleo naftiridina del acido nalidixico, que es considerado la estructura base (Figura 2),
para mejorar la potencia y el espectro antibacterial, asi como la oportunidad de modificar

parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos (Andriole, 2005).

Aunque tomo6 dos décadas producir compuestos con mejor biodisponibilidad y mayor
espectro de accidn que el acido nalidixico, la siguiente fase del desarrollo ocurrié de una
manera relativamente rapida, entre 1978 y 1982 se patentaron un gran numero de
quinolonas, incluyendo ciprofloxacina y norfloxacina;, en la década de 1990 destacan
levofloxacina y gatifloxacina y en la década de 2000, moxifloxacina, gemifloxacina y
garenoxacina (Emmerson y Jones, 2003). Hasta 1976, con el desarrollo de la flumequina,
ningln compuesto habia ofrecido alguna mejora significativa con respecto del acido
nalidixico. Este farmaco fue el primer compuesto en ser desarrollado con un grupo flGor en
la posicion 6 (Figura 2) y su espectro de accién incluia enterobacterias resistentes al 4cido

nalidixico (Emmerson y Jones, 2003). Hoy dia, ciprofloxacina, patentada en 1981, continta
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Figura 1. Sintesis de la primera quinolona. Se muestra la molécula de cloroquina (A) y

su derivado el acido nalidixico (B).
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de Andersson y MacGowan, 2003).



siendo una de las quinolonas mas empleadas 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 report6 el fallo en

el tratamiento de infecciones neumocaccicas, limitando su uso en esta area (Ball, 2000).

En la actualidad, la demanda por quinolonas con mayor actividad y menor resistencia
microbiana ha impulsado el desarrollo de nuevos compuestos, como 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

Las quinolonas han sido el centro de un considerable interés tanto cientifico como clinico
debido a que potencialmente ofrecen muchos de los atributos de un antibiético ideal: alta
potencia, amplio espectro de accion, buena biodisponibilidad, formulaciones orales e
intravenosas, altos niveles en suero, un amplio volumen de distribucion y baja incidencia de
efectos adversos (Bolon, 2011); sin embargo, para lograr estas caracteristicas se han
realizado una gran cantidad de modificaciones tomando como base el nucleo de las

quinolonas (Figura 2).

Una de las primeras modificaciones fue la adicion de grupo flGor en la posicion 6 la cual
incrementd mas de 10 veces su potencia y se cree que estabiliza la unidn con su sitio blanco
al influenciar la distribucion de cargas (Laponogov y col., 2009). La posicién 1 forma parte

de la unién al sitio blanco y la sustitucion de un grupo ciclopropil parece ser la mas



adecuada; sin embargo, la adicion de un grupo 2,4-diflurofenil también incrementa la
potencia, especialmente contra anaerobios. La posicion 2 se encuentra muy cerca de la
union a sitio blanco y la adicion de sustituyentes ha resultado en la disminucion de la
actividad antibacteriana. Las posiciones 3 y 4 se consideran criticas para la union a sitio
blanco y hasta la fecha no se han reportado sustituciones que puedan incrementar la
actividad (Andersson y MacGowan, 2003). Sustituciones en la posicién 5 aparentemente
son capaces de cambiar la configuracién planar de la estructura base y 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). Los sustituyentes
Optimos para la posicion 7 son grupos heterociclos de nitrégeno de 5 o 6 carbonos, los méas
comunes de estos heterociclos son piperazina y pirrolidina. La posicion 8 se considera que
afecta la configuracion estérica de la molécula base, al igual que la posicion 5, un grupo
halégeno incrementa la actividad contra anaerobios y la adicion de nitrégeno, grupos metilo

0 metoxilo incrementan la actividad (Peterson, 2001).

A pesar de que ciertos sustituyentes, como los mencionados anteriormente, pueden producir
importantes cambios en la actividad biologica 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

A través de los afios las quinolonas han sido clasificadas de distintas maneras, por ejemplo,
se les conoce como fluoroquinolonas a todas las que presentan un grupo fldor en la
posicion 6, sin embargo, la manera mas comun de clasificarlas es dentro de cuatro

generaciones en funcion de su desarrollo y actividad antibacteriana (Ball, 2000).



3.1. Primera generacion

Estd conformada por las primeras moléculas sintetizadas, como son: &cido nalidixico y
acido oxolinico (Figura 3A). Eran utilizadas en el tratamiento de infecciones de vias
urinarias causadas por la mayoria de las bacterias Gram-negativas, sin embargo, presentan
actividad nula contra organismos Gram-positivos, anaerobios y contra P. aeruginosa. Una
caracteristica de esta generacion fue un rapido desarrollo en el nimero de organismos

resistentes (Emmerson y Jones, 2003).

3.2. Segunda generacion

La segunda generacion de quinolonas ha estado disponible desde mediados de 1980 y fue
responsable de un enorme cambio en el tratamiento clinico. Con estos agentes se
incremento la actividad contra organismos Gram-negativos con respecto de la primera
generacion; adicionalmente, infecciones por P. aeruginosa en nifios con fibrosis quistica
pudieron ser tratadas oralmente con quinolonas de la segunda generacion (Ball, 2000). La
principal desventaja de los antibidticos de esta generacion fue su limitada actividad en
organismos Gram-positivos. En esta generacién se encuentran, por ejemplo, norfloxacina y
ciprofloxacina, siendo ésta Gltima una de las quinolonas mas empleadas en el tratamiento
contra bacterias Gram-negativas como P. aeruginosa (Emmerson y Jones, 2003) (Figura

3B).

3.3. Tercera generacion

La tercera generacién de quinolonas se caracteriza por la presencia de heterociclos de
nitrégeno en la posicién 7, encontrando entre estas moléculas a gatifloxacina vy

levofloxacina (Figura 4A). Estas modificaciones tuvieron como consecuencia el
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Figura 3. Primera y segunda generaciones de quinolonas. (A) Se muestran moléculas de
la primera generacion: (1) &cido nalidixico y (2) acido oxolinico; y (B) de la segunda

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



incremento de la actividad contra bacterias Gram-positivas como Streptococcus
pneumoniae y una alta efectividad en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias
anaerobias, ademés de conservar la actividad contra organismos Gram-negativos (Andriole,

2005).

3.4. Cuarta generacion

Las quinolonas de la cuarta generacion se caracterizan por su alta potencia contra
organismos anaerobios y un incremento en la actividad contra S. pneumoniae, ademas de
conservar las caracteristicas de las generaciones anteriores (Andriole, 2005). Moléculas
como gemifloxacina y moxifloxacina forman parte de esta generacidn, siendo éste ultimo
uno de los antibidticos mas empleados en el tratamiento de enfermedades del tracto
respiratorio como la neumonia e infecciones en pacientes con fibrosis quistica

(Beisswenger y col., 2014) (Figura 4B).

4. Mecanismo de accion de las quinolonas

Para ejercer su mecanismo de accion, las quinolonas son transportadas al interior de la
célula bacteriana mediante difusion simple (Jacoby, 2005). El mecanismo de accion de las
quinolonas consiste en la inhibicion de dos enzimas claves para la replicacion, transcripcién
y reparacion del DNA de la célula bacteriana, la DNA girasa y la topoisomerasa 1V (Figura
5) (Drlica y col., 2009). Ambas enzimas pertenecen a la familia de topoisomerasas tipo 1A
y estan compuestas de dos subunidades. Las subunidades de la DNA girasa son GyrA de 97
kDa, codificada por el gen gyrA, y GyrB de 90 kDa, codificada por gyrB. Para la
topoisomerasa tipo 1V, las subunidades correspondientes son ParC de 75 kDa y ParE de 70

kDa, codificadas por los genes parC y parE, respectivamente. Ambas enzimas tienen
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Figura 4. Tercera y cuarta generaciones 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.



Superenrollamiento Superenrollamiento
DNA Relajado

negativo positivo
DNA DNA
girasa girasa
S S
—_— <
Topo IV Topo IV

TTopo v

Cromosomas entrelazados
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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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estructuras muy similares, excepto por el dominio C-terminal de las proteinas GyrA y ParC
(Champoux, 2001). Las dos topoisomerasas 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 la topoisomerasa IV
introduce superenrollamientos positivos avanzando detrds de la horquilla de replicacion,
ademaés de ser responsable de la segregacion de los cromosomas (Figura 5) (Redgrave y

col., 2014).

Las topoisomerasas tipo IlA introducen un par de cortes en la cadena sencilla de DNA,
uniéndose covalentemente al extremo 5° formando un complejo DNA-topoisomerasa, lo
cual relaja el superenrollamiento del DNA (Kampranis y col., 1998). Las quinolonas se
unen rapidamente al complejo atrapando a la topoisomerasa en el DNA, lo que da como
resultado la inhibicién de la replicacion del DNA (Figura 6). Este nuevo complejo ternario,
DNA-Topoisomerasa-Quinolona, bloquea el movimiento de la horquilla de replicacién y de
los complejos transcripcionales, inhibiendo el crecimiento bacteriano; no obstante, es
reversible si se remueve la quinolona, ya sea por la adicion del agente quelante EDTA o por
un tratamiento térmico. En los sistemas in vitro, cuando la DNA girasa es el blanco, la
inhibicidén ocurre en minutos (Heddle y Maxwell, 2002) mientras que si el blanco es la
topoisomerasa IV la inhibicién ocurre lentamente (Khodursky y col., 1998). La inhibicion
rapida de la sintesis de DNA es reversible y por lo tanto no puede ser la causa inminente de
la muerte celular que puede ocurrir mediante dos vias: i) una que se puede bloquear
mediante el uso de un inhibidor de la sintesis de proteinas, como el cloranfenicol (Cm), y
en condiciones de anaerobiosis (Figura 6), la cual es caracteristica de la primera

generacion de quinolonas, y ii) la segunda via que es activa en presencia de cloranfenicol y
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Figura 6. Representacion esquematica de la accién de las quinolonas. (a) Unién de la
topoisomerasa con el DNA y formacion del complejo DNA-Topoisomerasa; (b) union de la
quinolona y formacion del complejo DNA-Topoisomerasa-Quinolona; (c) inhibicién de la
replicacion que conduce a la induccion del sistema SOS y a la filamentacién 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 aerdbicas; (f) fragmentacién letal del
cromosoma que no requiere sintesis de proteinas o condiciones aerobicas (modificado de

Drlicay col., 2009).

12



oxigeno (Figura 6) (Malik y col., 2006a). Para las generaciones posteriores a la primera, la
eleccion de una via depende directamente de la concentracion. La accion letal de las
quinolonas surge a altas concentraciones del antibidtico, 5 a 10 veces mas que la
concentracion minima inhibitoria, en paralelo con la fragmentacién del cromosoma (Malik
y col., 2006b). La escisién del cromosoma surge debido a la remocion del complejo
ternario, la cual puede ocurrir mediante la digestion de las topoisomerasas mediada por
proteasas o nucleasas. Una vez que la fragmentacion del cromosoma comienza, las especies
reactivas de oxigeno (ROS) que se generan serdn las responsables de la muerte celular

(Figura 6)

5. Resistencia bacteriana a quinolonas

El uso exitoso de cualquier antibidtico se ve comprometido desde que es empleado por
primera vez por el potencial desarrollo de tolerancia o resistencia por parte del
microorganismo contra el que es empleado; no obstante, los antibi6ticos han revolucionado
la medicina en muchos aspectos y su descubrimiento marco el inicio de una era en la
historia humana (Davis y Davis, 2010). Debido al origen sintético de las quinolonas, se
propuso gue el unico mecanismo de resistencia que las bacterias podrian adquirir de manera
inmediata serian las mutaciones en los genes que codifican las proteinas blanco, las
topoisomerasas tipo I1A, o 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 transfiere a otra que no
es su descendiente, para el caso de las quinolonas se penso6 que esto no seria posible, ya que
el origen de los genes de resistencia a antibiéticos de origen bioldgico, son los propios

organismos productores (Hernandez y col., 2011). Hasta la fecha, los sistemas de
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resistencia a quinolonas pueden dividirse en dos grandes grupos (Figura 7), i) cuando esta
codificada por genes cromosomicos, que incluyen modificaciones en los sitios blanco y
sistemas de expulsion, y ii) los codificados por genes plasmidicos, que incluyen proteinas
Qnr, sistemas de expulsion y la enzima aminoglucésido acetil transferasa modificada

[AAC(67)-Ib-cr] (Aldred y col., 2014).

5.1. Modificaciones de las moléculas blanco

Durante mucho tiempo, y conforme a lo que se habia estipulado, las bacterias reportadas
como resistentes a quinolonas contenian Gnicamente mutaciones en los genes que codifican
las moléculas blanco de dicho antibidtico (Figura 7). Las mutaciones en los genes que
codifican la DNA girasa se encontraron principalmente en cepas clinicas de P. aeruginosa,
Escherichia coli, S. aureus y Mycobacterium tuberculosis, siendo las mutaciones en gyrA
las involucradas principalmente en la resistencia (Cambau y col., 1995). Para el caso de
microorganismos Gram-positivos resistentes a ciprofloxacina, como Streptococcus
pneumoniae, los genes que codifican la topoisomerasa IV son el principal blanco; las
mutaciones se encuentran principalmente en el gen parC, no obstante, las cepas altamente
resistentes poseen mutaciones adicionales en los genes gyrA y parE (Ferrandiz y col.,
2000). La resistencia involucra sustituciones de aminoécidos en la llamada “region
determinante de resistencia a quinolonas” (QRDR, por sus siglas en inglés) la cual se
encuentra cercana al sitio activo donde la enzima se une al DNA (Heddle y Maxwell,
2002). Ademas se reportd que en una cepa de S. aureus resistente a ciprofloxacina, la
mutacion puntual (G—A) 13 pb rio arriba del coddon de inicio del gen parE disminuye la
expresion de la topoisomerasa IV sin encontrarse defectos en el crecimiento (Ince y

Hooper, 2003). Debido al efecto toxico que produce la formacion del complejo ternario
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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 concentracion
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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seguido de la fragmentacion del cromosoma (Figura 6), una disminucion en el nimero de
copias de las topoisomerasas reduciria la accion del farmaco, restringiendo la formacién de

dicho complejo y originando una resistencia relativa a quinolonas (Ince y Hooper, 2003).

5.2. Regulacion de la expresion de porinas

Para alcanzar su blanco, las quinolonas deben cruzar la pared celular y la membrana
citoplasmatica en bacterias Gram-positivas, mientras que en bacterias Gram-negativas, las
quinolonas deben atravesar una barrera externa adicional, conocida como peptidoglicano
(Jacoby, 2005). Aparentemente, las quinolonas atraviesan la membrana citoplasmatica por
difusion simple mediante porinas localizadas en la membrana externa que sirven como
canales de difusion y permiten el paso de moléculas hidrofilicas pequefias, como las
quinolonas (Figura 7) (Hooper, 2005). Las bacterias Gram-negativas pueden regular la
expresion 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 ve poco afectada
al reducir la expresién 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).

5.3. Sistemas de expulsién codificados por genes cromosdémicos

Las bacterias poseen sistemas de expulsion inespecificos, es decir, que pueden expulsar
mas de un tipo de molécula; algunos son capaces de expulsar quinolonas confiriendo asi
resistencia al reducir la concentracion intracelular del farmaco (Figura 7) (Hernandez y
col.,, 2011). Los sistemas de transporte se agrupan en superfamilias que incluyen

facilitadores mayores (MFS), sistemas que unen ATP (ABC), sistemas de resistencia,
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nodulacion y division celular (RND), proteinas pequefias de resistencia a multidrogas
(SMR) y sistemas de expulsién de multidrogas y compuestos toxicos (MATE) (Martinez y

col., 2009).

Algunos genes de S. aureus, una bacteria Gram-positiva, que codifican sistemas de
expulsion se han caracterizado y entre ellos, los mas estudiados son los que codifican las
proteinas NorA, NorB y NorC, que pertenecen a la familia MFS. Los sistemas constan de
una Unica proteina de membrana la cual se encarga de reconocer al sustrato y expulsarlo
fuera de la célula (Figura 7). Se encontrd que, en condiciones normales, la capacidad de
estos sistemas para expulsar quinolonas no es significativa; sin embargo, la sobreexpresion
de los genes que codifican a estas proteinas, si confiere resistencia considerable a
ciprofloxacina y norfloxacina, pero no a moxifloxacina (Truong-Bolduc y col., 2005,
2006). La expresion de los genes que codifican estos sistemas de expulsion esta regulada de

manera negativa por las proteinas NorG y MgrA (Truong-Bolduc y Hooper, 2007).

Un sistema de expulsion ampliamente estudiado en P. aeruginosa es MexAB-OprM que
pertenece a la familia RND y confiere resistencia a acido nalidixico y ciprofloxacina;
ademas, es capaz de expulsar bromuro de etidio, un compuesto aromatico fluorescente que
se intercala con el DNA (Xu y col., 2012). El sistema estad formado por una proteina de
membrana interna, MexB, que se conecta con una proteina de membrana externa, OprM,
mediante una proteina periplasmica denominada proteina de fusién, MexA, que se postula
que conecta a MexB y OprM. MexB es la encargada de reconocer el sustrato que se va a
expulsar y se ha reportado que cuando el gen que codifica MexB es transferido a un
organismo Gram-positivo, como Lactococcus lactis, éste es capaz de expulsar bromuro de

etidio, lo cual indica que MexB podria expulsar quinolonas por si sola (Agyie y col., 2012).
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5.4. Proteinas Qnr

Las proteinas Qnr se encontraron por primera vez codificadas en el plasmido pMG252, el
cual fue aislado de una cepa clinica de Klebsiella pneumoniae resistente a ciprofloxacina
(Martinez y col., 1998). Se determiné que la presencia del pldsmido no modifica la
concentracion intracelular de las quinolonas, sin embargo, al ser transferido a otras
bacterias Gram-negativas confirié resistencia al farmaco (Tran y Jacoby, 2002).
Posteriormente se identifico en el plasmido pMG252 un gen que se predijo codifica una
proteina de 219 aminoéacidos, la cual se nombr6 Qnr porque confiere resistencia a

quinolonas (Tran y Jacoby, 2002).

Las proteinas Qnr pertenecen a la familia de pentapéptidos repetidos, definida asi por los
cinco aminoéacidos repetidos en tdndem con un motivo recurrente [Ser, Thr, Ala o Val]
[Asp o Asn] [Leu o Phe] [Ser, Thr o Arg] [Gly] (Vetting y col., 2006). Aunque han sido
identificadas mas de 500 secuencias que contienen el motivo pentapéptido repetido, se
desconoce la funcion de casi todas ellas (Vetting y col., 2006); sin embargo, es probable
que se unan a las topoisomerasas y no permitan la union de las quinolonas (Figura 7)
(Tavio y col., 2014). Una de estas proteinas que contiene un motivo pentapéptido es MchG,
encontrada en cepas de E. coli, la cual tiene un 19.6% de identidad con la proteina Qnr de
K. pneumoniae y protege a las bacterias que sintetizan microcina B17, un péptido que

bloquea la replicacion del DNA (Heddle y col., 2001).

Se han identificado también las proteinas QnrB de K. pneumoniae (Jacoby y col., 2006) y

QnrS de Shigella flexneri (Cattoir y col., 2008), por lo que la primera proteina en ser

identificada fue renombrada como QnrA (Jacoby y col.,, 2006). Finalmente, se ha
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encontrado que las proteinas Qnr se encuentran ampliamente distribuidas en bacterias

patdgenas, particularmente en enterobacterias (Xiong y col., 2011).

5.5. Sistemas de expulsién codificados por genes plasmidicos

Se han identificado hasta la fecha dos plasmidos que confieren resistencia a quinolonas
mediante la disminucién de la concentracion intracelular del farmaco mediada por sistemas

de expulsion (Figura 7).

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 familia MFS. La proteina confiere resistencia a quinolonas hidrofilicas

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

El plasmido pOLAS52 de una cepa de E. coli aislada de estiércol de cerdo, contiene los
genes 0gxA y ogxB. Estos genes codifican OgxA, una proteina de membrana interna que
pertenece a la familia RND, y OgxB, una proteina de periplasma. Las proteinas OgqxAB
confieren resistencia a ciprofloxacina y &cido nalidixico; ademas, son capaces de expulsar
bromuro de etidio, lo que sugiere que también expulsan dichos antibi6ticos (Hansen y col.,
2004). Se determind que OgxA y OgxB necesitan de una proteina de membrana externa,
como TolC de E. coli, para conferir resistencia a quinolonas, por lo que parecen funcionar
como un complejo tripartita de expulsion similar a los codificados por genes cromosémicos
(Hansen y col., 2004). Los genes 0gxA y ogxB se han identificado en aislados clinicos de E.

coli y en el cromosoma de K. pneumoniae, formando parte de un posible transposon en esta

ultima especie (Kim y col., 2009).
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5.6. Modificacion enzimatica

La capacidad de degradar quinolonas se habia descrito Gnicamente en hongos (Wetztein y
col., 1997); sin embargo, se creia que en la naturaleza no se encontrarian bacterias capaces
de introducir modificaciones enzimaticas selectivas a quinolonas, debido al origen sintético

de este antibidtico.

El primer sistema de modificacion selectiva de quinolonas descrito se encuentra codificado
en el plasmido pHSH10-2, el cual se identificd en una cepa clinica de E. coli resistente a
ciprofloxacina (Robicsek y col., 2006). pHSH10-2 posee el gen gnrA; sin embargo, el nivel
de resistencia conferido por el plasmido fue cuatro veces mayor que lo reportado
anteriormente para los genes gnr. Mediante mutagénesis por transposicion, se encontré que
pHSH10-2 posee el gen aac(6’)-lb, que codifica una enzima aminoglucésido
acetiltransferasa que proporciona resistencia a los antibidticos del grupo de los
aminoglucoésidos: kanamicina, amikacina y tobramicina (Robicsek y col., 2006). El analisis
de la secuencia del gen aac(6’)-1b reveld que se encuentra modificado en los codones 102
(Trp — Arg) y 179 (Asp — Tyr); la mutagénesis dirigida a estos codones, mostro que en
ausencia de estas mutaciones, el gen no se asocia con la resistencia a quinolonas. Se
determind mediante ensayos de acetilacion, utilizando kanamicina y ciprofloxacina como
sustratos, que la enzima puede introducir un grupo acetilo en el nitrégeno del grupo
piperazina que poseen ciprofloxacina y norfloxacina en la posicion 6 (Figura 3B) y de esta
manera reduce la afinidad de las topoisomerasas por los antibidticos (Figura 7) (Robicsek

y col., 2006).
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Il. ANTECEDENTES

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa, ampliamente distribuida en el
ambiente, incluyendo agua y suelo, asi como en asociacion con diversos organismos
vivientes (Battle y col., 2008). Esta bacteria es la mayor causa de infecciones hospitalarias
y es el patdbgeno mas cominmente asociado con la mortalidad de pacientes con fibrosis
quistica. Las infecciones causadas por este microorganismo son muy dificiles de tratar
debido a su resistencia intrinseca a diversos antibiéticos como quinolonas, B-lactamicos,
aminoglucosidos y macrolidos (Breidenstein y col.,, 2008). Las quinolonas, como
ciprofloxacina, son los antibidticos de primera eleccion en la mayoria de los paises en
desarrollo (Hoiby, 2011); sin embargo, el uso masivo de quinolonas ha tenido como
consecuencia un incremento en la resistencia de P. aeruginosa (Breidenstein y col., 2008).
El principal mecanismo de resistencia en las cepas de P. aeruginosa estd dado por
mutaciones en los genes que codifican las proteinas blanco de las quinolonas, la DNA
girasa y la topoisomerasa IV (Hernandez y col., 2011). Sin embargo, P. aeruginosa es
conocida por tener una membrana que de manera intrinseca limita la difusion; ademas, la
sobreexpresion de sistemas de expulsion, como el caso de MexAB-OprM, ocurre en

algunas cepas confiriendo resistencia a quinolonas y a otros antibi6ticos (Bearden, 2001).

Ademaés de los mecanismos de resistencia cromosémicos mencionados, en las bacterias
Gram-negativas E. coli y K. pneumoniae se han identificado sistemas de resistencia a
quinolonas codificados por genes plasmidicos, como son: proteinas Qnr, sistemas de
expulsién y la enzima aminoglucosido-acetil transferasa modificada, aac(6)-1Ib-cr (Jacoby,
2005); sin embargo, no se han reportado sistemas de resistencia a quinolonas codificados

por genes plasmidicos en P. aeruginosa (Wong y Kassen, 2011).
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El plasmido conjugativo pUMS505 fue aislado de una cepa clinica de P. aeruginosa
(Cervantes y col., 1986; Cervantes y Ohtake., 1988), Se ha determinado que al transferirse
a la cepa de P. aeruginosa PU21 confiere mayor resistencia a quinolonas con respecto a la
cepa sin el plasmido (Ramirez-Diaz y col., 2011). El plasmido pUMb505 se secuencio y se
realizd el andlisis in silico donde se identificaron 138 regiones codificantes (Figura 8)
(Ramirez-Diaz y col., 2011). pUM505 se divide en dos regiones correspondientes a islas
genomicas: Una regidn que presenta homologia con una isla de patogenicidad de cepas de
Pseudomonas, donde se encuentran genes probablemente relacionados con replicacion,
transferencia del plasmido y factores de virulencia; la segunda regidn corresponde a una
isla de resistencia a metales pesados, donde se identificaron genes de resistencia a mercurio
inorganico y a cromato (Ramirez-Diaz y col., 2011) (Figura 8). Sin embargo, no se
identificaron genes relacionados con resistencia a antibiéticos (Ramirez Diaz y col., 2011).
Adicionalmente, se identificaron 64 regiones que codifican proteinas hipotéticas

distribuidas en diferentes regiones del plasmido.

El plasmido pUM505 al transferirse a la cepa de P. aeruginosa PAOL, una cepa estandar de
laboratorio, confiere mayor resistencia a la quinolona ciprofloxacina (Figura 9) con
respecto de la cepa PAOL que no contiene el plasmido. Esto indica que genes codificados
por pUM505 confieren resistencia a quinolonas, por un mecanismo aun no reportado, en el

que podrian participar los genes que codifican proteinas hipotéticas.

Nuestro grupo de trabajo realiz6 la blasqueda de los genes del plasmido pUMS505
responsables de la resistencia a quinolonas seleccionando inicialmente los genes orf35,
orf36 y orf37 que codifican proteinas hipotéticas. El producto del orf36 tiene una probable

localizacion en la membrana, sugiriendo que la resistencia es mediante un mecanismo de
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Figura 8. Mapa genético del plasmido pUMb505. 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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expulsién. Los genes fueron clonados en el vector de expresion binario pUCP20 y
transferidos a P. aeruginosa PAO1 (Figura 10a) y a E. coli J53-2 (Figura 10b);
finalmente, debido a que el crecimiento en esta Gltima fue superior a la cepa utilizada como
control, J53-2 (pUCP20), se sugiere que los genes confieren resistencia a ciprofloxacina
(Rojas-Rojas, 2012). Este resultado sugiere que genes adicionales a los orf35-37 participan
en la resistencia en PAO1L. El objetivo de este trabajo es identificar genes adicionales a los
orf35-37 presentes en el plasmido pUM505, responsables de la resistencia a quinolonas, asi

como proponer un posible mecanismo de resistencia.
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Figura 9. Resistencia a ciprofloxacina conferida por el plasmido pUM505. Los cultivos
se crecieron en CN por 18 h a 37°C con agitacion constante. Posteriormente se midio la
absorbencia a 590 nm. P. aeruginosa PAOL (o) y P. aeruginosa PAO1 (pUM505) (e). Se
muestran barras de error estdndar de la media, n=6. (Diaz-Magafia, 2011.Tesis de

Doctorado en proceso).
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Figura 10. Susceptibilidad a ciprofloxacina de cepas de P. aeruginosa y E. coli. Los
cultivos se crecieron en CN con las concentraciones de ciprofloxacina indicadas por 18 h a
37°C con agitacion constante y se midio la absorbencia a 590 nm. (A): P aeruginosa PAO1
(pPUCP20) (o) y PAO1 (pUC_Orf35-37) (e); (B): E. coli J53-2 (pUCP20) (o) y J53-2
(pUC_Orf35-37) (e). Se muestran las barras de error estandar de la media, (A) n=4 y (B)

n=6. (Rojas-Rojas, 2012)

26



I11. JUSTIFICACION

El plasmido pUMB505 confiere resistencia a quinolonas cuando se transfiere a la cepa de P.
aeruginosa PAO1. Sin embargo, después de realizar el analisis de la secuencia de pUM505,
no se identificaron genes relacionados con la resistencia a quinolonas. Cuando se clonaron
los orf35-37 de pUMb505, éstos solo confirieron resistencia en E. coli pero no en P.
aeruginosa. Por lo tanto, en el presente trabajo se pretende identificar los genes
responsables de la resistencia a quinolonas, adicionales a los orf35-37, los cuales

probablemente codifican un sistema de resistencia constituido por genes ain no reportados.

IV. HIPOTESIS

Genes adicionales a los orf35-37 presentes en el plasmido pUM505 confieren resistencia a

quinolonas mediante un mecanismo ain no reportado.

27



V. OBJETIVOS

A) Objetivo general

Identificar los genes del plasmido pUM505 implicados en la resistencia a quinolonas.

B) Objetivos particulares

1.- ldentificar los genes del plasmido pUMS505 implicados en la resistencia a

quinolonas.

2.- Evaluar el nivel de resistencia a quinolonas conferida por los genes de pUM505

identificados.

3.- Determinar un mecanismo de resistencia a quinolonas conferido por los genes de

pUMS505.
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Transferir el plasmido pUM505
a P. aeruginosa PAO1SR

Obtener mutantes por
transposicion al azar

Seleccionar mutantes sensibles
a Ciprofloxacina

Analizar las mutantes

Amplificar y clonar los genes
identificados

Probar susceptibilidad a
quinolonas

Probar susceptibilidad a
quinolonas y a cromato

Amplificar los genes merA
y chrA

Identificar el transposon
Himarl::GmR

Probar susceptibilidad a
quinolonas

Identificar los genes
interrumpidos

Amplificar y clonar el orf131

Realizar ensayos de HPLC



1.

VIl. MATERIALES Y METODOS

Medios de cultivo

Los medios de cultivo empleados fueron los siguientes:

2.

Caldo Luria Bertani (CL). Se preparé 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 prepar6 adicionando 1.5% de agar bacterioldgico
(Bioxon) al CL.

Caldo nutritivo (CN). Se utiliz6 el medio preparado por la casa comercial Bioxon, y
su composicién es la siguiente: peptona de gelatina 0.5% Yy extracto de carne de res
0.3%.

Agar nutritivo (AN). Se prepar6 adicionando 1.5% de agar bacteriologico (Bioxon)
al CN.

Medio minimo M9 (M9): sales minerales M9 (Sigma), glucosa 20 mM, CaCl.-
2H>0 0.1 mM y MgS0s-7H20 mM (Sambrook y col., 1989) complementado con
peptona de caseina 0.1%.

Cepas empleadas

Las cepas empleadas fueron las siguientes:

1) P. aeruginosa PAO1 (Holloway, 1979). Cepa que se empled como receptora de los

plasmidos recombinantes derivados del vector pUCP20 y en pruebas de

susceptibilidad.

2) P. aeruginosa PAO1 (pUMS505). CrR, HgR, CpR, SmS. Cepa que se utiliz6 como

donadora del plasmido pUM505 mediante conjugacion.
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3) P. aeruginosa PAO1SR. SmR (Wong y Mekalanos, 2000). Cepa que se utiliz6 como
receptora del plasmido pUM505.

4) P. aeruginosa PAO1SR (pUM505). CrR, HgR, CpR, SmR. Cepa que se utiliz6 como
receptora del plasmido pFAC para la generacion de mutantes sensibles a
ciprofloxacina (Cp®).

5) E. coli S17-1 (pFAC). [recA, F, thi, pro, hsdR, RP4-2-TC::Mu’, Kn::Tn7, Tra",
TpR, ApR, GmR] (Simon y col., 1983). Cepa empleada como donadora del plasmido
pFAC, para la generacion del banco de mutantes por transposicion.

6) 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
vectores pJET1.2/Blunt y pUCP20.

7) E. coli J53 [F, lac™, met, pro’, Nal®] (Clowes y Hayes, 1968). Cepa empleada como
receptora de los plasmidos recombinantes y en pruebas de susceptibilidad.

8) E. coli J53-2 [F, met, pro, Nal®, Riff] (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:

- pUMbB05 (Cervantes y col., 1986). Plasmido conjugativo, confiere resistencia a
CrR, HgR y CpR (Fig. 8).

- pJET 1.2/Blunt (Fermentas). Vector que se utilizé para la recuperacion de productos
de PCR, confiere resistencia a ApR (Fig. 11).

- pUCP20 (West y col., 1994). Vector binario que se utilizd para la expresion de los

genes de interés, confiere resistencia a ApR y CbR (Fig. 12).
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Figura 11. Mapa del vector pJET 1.2/Blunt. Contiene el gen bla de resistencia a
ampicilina, un origen de replicacion para E. coli rep (pMB1), 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 12. Mapa del vector de expresion binaria pUCP20. Contiene el gen bla de
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 replicacién en Pseudomonas; a-lacZ, una parte del
gen que codifica la B-galactosidasa; el promotor plac y un sitio multiple de clonacién

(SMC) (West y col., 1994).

33



- pFAC (Wong y Mekalanos, 2000) (Fig. 13). Contiene el transposén Himar1::GmR,
confiere resistencia a GmR y ApR.

4. Oligonucleodtidos empleados

Se utilizaron parejas de oligonucledtidos especificos disefiados con base en la secuencia del
plasmido pUMb505 para la amplificacion de los siguientes genes: chrA, merA, orf57 y
orf131. Para la amplificacion del transposon Himarl::GmR se utiliz6 el oligonucledtido
MarIN y para la secuenciacion del gen interrumpido se utilizo el oligonucleétido MarOUT
(Wong y Mekalanos, 2000). Las secuencias de los oligos y sus caracteristicas se enlistan en

la Tabla 1.

5. Conjugacién en medio liquido

Para la transferencia del plasmido pUM505 de la cepa donadora (D) P. aeruginosa PAO1
(pUMB05) a la cepa receptora (R) P. aeruginosa PAOLSR se utiliz6 la técnica de

conjugacion en medio liquido de acuerdo al siguiente protocolo:

Se crecieron ambas cepas D y R en 4 ml de CL durante 24 h a 37°C con agitacion
constante. Se realiz6 una dilucién 1:50 en CL, la cepa D se incubd hasta alcanzar una
absorbencia de 0.5 a 590 nm y la cepa R se incubd a 42°C durante 18 h. Se hicieron
mezclas de las cepas D y R en proporciones 1:1, 1:10 y 10:1 y se incubaron durante 24 h a
37°C sin agitacion. Se realizaron diluciones de las mezclas en proporciones 1:10 y 1:100,
se sembraron 100 ul de cada dilucion en cajas con medio selectivo (AL con estreptomicina
(100ug/ml) y cloruro de mercurio (0.1 mM)) y se incubaron durante 18-24 h a 37°C. Se
seleccionaron algunas de las colonias transconjugantes obtenidas y se sometieron a pruebas

de resistencia a antibioticos para comprobar la transferencia del plasmido pUM505.
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Figura 13. Mapa del plasmido pFAC. Contiene el transposon (Tn) Himarl1::GmR tiene un
gen de resistencia a gentamicina (Gm) flanqueado por dos secuencias de repetidos
invertidos (IR). T asa, gen que codifica la transposasa. EI gen bla de resistencia a

ampicilinay OriC, origen de replicacion para E. coli (Wong y Mekalanos, 2000).
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Tabla 1. Oligonucleétidos empleados

Nombredela

Nombre Secuencia 5’3’ enzima
Dir-chrA TGGCTTCTGCAGCAAGGTGGATCGGAAACG Pstl
Rev-chrA GTTACGAGGATCCAACAACGTGAAGGCCCCG BamHlI
Dir-merA GCTGCCAATGATGGCGATATG -
Rev-merA TGACCGAAATCACCGTGAATGG -
Dir-orf57 GAACAAGGATCCGAGGGATT BamHl
Rev-orf57 CCTTTAGTGAAAGCTTGCATTTCA HindIll
Dir-orf131 CAACATGATGAATTCTACCGGAAAC EcoRl
Rev-orfl131 GAGAAATGAAGCTTGCGTTGTT Hindlll
MarIN TACGTAACAGGTTGGCTGATAAGTCG -
MarOUT CCGGGGACTTATCAGCCAACC -

Se indica en la secuencia y el sentido de los oligonucle6tidos empleados: Dir (Directo) y

Rev (Reverso). Se encuentra subrayado el sitio de corte con la enzima de restriccion que se

muestra en la columna de la derecha.
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6. Mutagénesis por transposicion al azar

Para la obtencion de mutantes de P. aeruginosa PAO1SR (pUMb505) sensibles a
ciprofloxacina se utilizé el método de mutagénesis por transposicion adaptado de Wong y

Mekalanos, (2000), de acuerdo al siguiente protocolo:

Un matraz de 125 ml con 24.5 ml con CN se inoculé con 500 ul de cultivo de la cepa
donadora, E. coli S17-1 (pFAC), crecida durante 18-24 h a 37°C con agitacion constante, y
se incubd a 37°C hasta alcanzar la fase logaritmica de crecimiento (0.6-0.8 a 590 nm). De
igual manera, un matraz con 20 ml de CN se inoculé con 500 pl de un cultivo de la cepa
receptora P. aeruginosa PAOI1SR previamente crecido durante 18-24 h a 37°C con
agitacion constante, posteriormente fue incubado durante 12-14 h a 42 °C con agitacion
constante. De ambos cultivos se tomaron alicuotas de 500 pl, 1000 pl y 1500 ul y se
centrifugaron 2 min a 12,000 rpm a temperatura ambiente, se decanto el sobrenadante y se
resuspendié en 100 pl de CN. Con los sedimentos resuspendidos se realizaron mezclas de
apareamiento (Donador:Receptor): 1:1, 1:2, 1:3, 2:1, 3:1, las cuales se depositaron sobre
filtros estériles de nitrato de celulosa (Millipore) de didmetro de poro 0.45 um previamente
colocados sobre placas con AN. Las placas se incubaron durante 18-24 h a 37°C. Cada
filtro fue suspendido en 3 ml de CN y se dejo reposar 15 min a temperatura ambiente. Se
espatularon 100 pl de las suspensiones en medio selectivo de AN con 100 pg/ml de
estreptomicina (Sm) y 30 pg/ml de gentamicina (Gm). Las placas se incubaron durante 18-
24 ha 37 °C y las colonias resultantes se sometieron a pruebas de susceptibilidad en medio

solido.

7. Pruebas de susceptibilidad en medio solido
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Se prepararon placas de AN con Gm (30 pug/ml)/Sm (100 pg/ml), HgCl> (0.1 mM),
ciprofloxacina (0.2 pug/ml) y AN sin adiciones. Se sembraron por picadura las colonias

obtenidas de la mutagénesis por transposicion al azar y se incubaron a 37°C durante 18 h.

8. Pruebas de susceptibilidad en medio liquido

De un cultivo de 4 ml de CN crecido durante la noche se tomaron 40 pl para inocular tubos
con 4 ml de CN con concentraciones crecientes de ciprofloxacina (Cp), levofloxacina (Lv)
0 HgCl>. Los tubos se incubaron 18 h a 37°C con agitacion constante y la susceptibilidad se
determiné en funcion de la turbidez de los cultivos al medir la absorbencia a 590 nm en un

espectrofotdmetro Spectronic 21, Milton Roy.

9. Purificacién de DNA total

Se recupero la pastilla celular de un cultivo crecido toda la noche, centrifugando 3 min y
desechando el sobrenadante, la pastilla se lavé en 1 ml de solucion TE (Tris-EDTA). Se
resuspendio la pastilla en 450 ul de solucion TE, se agreg6 20 ul de lisozima (20 mg/ml), se
mezclo y se incubd 30 min a 37°C. Se adicionaron 25 ul de pronasa (pronasa E o proteinasa
K, 20 mg/ml), se mezcldé e incubd 15 min a 37°C. Se agregaron 50 pl de SDS 10%, se
mezclé e incubd 15 min a 37°C. Se calentd la solucion de CTAB/NaCl (bromuro de
cetiltrimetilamonio/cloruro de sodio, 20%) a 65°C. Se adicionaron 100 pl de NaCl 5M, se
mezcld y se incubd a 65°C por 5 min. Se agregaron 80 pl de solucion CTAB/NaCl, se
mezcld y se incubd 10 min a 65°C. Se adicionaron 500 pl de cloroformo/alcohol isoamilico
(24:1), se mezcld hasta homogenizar y se centrifugd 5 min a 10000 rpm. Se transfirié la
fase acuosa y se agreg6 500 pl de fenol saturado/cloroformo/alcohol isoamilico (24:24:1),

se mezcld y centrifugd 5 min. Se transfirid la fase acuosa a otro tubo y se agregé 1 ml de
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etanol absoluto. Se mantuvo 20 min a -80 °C. Se centrifugd a 12 000 rpm durante 15 min.
Se lavd la pastilla 3 veces con etanol 70%. Se seco la pastilla y se resuspendié en 45 ml de
buffer TE, se agregaron 5 pul de RNasa y se incubd a 37°C por 15 min. Se inactivo la RNasa

a 65°C durante 15 min. Se corri6 de 2-5 ul del DNA purificado en un gel de agarosa.
10. Secuenciacion

El DNA purificado se diluyé a la concentracion adecuada y se envid para su secuenciacion

al CINVESTAV. Irapuato.

Para la secuenciacion de los fragmentos interrumpidos por el transposén Himarl::GmR se
empled el oligonucledtido MarOUT (Tabla 1) el cual estd disefiado con base en los

extremos repetidos invertidos del transposon (Wong y Mekalanos, 2000).

Las secuencias de nuclebtidos se compararon con la secuencia del plasmido pUM505

empleando el software Vector NTI Advance 11.5.2 (Life Technologies).
11. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

El procedimiento de amplificacion de los genes de interés se llevo 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 oligonucleotidos especificos, 12.5 ul de la mezcla de reaccion Master
Mix (Promega) que contiene la enzima Taq polimerasa, MgCl, y dNTPs a concentraciones
optimizadas en un volumen final de 25 pl. Para la amplificacion de los diferentes genes se

siguieron las siguientes especificaciones:
Para el transposon Himar1::GmR se empleo el oligonucledtido MarIN (Tabla 1) el cual esta
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diseflado con base en las secuencias repetidas invertidas del transposon (Wong y
Mekalanos, 2000). La mezcla se sometid a un ciclo de desnaturalizacion a 95°C por 5 min,
35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 seg, alineamiento a 56°C por 45 seg,

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

Para el caso del gen chrA, se utilizaron los oligonucleétidos Dir-chrA y Rev-chrA (Tabla
1), la mezcla se sometio a un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, 35 ciclos
de desnaturalizacion a 95°C por 30 seg, alineamiento a 58°C por 45 seg y polimerizacion a

72°C por 1.5 min, y finalmente un ciclo de polimerizacién a 72°C por 5 min.

Para el gen merA, se utilizaron los oligonucleétidos Dir-merA y Rev-merA (Tabla 1), la
mezcla se sometié a un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 30 seg, alineamiento a 60°C por 30 seg y polimerizacion a

72°C por 40 seg, y finalmente un ciclo de polimerizacion a 72°C por 5 min.

Para el orf57, se utilizaron los oligonucle6tidos Dir-orf57 y Rev-orf57 (Tabla 1), la mezcla
se sometié a un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 30 seg, alineamiento a 52°C por 30 seg y polimerizacion a

72°C por 1.5 min, y finalmente un ciclo de polimerizacién a 72°C por 5 min.

Para el orfl31, se utilizaron los oligonucleétidos Dir-orf131 y Rev-orfl31 (Tabla 1), la
mezcla se sometié a un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 30 seg, alineamiento a 50°C por 30 seg y polimerizacion a

72°C por 45 seg, y finalmente un ciclo de polimerizacion a 72°C por 5 min.

12. Electroforesis en geles de agarosa
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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) 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 cdmara de electroforesis horizontal, conteniendo TAE. Las muestras de
DNA se mezclaron con 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. El corrimiento electroforético se realizé a un voltaje constante de 125 voltios por un
periodo de 30-40 min. Posteriormente los geles se tifieron con una solucion de bromuro de
etidio al 0.01% durante 5 min y 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).
13. 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.
14. Tratamientos enzimaticos

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

continuacion:

14.1. Ligacion de los productos de PCR en el vector pJET 1.2/Blunt

41



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.
14.2. 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 reaccion se llevo a cabo a 4°C durante toda la noche.
14.3. Restriccion 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.
14.4. Desfosforilacion

El DNA de plasmidos utilizados como vectores se desfosforilé adicionando una unidad de
fosfatasa alcalina (Boehringer) por cada pmol de extremo 5 fosforilado, se incubé por una

hora a 37°C y se inactivo a 65°C por 15 min.
15. Aislamiento de DNA plasmidico por lisis alcalina

Para el aislamiento de plasmidos se utilizd el método de lisis (Adaptado de Birnboim y

Doly, 1979 e Ish-Horowics y Burke, 1981), de acuerdo al siguiente protocolo:
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Un cultivo bacteriano crecido en 4 ml de CN durante 18-20 h a 37°C con agitacion
constante se centrifugd durante 2 min a 12,000 rpm a temperatura ambiente. Se decantd el
sobrenadante, el sedimento se resuspendié en 100 pl de la solucion STE (sacarosa 50 mM,
Tris-HC1 25 mM pH 8.0 y EDTA 10 mM), y se le adicioné 20 pl 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 0.2N y SDS 1%), se mezcl6 suavemente y se mantuvo durante 10 min en hielo.
Transcurrido ese tiempo se le adiciond 300 pl de la solucion de acetato de potasio 3M pH
4.8, se mezcld ligeramente y se incubd 10 min en hielo. Se centrifug6é durante 10 min a
13,000 rpm a temperatura ambiente y el sobrenadante se transfirio a otro tubo. Se
adicionaron 500 pl de la mezcla fenol:cloroformo (1:1), se mezcld moderadamente y se
centrifugd durante 10 min a 12,000 rpm a temperatura ambiente. Se recupero la fase acuosa
superior, se le adicioné 1 ml de etanol absoluto frio y se incubd durante 20 min a -80°C.
Transcurrido este tiempo se centrifugd durante 10 min a 13, 000 rpm a temperatura
ambiente. El sedimento se lavo 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 secé a
temperatura ambiente. Se resuspendi6 la pastilla de DNA obtenida en 50 ul de agua
desionizada y estéril. Se adicion6 5 ul de RNasa y se incubdo 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.

16. Transformacion con plasmidos recombinantes

La transformacién de células competentes con plasmidos recombinantes se llevo a cabo por

el método de electroporacion.
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16.1. Preparacion de células competentes de E. coli

Para la preparacion de células competentes se crecio la cepa en 4 ml de CL a 37°C con
agitacion constante durante 18-24 h. Posteriormente se inoculé 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 colocé en hielo por 20 min y a partir de
este punto se mantuvieron siempre a una temperatura cercana a 4°C. Se centrifugo el
cultivo por 10 min a 6,000 rpm a 4°C. La pastilla celular se lavo dos veces con 40 ml de
agua desionizada, estéril y fria, centrifugando 10 min a 6,000 rpm a 4°C. Finalmente, las
celulas se resuspendieron en 2 ml de glicerol 10% estéril y frio y se almacenaron en

alicuotas de 200 pl a -80°C.

16.2. Preparacion de células competentes de P. aeruginosa y E. coli

Para la preparacion de células competentes de P. aeruginosa y de E. coli se siguio 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 bacterioldgica 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 13,000 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 resuspendié en 500 pl de agua fria desionizada estéril.

16.3. Transformacion por el método de electroporacion
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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 transfiri6
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 pug/ml de carbenicilina para P. aeruginosa)

incubandose a 37°C durante toda la noche.

17. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

Para los ensayos de HPLC la muestra se prepard siguiendo el protocolo que se describe a

continuacion.

De un cultivo crecido durante 18-24 h a 37°C con agitacion constante se realiz6 una
dilucion 1:50 en medio minimo M9, se incub6 a 37 °C con agitacion constante y se
tomaron muestras de 10 ml a intervalos. Las muestras se centrifugaron durante 5 min a
12,000 rpm. EIl sobrenadante se filtr6 con un filtro de nitrato de celulosa (Millipore) de

didmetro de poro 0.2 um. Las muestras se etiquetaron y almacenaron a -4°C.

Para procesar los extractos se utilizd el equipo Varian ProStar 410 con las siguientes
condiciones: temperatura del horno 50°C, flujo 1.5 ml/min, la longitud de onda del detector
de Ultravioleta se ajustd a 210-285 nm. Se utilizé la columna Sephasil Peptide C18 12um

ST 4.6/250. Como solvente se utilizé agua: acido fosférico (1000:0.5).
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VIll. RESULTADOS

1. Transferencia del plasmido pUMS505 a la cepa P. aeruginosa PAO1SR

Utilizando la resistencia a estreptomicina de la cepa P. aeruginosa PAOLSR como
marcador de seleccion, se realiz6 la transferencia del plasmido pUMb505 de la cepa
donadora, P. aeruginosa PAOl (pUM505), a la cepa receptora, PAOLSR, mediante
conjugacion en medio liquido como se describe en Materiales y Meétodos. De la
conjugacion se obtuvieron colonias transconjugantes de PAOL1SR (pUMb505), las cuales se
crecieron en placas de AN con HgCl; (0.1mM) y Sm (100 pg/ml) para confirmar el

fenotipo de la cepa PAOSR y el conferido por el plasmido pUM505.

Para tener mayor certeza de la transferencia del plasmido se realiz6 la amplificacion de los
genes merA y chrA de pUMS505, los productos de PCR fueron sometidos a corrimiento
electroforético en un gel de agarosa. Se observo una banda de aproximadamente 250 pares
de bases (pb) correspondiente a un fragmento del gen merA y una banda de
aproximadamente 1.5 kilobases (kb) que corresponde al gen chrA (Figura 14), tamafios

predichos por la localizacion de los oligos utilizados.

Para verificar el fenotipo conferido por el plasmido pUMS505 se realizaron pruebas de
susceptibilidad a ciprofloxacina y a cromato. Las cepas se crecieron en concentraciones de
0.0 a 1.0 pg/ml de ciprofloxacina y de 0.0 a 1.0 mM de cromato, utilizando como control
sensible la cepa PAO1SR. La cepa PAO1SR (pUM505) mostr0 mayor crecimiento en

presencia de ciprofloxacina y de cromato comparado con el control sensible (Figura 15).

2. Obtencion de mutantes sensibles a ciprofloxacina
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Figura 14. Amplificacion mediante PCR de los genes merA 'y chrA. Fotografia del gel de agarosa
gue muestran los fragmentos de los genes merA (A) y chrA (B). M, marcador de tamafio molecular
de 1 kb; carriles de 1 a 3, producto de PCR del DNA de PAO1 (pUM505), PAO1SR y PAO1SR
(pUM505) respectivamente. Las flechas de la derecha indican las posiciones de las bandas

esperadas.
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Figura 15. Susceptibilidad a ciprofloxacina y cromato de P. aeruginosa PAO1SR y PAO1SR
(pPUMB505). Los cultivos se crecieron en CN por 18 h a 37°C con agitacion constante y se les
adiciono ciprofloxacina o cromato a las concentraciones indicadas. La susceptibilidad se determiné
en funcion de la absorbencia a 590 nm. PAO1SR (o) y PAOISR (pUMS505) (e). Se muestran las

barras de error estandar de la media, n=6 (A) y n=4 (B).
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Para identificar los genes responsables del fenotipo de resistencia a ciprofloxacina, se
generd un banco de mutantes de PAO1SR (pUM505) mediante el método de mutagénesis
por transposicion al azar utilizando el transposén Himarl::GmR, como se describe en
Materiales y Métodos. Las mutantes por transposicion al azar se seleccionaron por su

capacidad de crecer en placas de AN con Gm (30ug/ml)/Sm (100ug/ml).
3. Seleccidon de mutantes sensibles a ciprofloxacina

Se generaron 12,000 mutantes por transposicién al azar, las cuales fueron sometidas a un
escrutinio para seleccionar a las mutantes sensibles a ciprofloxacina (Cp®). La seleccion se
realiz6 sembrando a las colonias por picadura en placas de AN con Gm/Sm, como
marcador de la presencia del transposon y el fondo genético de PAO1SR; HgCl. (0.1 mM),
para confirmar la presencia del plasmido pUM505 y ciprofloxacina (0.2 pg/ml), como
antibidtico de interés; finalmente se agrego una caja de AN como control positivo de
crecimiento. Se seleccionaron las mutantes que crecieron en todas las placas excepto en
ciprofloxacina. De este escrutinio se obtuvieron 12 mutantes las cuales se denominaron Cp®
y se les asigno una clave numérica (4-55, 13-23, 14-26, 35-78, 59-93, 62-25, 65-45, 79-30,

95-02, 97-44, 97-47 y 105-67).
4. Susceptibilidad a ciprofloxacina en medio liquido

Para verificar que las mutantes Cp® seleccionadas son efectivamente sensibles a Cp se
realizaron pruebas de susceptibilidad al antibidtico, ya que durante la seleccion inicial solo
se empled una concentracion del farmaco. Las mutantes Cp° se crecieron en
concentraciones crecientes de Cp utilizando como control resistente la cepa PAOLSR

(pUM505) y como control sensible la cepa PAO1SR. El resultado de las pruebas de
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susceptibilidad a Cp fue que el crecimiento de todas las mutantes fue menor, comparado
con el control resistente. El crecimiento de las mutantes 4-55, 13-23, 4-26, 79-30, 95-02,
97-44, 97-47 y 105-67 fue similar al control sensible, mientras que el crecimiento de las
mutantes 35-78, 56-93, 62-25 y 65-45 fue menor que el control sensible, por lo tanto las
mutantes seleccionadas son efectivamente sensibles a Cp, ademés, basado en este
comportamiento las mutantes se dividieron en sensibles (Figura 16A) e hipersensibles

(Figura 16B) a Cp respectivamente.

5. Amplificacion del transposén Himarl::GmR mediante PCR

Para verificar la presencia del transposén Himarl::GmR en las mutantes Cp® y poder
establecer una relacion entre la susceptibilidad a ciprofloxacina y la presencia del mismo,
se realizd la amplificacion mediante PCR a partir del DNA total de las mutantes Cp®
utilizando el oligonucle6tido MarIN. Como control positivo se utilizd6 DNA total de la cepa
E. coli S17-1 (pFAC) y como control negativo DNA total de la cepa PAO1SR (pUM505).
Los productos del PCR fueron sometidos a corrimiento electroforético en un gel de agarosa
para ser analizados. En el control positivo se observé una banda del tamafio esperado de
aproximadamente 1 kb, y para el control negativo no se observd ninguna banda (Figura
17A), lo cual nos indica que la amplificacion es especifica para el transposon
Himarl::GmR. Para el caso de todas las mutantes CpS, se observé un fragmento de
aproximadamente 1 kb (Figura 17B) lo cual nos confirma que el transposon se encuentra
presente en todas las mutantes Cp° y que existe una relacion entre la insercion del

transposon y la sensibilidad a Cp de las mutantes.
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Figura 16. Susceptibilidad a ciprofloxacina de las mutantes CpS. Los cultivos se crecieron en
CN por 18 h a 37°C con agitacién constante a las concentraciones de ciprofloxacina indicadas y se

midi6 la absorbencia a 590 nm. PAOISR (o), PAOISR (pUMS505) (o). (A) Mutantes sensibles:
CpS: 4-55 (A), 13-23 (V), 14-26 (), 79-30 (<), 95-02 (), 97-44 (7+), 97-47 (+) y 105-67 (X).
(B): Mutantes hipersensibles Cp®: 35-78 (m), 56-93 (1), 62-25 (A) y 65-45 (V). Se muestran las

barras de error estandar de la media, n= 3.
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Figura 17. Amplificacion del transposén Himarl::GmR. (A) Fotografia del gel de agarosa en la
que se muestran los fragmentos amplificados mediante PCR de los controles. M, marcador de
tamafio molecular de 1 kb, 1; producto de la amplificacion del DNA de E. coli S17-1 (pFAC); 2,
producto de la amplificacion del DNA de P. aeruginosa PAO1SR (pUM505). (B) Fotografia del gel
de agarosa en el que se muestran los fragmentos amplificados mediante PCR de las mutantes CpS
M, marcador de tamafio molecular de 1 kb; carriles de 1-12 mutantes Cp®. La flecha de la derecha

indica la amplificacion esperada de 1 kb.
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6. Identificacion de los genes interrumpidos por el transposén Himarl::GmR en

las mutantes CpS

Para identificar a el o a los genes responsables del fenotipo de susceptibilidad en las
mutantes Cp®, se realiz6 la secuenciacion de un fragmento de los genes interrumpidos por
el transposén Himarl::GmR en las mutantes CpS. Se utilizé el oligonucledtido MarOUT y
DNA total de las mutantes CpS. Se logré secuenciar el gen interrumpido en seis mutantes
(4-55, 12-23, 14-26, 35-78, 65-45 y 74-30) y cada una de las secuencias obtenidas se alined
con la secuencia del plasmido pUMb505 para identificar los genes responsables de la
susceptibilidad a ciprofloxacina. Se encontré6 que la insercion del transposon en las
mutantes Cp® ocurrid en diferentes genes que estan distribuidos principalmente en la isla de
resistencia a metales de pUM505 formando dos posibles operones, uno conformado por los

orf57, orf58 y orf59 y otro por los orf85, orf86 y orf87 (Figura 18).
7. Anadlisis in silico de las secuencias los genes interrumpidos en las mutantes Cp®

Para determinar si los genes interrumpidos en las mutantes CpS se parecen a genes ya

reportados se realizé una busqueda tipo Blast.

En el posible operon comprendido por los orf57, orf58 y orf59, se encontrd que los tres
genes presentan identidad con integrasas/recombinasas, sin embargo, el orf58 ademés de
presentar un porcentaje relativamente bajo de identidad (33%), no presenta un dominio
conservado relacionado con esta funcion (Tabla 2). Ademas, se identificé una probable
region promotora localizada 45 pb de bases rio arriba del coddn de inicio del orf57 y no se

identificd ningln otra regién promotora rio arriba de los orf58 y orf59.

En el posible operdn constituido por los orf85, orf86 y orf87, se encontrd que los tres genes
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pUM505
123 kb

138 regiones codificantes

orf87 orf86 , 185 orf59

Figura 18. Posicion de los genes identificados en el mapa genético del plasmido pUMS505.
Esquema del mapa genético del plasmido pUMS505 indicando donde se localizan los genes

interrumpidos en las mutantes Cp® (Modificado de Ramirez-Diaz y col., 2011).
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Tabla 2. Funciones predichas para los productos de los genes interrumpidos en las

mutantes Cp®

<2 . Dominios Identidad
Mutante Gen Funcion Organismo
conservados (%)
|
12-23 xerC! Integrasa Pseudomonas putida ntegra.sa/ 95
Recombinasa
4-55/14-26  Orf58 Integrasa Burkholderia sp - 33
R . o . R .
S xerC? ecomblnfa§a sitio 9 G : e.zcombln’a.sa 99
especifico sitio especifico
Proteinade
- Orf85 Cupriavid N terizad 45
rf8 membrana upriavidus sp o caracterizado
Proteina , .
- Orf86 . ,I . P. aeruginosa No caracterizado 100
hipotética
35-78/65-45 orf87 Lipoproteina P. aeruginosa PA7 No caracterizado 38

lorfs57
20rf59

El alineamiento de las secuencias obtenidas en las mutantes Cp® se realizé con el software Vector
NTI Advance 11.5.2.

Base de datos consultada en: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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presentan un dominio conservado no caracterizado. Los orf85, y orf87 presentan identidad
con proteinas de membrana, sin embargo, para orf86 no se encontrd identidad que no sea la
de una proteina hipotética (Tabla 2). Ademas, se identificé una region promotora 222 pb
rio arriba del coddn de inicio del orf87 y no se identifico ninguna otra region promotora rio

arriba de los orf86 y orf85.

De las secuencias de ambos operones se realizd un andlisis in silico para conocer la
probable localizacion intracelular, si presentan probables segmentos transmembranales y la
basqueda de péptido sefial de las proteinas codificadas por ese grupo de genes. El andlisis
se llevo a cabo con los programas SOSUI y TOPPRED. Las tres proteinas codificadas por
el operdn donde se localizan los genes xerC presentan localizacién citoplasmatica y son
proteinas solubles y, aunque la prediccion es que presentan segmentos transmembranales,
no muestran péptido sefial. EI anélisis del operén 85-87 predice que las proteinas
codificadas por los orf85 y orf86 podrian estar localizadas en el periplasma mientras que la

proteina codificada por orf87 podria localizarse en la membrana externa.

8. Clonacion del gen xerC del plasmido pUM505

El gen xerC (orf57) fue identificado en las mutantes Cp® obtenidas mediante transposicion
al azar. Para comprobar que el gen xerC esta relacionado con el fenotipo de susceptibilidad
al antibidtico en la mutante CpS, se clond el gen y se transformd con en el plasmido

recombinante la mutante interrumpida en dicho gen.

Siguiendo el procedimiento descrito en Materiales y Métodos se realizo la amplificacion y
clonacion del gen xerC. Con la finalidad de verificar la correcta ligacion del gen xerC en el

vector pJET 1.2/blunt se realiz6 la digestion con la enzima de restriccion Hindlll y se
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obtuvieron los fragmentos de los tamarfios esperados de aproximadamente 4.0 y 0.26 kb

(Figura 19).

9. Subclonacion del gen xerC en el vector pUCP20

Con la finalidad de complementar la mutante afectada en el gen xerC (Cp° 13-23), se
realizo la subclonacién del gen xerC en el vector de expresion binaria pUCP20. Para ello se
realizo la digestion del pldsmido pJET_xerC con las enzimas de restriccion BamHI vy
Hindlll, liberando el inserto y de esta manera poder dirigir la ligacién del gen xerC en el
vector pUCP20 de acuerdo al método descrito en Materiales y Métodos. Se obtuvo el
plasmido recombinante pUC_xerC (Figura 20A), el cual se utiliz6 para transformar células
competentes de E. coli JM101. Con la finalidad de verificar que la subclonacion del gen
xerC en el vector pUCP20 se llevé a cabo de manera adecuada, se realiz6 lo digestion con
la enzima de restriccion Xhol y de acuerdo al corrimiento electroforético se obtuvieron las
bandas del tamafio esperado, de aproximadamente 4.7 y 0.5 kb (Figura 20B). Se realiz0 la
transferencia del plasmido pUC_xerC mediante electroporacién a células competentes de la

mutante CpS 13-23 afectada en el gen xerC.

10. Pruebas de susceptibilidad a ciprofloxacina en la mutante CpS complementada

Para comprobar si el gen xerC estd relacionado con el fenotipo de susceptibilidad
observado en la mutante CpS 13-23, la cual fue nombrada xerC", se realizaron los ensayos
de susceptibilidad al antibiético en medio liquido de la mutante complementada con el gen
xerC silvestre. Se utilizO como control resistente la cepa PAO1ISR (pUM505) y como

control sensible la cepa Cp® xerC™ (pUCP20).
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Figura 19. Clonacion del gen xerC en el vector pJET 1.2/Blunt. A. Mapa genético del plasmido
pJET_xerC. Se muestran los sitios de corte de la enzima de restriccion Hindlll y su posicion entre
paréntesis. B. Gel de agarosa donde se muestra el producto de PCR del gen xerC; M, marcador de
tamafio molecular de 1 kb; P, producto del PCR del gen xerC; se muestra la banda de
aproximadamente 1.3 kb. C. Digestion enzimatica del plasmido pJET xerC. M, marcador de
tamafio molecular de 1 kb; D, producto de la digestion con la enzima de restriccion HindlIl; en el

lado derecho se muestran las bandas del tamafio esperado de aproximadamente 4.0 y 0.26 kb.
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Figura 20. Subclonacion del gen xerC en el vector pUCP20. A. Mapa genético del plasmido
pUC_xerC; se muestran los sitios de corte de la enzima de restriccion Xhol. B. Gel de agarosa
donde se muestra la restriccion con la enzima Xhol, M, marcador de tamafio molecular de 1kb; D
producto de la digestion con Xhol. A la derecha se muestran las bandas del tamafio esperado de

aproximadamente 4.7 y 0.5 kb.
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En las pruebas de susceptibilidad a Cp, se observo que el crecimiento de la mutante
complementada Cp® xerC™ (pUC_xerC) se increment6 con respecto del control sensible y se

comport6 de manera similar al control resistente (Figura 21).

11. Andlisis del orf131 del plasmido pUM505

Se realizé un analisis de la secuencia del plasmido pUM505 vy se identifico que el orf131
muestra similitud con una enzima aminoglucésido fosfotransferasa de Mycobacterium
smegmatis. Debido a que se encuentra reportada que la enzima aminoglucosido
acetiltransferasa Aac(6)-1b-cr confiere resistencia a quinolonas (Robicsek y col., 2006), se

decidio realizar un andlisis mas detallado.

El analisis tipo Blast mostrd que la proteina codificada por el orf131 muestra similitud con
porcentajes altos (100% o cercanos) con proteinas hipotéticas y con un porcentaje de 40%
de similitud en una region de 42 aa con la enzima aminoglucésido fosfotransferasa de
Mycobacterium smegmatis. Ademas, se encontrd que el orf131 origina probablemente una
proteina soluble de localizacién citoplasmatica (Tabla 3). El tamafio de la probable
proteina codificada por el orf131 es de 65 aminoécidos mientras que el de la proteina de M.
smegmatis es de 225 aminoacidos (Tabla 3). Debido a la gran diferencia de tamafios nos
dimos a la tarea de identificar proteinas pertenecientes a la familia de las aminoglucésido
fosfotransferasas con menor tamafio, encontrando a la proteina aminoglucdsido
fosfotransferasa (APH-11b) de P. aeruginosa M18 de 79 aminoacidos, que confiere
resistencia a los aminoglucdsidos gentamicina y kanamicina (Wu y col., 2011). Se realizé
un alineamiento utilizando el programa ClustalW y se encontré que la proteina codificada

por el orf131 del plasmido pUM505 tiene una identidad de tan solo 18% y una similitud de
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Figura 21. Susceptibilidad a ciprofloxacina de la mutante Cp® xerC- complementada con el
gen xerC de pUM505. 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) (o), Cp® xerC™ (pUCP20) (o) y Cp® xerC™ (pUC_xerC) (®) Se muestran las barras de

error estandar de la media, n=4.
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Tabla 3. Analisis in silico de la proteina codificada por el orf131

Tamano Similitud Localizacion
(%) celular

Proteina Funcion Organismo

(EE)

Aminoglucdsido Mycobacterium

Orf131 85 fosfotransferasa smegmatis

40 Citoplasma

ElI andlisis se realizd en los servidores: http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi;

http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/ y http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py?#forms::toppred.
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por el orf131 del plasmido pUM505 tiene una identidad de tan solo 18% y una similitud de
26% con la proteina de P. aeruginosa M18 (Figura 22). Sin embargo, la busqueda de
residuos cataliticos conservados mostré que la proteina codificada por el orfl31 contiene
dos de los ocho residuos conservados identificados en la proteina APH (lIb), la Gly de la
posicion 7 y la lle de la posicion 26 (Figura 22). Aunque la similitud e identidad son bajas
la presencia de residuos cataliticos conservados nos indican que la proteina podria ser

funcional.

12. Clonacién del orf131 del plasmido pUM505

Debido a que el orf131 codifica una probable aminoglucosido fosfotransferasa, que podria
conferir resistencia a quinolonas, éste se clond y se realizaron pruebas de susceptibilidad a

quinolonas.

12.1. Clonacion del orf131 en el vector pJET 1.2/blunt

Siguiendo el procedimiento descrito en Materiales y Métodos se realizd la amplificacion
del orf131 mediante PCR y se obtuvo un fragmento de aproximadamente 378 pb. Se realiz6
la ligacion en el vector de recuperacion de fragmentos de PCR pJET 1.2/blunt y se obtuvo
el plasmido recombinante pJET orfl31 que se emple6 para transformar células
competentes de E. coli JM101 como se describe en Materiales y Métodos. Con la finalidad
de verificar la correcta ligacion del orf131en el vector pJET 1.2/blunt se realiz6 la digestion
con las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll y se obtuvieron los fragmentos de los

tamarios esperados de aproximadamente 2.9, 0.35y 0.27 kb (Figura 23).

12.2.  Subclonacion en el vector pUCP20
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Figura 22. Alineamiento de la secuencia de la proteina codificada por el orf131 con la enzima
aminoglucosido fosfotransferasa de P. aeruginosa M18. Se muestran con asteriscos (*) los
residuos cataliticos conservados de la APH (llb). Encerrados con un cuadrado se muestran los

residuos cataliticos conservados de la proteina codificada por el orf131.
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Figura 23. Clonacion del orf131 en el vector pJET 1.2/Blunt. A. Mapa genético del plasmido
pJET_orf131. Se muestran los sitios de corte de las enzimas de restriccion EcoRI1 y Hindlll. B. Gel
de agarosa donde se muestra el producto del PCR del orf131; M, marcador de tamafio molecular de
1 kb; P, producto del PCR del orfl31; se muestra la banda de aproximadamente 378 pb. C.
Digestion del plasmido pJET_orf131 con las enzimas de restriccion EcoRI y HindlIl. M, marcador
de tamafio molecular de 1 kb; D, producto de la digestién con las enzimas de restriccion; en el lado

derecho se muestran las bandas del tamafio esperado de 2.9, 0.35y 0.27 kb.
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Con la finalidad de realizar pruebas de susceptibilidad a quinolonas tanto en E. coli como
en P. aeruginosa, se realizo la subclonacion del orfl31 en el vector de expresion binaria
pUCP20. Para ello se realizo la digestion del plasmido pJET orf131 con las enzimas de
restriccion EcoRI y Hindlll, liberando el inserto y dirigiendo la ligacion del orf131 en el
vector pUCP20 de acuerdo al método descrito en Materiales y Métodos. Se obtuvo el
plasmido recombinante pUC orf131 (Figura 24A), el cual se utilizd para transformar
celulas competentes de E. coli JM101, como se describe en Materiales y Métodos. Con la
finalidad de verificar que la subclonacién del orf131 en el vector pUCP20 se llevo a cabo
de manera adecuada, se realiz6 lo digestion con la enzima de restriccion Kpnl. Se
obtuvieron las bandas del tamafio esperado, de aproximadamente 4.2 kb; ademas, se realiz6
la digestion del vector pUCP20 con la enzima Kpnl y se obtuvo la banda de tamafio
esperado de aproximadamente 3.8 kb (Figura 24B). De manera adicional, se secuencio un
fragmento del plasmido y se verifico que contiene el orf131. Se realizé la transferencia del
plasmido pUC_orf131 mediante electroporacion a células competentes de las cepas E. coli

J53, J53-2 y P. aeruginosa PAOL.

13. Pruebas de susceptibilidad a quinolonas de las transformantes con el orf131

Para comprobar si el orfl31 estd relacionado con el fenotipo de resistencia a Cp del
plasmido pUM505 se realizaron los ensayos de susceptibilidad al antibiético en medio
liquido de las cepas a las cuales se les transfirid el plasmido pUC_orf131. Se utilizaron

como controles sensibles las cepas J53 (pUCP20), J53-2 (pUCP20) y PAO1 (pUCP20).

En las pruebas de susceptibilidad a Cp, para las cepas J53 y PAO1 se observd que el

crecimiento de las cepas que contienen el plasmido pUC_orf131 disminuye con respecto
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Figura 24. Subclonacion del gen orf131 en el vector pUCP20. A. Mapa genético del plasmido
pUC _orf131; se muestran los sitios de corte de la enzima de restriccion Kpnl. B. Gel de agarosa
donde se muestra la restricciéon con la enzima Kpnl, M, marcador de tamafio molecular de 1kb; 1,

producto de la digestion de pUC_orf131 con Kpnl; 2, producto de la digestion de pUCP20 con kpnl.
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del control, sin embargo, en la cepa J53-2 se observo gque su crecimiento se incrementa con
respecto del control (Figura 25) , por lo tanto, el orf131 confiere resistencia a Cp cuando se
transfiere a la cepa J53-2 y susceptibilidad cuando se transfiere a las cepas J53 y PAOL.
Ademaés, para determinar si el fenotipo observado con ciprofloxacina se conserva con otra
quinolona, se realizaron pruebas de susceptibilidad a levofloxacina, una quinolona de
tercera generacion. Para la cepa PAOL se observo un fenotipo de susceptibilidad similar a
las pruebas con Cp (Figura 25), mientras que para la cepa J53-2 no se observo diferencia
con respecto al control (Figura 26), por lo tanto, el orf131 confiere susceptibilidad a

levofloxacina cuando se transfiere a la cepa PAOL.

14. Modificacion quimica de ciprofloxacina inducida por el producto del orf131

Para determinar si el producto del orfl31 produce una modificacion quimica en la
estructura de la Cp, se hicieron extractos del medio de cultivo (Medio minimo M9) donde
se crecio la cepas E. coli J53-2 (pUC_orf131) y como control la cepa E. coli J53-2
(pUCP20), ambas tratados con 0.075 ug/ml del antibidtico. A ambos cultivos se les midid
la absorbencia cada hora durante 8 horas para verificar que el crecimiento fuera similar,
finalmente los extractos se sometieron a cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC),

como se describe en Materiales y Métodos.

Como resultado del HPLC se determind que el tiempo de retencién de ciprofloxacina es de
6.5 min, como se sefiala en el cromatograma correspondiente (Figura 27A). Se muestran
dos tiempos a los cuales se realizé el muestreo, 2 y 6 horas. A las 2 horas no se observa

diferencias en el pico correspondiente a ciprofloxacina (Figura 27B), sin embargo a las 6
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Figura 25. Susceptibilidad a ciprofloxacina de las transformantes con el plasmido
pUC orfl131. Los cultivos se crecieron en CN por 18 h a 37°C con agitacion constante a las
concentraciones de ciprofloxacina indicadas y se midi6 la absorbencia a 590 nm. Se muestran las

barras de error estandar de la media. A, n=8; B, n=3; C, n=6.
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Figura 26. Susceptibilidad a levofloxacina de las transformantes con el plasmido pUC_orf131.
Los cultivos se crecieron en CN por 18 h a 37°C con agitacion constante a las concentraciones de
levofloxacina indicadas y se midid la absorbencia a 590 nm. Se muestran las barras de error

estandar de la media, n= 6.
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horas el pico correspondiente al antibidtico disminuye en la cepa transformada con el

plasmido pUC_orf131 con respecto del control (Figura 27C).

Debido a que las diferencias en los cromatogramas pueden resultar dificiles de apreciar
(especialmente en el pico de 6.5 min que corresponde a Cp), se realizé el célculo del &rea
bajo la curva de los picos de interés que son el que aparece a los 2 min, el de 4.5 min y el
de 6.5 min que corresponde a Cp y se grafico a los diferentes tiempos a los cuales se
realizaron los extractos (Figura 28). Se observa que existen diferencias en los tres picos de
interés; el pico con tiempo de retencion de 2 min tiene una area bajo la curva mayor desde
las 2 horas si se compara contra el control (Figura 28A), el pico de 4.5 min comienza a
disminuir desde las 2 horas y a las 6 horas se observa una diferencia con respecto del
control (Figura 28B), finalmente el pico correspondiente a Cp presentd una disminucién
mayor que en el caso del control (Figura 28C). El extracto de la cepa J53-2 (pUC_orf131)
presentd una disminucion en la concentracion del antibiotico, ademas los cromatogramas

presentan diferencias en otros dos picos los cuales no han sido identificados.
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Figura 27. Cromatogramas de la HPLC de extractos de las cepas de E. coli J53-2
(pUC orf131) y J53-2 (pUCP20). Se muestran los cromatogramas de (A) ciprofloxacina (0.075
ug/ml) disuelta en medio M9, donde se identifico a ciprofloxacina con un tiempo de retencién de
6.5 min. y (B) los extractos a las 2 y (C) 6 horas. Con azul se muestra J53-2 (pUC_orf131) y con

rojo J53-2 (pUCP20).
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Figura 28. Area bajo la curva. Se muestran los célculos del area bajo la curva de los picos que

corresponde a los tiempos: (A) 2 min, (B) 4.5 min y (C) 6.5min. Los calculos se realizaron a partir

de los cromatogramas de los extractos de las cepas: J53-2 (pUCP20) (o) y J53-2 (pUC_orf131) (o).
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IX. DISCUSION

Las quinolonas han sido el centro de un considerable interés tanto cientifico como clinico
desde la sintesis del primer farmaco de este grupo, el &cido nalidixico (Figura 1) (Lesher y
col., 1962). Hoy en dia ciprofloxacina es una de las quinolonas més empleadas en el
tratamiento contra bacterias Gram-negativas como P. aeruginosa (Emmerson y Jones,
2003), a pesar de que tiene mas de tres décadas en uso y del surgimiento de distintos

sistemas de resistencia bacterianos.

Los sistemas de resistencia bacteriana a quinolonas, pueden dividirse en dos grupos, los
codificados por genes cromosdmicos como son: mutaciones en los genes que codifican para
las enzimas blanco de las quinolonas (Figura 7), ADN girasa y topoisomerasa 1V, la
regulacién en la expresion de porinas (Figura 7), que impiden el ingreso del farmaco a la
célula, los sistemas de transporte (Figura 7), que son capaces de expulsar quinolonas, como
son NorA de S. aureus y MexAB-OprM de P. aeruginosa; y los codificados en genes
plasmidicos como los sistemas de transporte QepA y OgxAB (Figura 7); las proteinas Qnr
(Figura 7) que son capaces de bloquear la accion de las quinolonas y un sistema de
resistencia especifico contra dos quinolonas, norfloxacina y ciprofloxacina, la enzima
aminoglucosido acetiltransferasa [Aac(6’)-1b-Cr] (Figura 7), que acetila el nitrégeno libre

del grupo piperazil de las quinolonas antes mencionadas.

Con el surgimiento de las primeras bacterias resistentes a quinolonas, las cuales contenian
mutaciones en los genes que codifican para las proteinas blanco (Cambau y col., 1995), se
pensé que la resistencia conferida por plasmidos no seria un problema, ya que el origen de
estos genes son los organismos productores de antibidticos (Hernandez y col., 2011); no

obstante, contrario a lo que se estipulaba acerca de la resistencia a quinolonas conferida por
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plasmidos, los sistemas de resistencia de este tipo son comunes, siendo las proteinas Qnr

las que tienen una distribucién mas amplia (Xiong y col., 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 determind que cuando
se transfiere a la cepa estandar de laboratorio P. aeruginosa PAO1 confiere resistencia a
ciprofloxacina (Figura 9); sin embargo, cuando el pldsmido fue secuenciado y su secuencia
analizada (Figura 8), no se identificO ninguno de los genes de resistencia a quinolonas
reportados hasta el momento (Ramirez-Diaz y col., 2011), por lo que resultd de interés

identificar los genes responsables de la resistencia a quinolonas.

Para la identificacidn de los genes responsables de la resistencia a quinolonas conferida por
el plasmido pUMS505, se planted la generacion de un banco de mutantes por transposicion
al azar de la cepa P. aeruginosa PAO1SR (pUMS505), por lo que fue necesario realizar la

transferencia del plasmido pUM505 de la cepa PAO1 a la PAO1SR.

Se transfiri6 el plasmido pUM505 a la cepa PAOLSR y para comprobar la transferencia, se
realiz6 la amplificacion mediante PCR de dos genes presentes en el plasmido, chrA y merA,
y curvas de susceptibilidad a ciprofloxacina y a cromato. Como resultado del PCR se
obtuvieron las bandas de amplificacion correspondientes con el tamafio esperado (Figura
14) y debido a que los genes amplificados solo se encuentran en el plasmido esto asegurd
que la transferencia fue exitosa. Adicionalmente, la transferencia del plasmido confirio
resistencia a cromato y a ciprofloxacina (Figura 15) lo cual corresponde con lo reportado
anteriormente para exconjugantes de P. aeruginosa PAO1 (pUM505) (Diaz-Magafia, 2011,

Tesis de Doctorado en proceso).
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Se generaron 12,000 mutantes por transposicion al azar de la cepa P. aeruginosa PAO1SR
(pPUM505) y todas fueron analizadas para seleccionar mutantes sensibles a ciprofloxacina;
ademads, se realizaron pruebas para determinar que las mutantes poseen el fenotipo
esperado: resistencia a gentamicina, estreptomicina y mercurio. Se seleccionaron 12
mutantes Cp® y a cada mutante se le amplificd mediante PCR el transposon Himarl1::GmR
(Figura 17). La aparicion de las bandas de amplificacion indicd que el transposon esta
presente en todas las mutantes y que el fenotipo de susceptibilidad observado se debe a la
insercion del transposon en un gen relacionado con el fenotipo de resistencia a
ciprofloxacina, ya que la cepa PAO1SR (pUM505) no contiene el transposon (Figura 17) y
es resistente a ciprofloxacina (Figura 15). Ademas, se realizaron pruebas de susceptibilidad
a la quinolona en medio liquido (Figura 16). Las mutantes fueron divididas en dos grupos
por su comportamiento con respecto del control sensible (PAOLSR): i) mutantes sensibles,
las cuales se comportan de manera similar al control y ii) mutantes hipersensibles en donde
el crecimiento fue ain menor que el control sensible. De acuerdo al comportamiento
observado, todas las mutantes son sensibles a ciprofloxacina con respecto del control
resistente, la cepa PAO1SR (pUM505); sin embargo, el comportamiento diferencial con
respecto del control sensible sugiere a que existe diversidad en los genes interrumpidos en
cada mutante. Una posibilidad es que las mutantes sensibles tengan un tipo de gen
interrumpido, mientras que las mutantes hipersensibles pueden tener interrumpido un gen

diferente.

Se realizo la identificacion del gen interrumpido por el transposon en seis mutantes Cp® y
se encontré que cuatro de las mutantes clasificadas como sensibles tienen interrumpido

alguno de los genes que se encuentran formando parte de un probable operdn integrado por
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los orf57, orf58 y orf59 del plasmido pUMb505. Los genes interrumpidos fueron localizados
en la isla de resistencia a metales de pUM505 y al analizar el contexto genémico se
identifico que éstos forman parte de un probable operdn, ademas, se encontrd que los tres
genes codifican probables integrasas/recombinasas. Para el caso de las mutantes
hipersensibles se identificd que el gen interrumpido en dos mutantes Cp® es el orf87 del
plasmido pUM505. El gen se encuentra formando parte de un probable operon con los
orf86 y orf85 y aunque estos no se encontraron interrumpidos en las mutantes Cp® también
se incluyeron en el anélisis in silico. Se encontrd6 que los genes codifican probables
proteinas de membrana y debido a que las proteinas de membrana han sido relacionadas
con el transporte de farmacos, esto sugiere que los productos de los orfs 85, 86 y 87 podrian
conferir resistencia a ciprofloxacina transportando fuera de la célula al farmaco y de esta

manera reducir la concentracion intracelular de éste.

La participacion de las recombinasas/integrasas codificadas en plasmidos no ha sido
reportado anteriormente en la resistencia a quinolonas (Aldred y col., 2014), por lo que nos
dimos a la tarea de complementar a la mutante interrumpida en el orf57, debido a que es el
gen que posee el probable promotor. Se realizé la clonacion y la transformacion de la
mutante CpS13-23 afectada en el orf57 la cual denominamos xerC". Se observd en la curva
de susceptibilidad a ciprofloxacina (Figura 21) que la mutante complementada tiene un
crecimiento mayor que la mutante xerC™ lo que confirma que el gen xerC participa en la
resistencia a ciprofloxacina. Sin embargo, el crecimiento de la cepa complementada con
respecto de la cepa empleada como control resistente, PAOLISR (pUM505), es similar y
solo difieren en las dos concentraciones superiores, donde la mutante complementada

disminuyd su crecimiento; esto puede deberse a que se necesitan los tres genes que
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conforman el oper6n para dar un fenotipo de resistencia similar al que tiene la cepa

empleada como control resistente.

La participacion de las recombinasas en el fenotipo de resistencia a ciprofloxacina podria
deberse a que las recombinasas y la topoisomerasa 1V tienen funciones similares, es decir,
ambas pueden fundamentalmente romper y unir, moléculas de DNA (Yang, 2010); ademas,
las recombinasas y las topoisomerasas pertenecen a las misma familia de enzimas, las
isomerasas. Se ha reportado que Helicobacter pylori no posee topoisomerasa IV, sin
embargo, posee el gen xerH que codifica una recombinasa (Debowski y col., 2012). Debido
a que la topoisomerasa IV encargada de separar los cromosomas unidos que surgen al final
de la replicacion del DNA circular (Champoux, 2001), un fallo en esta enzima resulta letal
para la célula debido a que ocurriria un fallo mitético al no separarse los cromosomas; sin
embargo, en H. pylori esta funcién se suple por la accion de una recombinasa (Debowski y
col., 2012). En nuestro modelo de estudio, P. aeruginosa, la topoisomerasa IV es inhibida
por la accién de la ciprofloxacina, sin embargo, al transferir el plasmido pUM505, que
codifica a la recombinasa XerC, aquel confiere resistencia probablemente al suplir la

funcion de la topoisomerasa IV (Figura 29).

Debido a que las bases de datos se actualizan dia con dia, se realiz6 un nuevo analisis de la
secuencia del plasmido pUM505 con la intencion de encontrar algun cambio en los reportes
gue se habian dado anteriormente para los genes que codifican proteinas hipotéticas. Se
encontré que el orf131 muestra similitud con una probable aminoglucésido fosfotransferasa
que podria estar relacionada con el fenotipo de resistencia a ciprofloxacina observado al
transferir el plasmido pUMS505 a la cepa P. aeruginosa PAOL (Diaz-Magafa, 2011. Tesis

de Doctorado en Proceso) ya que ha sido reportada una enzima aminoglucdésido
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Figura 29. Probable mecanismo de accién de la recombinasa XerC codificada por el
plasmido pUMS505. Se muestra en el esquema el mecanismo de accidn de la topoisomerasa
IV en la separacion de cromosomas entrelazados y se muestra que la recombinasa XerC de

pUMBS505 podria suplir su funcién.
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acetiltransferasa capaz de modificar quinolonas mediante la acetilacién en el nitrogeno del

grupo piperazil (Robicsek y col., 2006).

Se realizo el analisis tipo Blast de la proteina codificada en el orf131 del plasmido pUM505
y se encontr6 un porcentaje de identidad de 40% con la aminoglucosido fosfotransferasa de
Mycobacterium smegmatis. Sin embargo, la proteina de M. smegmatis es de 225
aminoacidos (aa), mientras que la codificada por el orf131 es de 65 aa, esta diferencia
provocd que el analisis Blast tuviera una cobertura del 61%. Debido a lo anterior, se
buscaron enzimas de este tipo de menor tamafio y se encontré que han sido reportadas
proteinas de esta familia con tamafios pequefios, similares a los de Orf131, como la enzima
aminoglucosido fosfotransferasa de P. aeruginosa M18 de 79 aa que confiere resistencia a
los aminoglucdsidos kanamicina, gentamicina y estreptomicina (Wu y col., 2011). Se
realiz6 el alineamiento de las secuencias de ambas proteinas y se obtuvo un porcentaje de
identidad del 18% y una similitud de 26%. Los porcentajes son relativamente bajos, sin
embargo, se ha reportado que para miembros de esta familia de proteinas, los porcentajes
de identidad son de 20-40% (Smith y Baker, 2002), por lo que un porcentaje de identidad
de 18%. Se han identificado residuos de aminoacidos que se encuentran conservados y que
se relacionan con la funcion catalitica de esta familia de enzimas. Entre ellos el dominio
HGDxxxxN, y el dominio G (F/V/L/1) IDxG(R/D), ambos relacionados con la actividad de
cinasa (Smith y Baker, 2002). Se identificaron los dos dominios conservados en la proteina
APH-11b de P. aeruginosa M18, sin embargo, en la proteina Orf131 solamente se identifico
un aminoacido conservado de cada dominio. La variacion de los residuos cataliticos que se
han encontrado conservados en otras proteinas de esta familia, si bien podria indicar que la

proteina Orf131 no es funcional o posee una funcion distinta, también puede indicar que
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ésta ha adquirido la capacidad de reconocer otro sustrato para llevar a cabo su papel de
cinasa, como en el caso de la proteina Aac(6’)-Ib-cr, donde la variacion en dos residuos le
ha dado la capacidad de conferir resistencia no sélo a aminoglucosidos, sino también a

algunas quinolonas (Robicsek y col., 2006).

La aparicion de resistencia a quinolonas mediada por genes plasmidicos no se esperaba que
apareciera tan rapido y menos aun que estuviera tan distribuida; sin embargo, desde el
primer reporte de los genes gnr (Martinez y col., 1988) y la posterior aparicion de sistemas
de expulsion codificados por genes plasmidicos, QepA (Yamane y col., 2007) y OgqxAB
(Hansen y col., 2004), se continué con la premisa de que la resistencia mediada por
enzimas, capaces de modificar quimicamente quinolonas, no seria posible. Debido a que la
resistencia a cualquier antibidtico mediante modificacion enzimatica es especifica para una
sola clase de farmaco o para un grupo selecto de farmacos de la misma familia, ya que
aparentemente existe una co-evolucion entre las enzimas y los agentes antimicrobianos en
los que actian (Robicsek y col., 2006); sin embargo, con el reporte de una enzima
aminoglucoésido acetiltransferasa capaz de conferir resistencia a aminoglucésidos y a
quinolonas (Robicsek y col., 2006), se abre una brecha en cuanto a la especificidad de esta

familia de enzimas.

Debido a lo anterior se decidio realizar la clonacién del orf131 del plasmido pUM505 en el
vector pJET 1.2/blunt y posterior subclonacién en el vector de expresion binario pUCP20
obteniendo el plasmido pUC_orf131 el cual fue transferido a las cepas de E.coli J53 y J53-2

y a P. aeruginosa PAOL para realizar pruebas de susceptibilidad a quinolonas.
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La razdn por la que se emplearon las cepas de E. coli se debe a que J53-2 es resistente a
quinolonas en comparacién con la cepa J53, ademas, 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 acompafado de otro
sistema, como el que ya posee la cepa J53-2, seria mas facil de detectar en una curva de

susceptibilidad en medio liquido.

De los resultados de las pruebas de susceptibilidad a Cp para el caso de la cepa J53-2
(Figura 25A) se observé un fenotipo de resistencia al antibitico comparado con su
respectivo control. EI cambio en el fenotipo con respecto a los controles en las curvas de
susceptibilidad nos permite afirmar que el orf131 del plasmido pUM505 participa en la
resistencia a ciprofloxacina. Sin embargo, en el resultado de la prueba de susceptibilidad

para la cepa J53 (Figura 25A) se observa un fenotipo de susceptibilidad.

Una manera de explicar los resultados obtenidos en las curvas de susceptibilidad para el
caso de las cepas de E. coli es que, la cepa J53-2 contiene una mutacion en el gen gyrA que
codifica una subunidad de la DNA girasa que la vuelve resistente a quinolonas, en
comparacion con la cepa J53 que no tiene la mutacion. La resistencia se debe a la
disminucion de la afinidad de las quinolonas por su sitio blanco. Si la proteina codificada
por el orf131 del plasmido pUM505 modifica a Cp mediante una fosforilacion, al ejercer la
quinolona su mecanismo de accion en la cepa J53-2 ésta seria ain menos afin a la unién
con la DNA girasa, debido a la mutacion que posee y a la probable modificacion del
antibidtico, lo cual se ve reflejado en el incremento de la resistencia de la cepa

transformada con el plasmido pUC_orf131 (Figura 25A), sin embargo para la cepa J53 que

82



no posee ninguna mutacion en los genes de la DNA girasa, la probable modificacion del
farmaco provoca un incremento en la afinidad de éste por su sitio blanco lo cual se observa
en el incremento de la susceptibilidad de la cepa transformada con el plasmido pUC_orf131

(Figura 25B).

El resultado de las pruebas de susceptibilidad a Cp de la cepa PAO1 (Figura 25C) fue
similar al observado en la cepa J53 (Figura 25B), en ambos casos se observa que la
transferencia del plasmido pUC_orf131 provoca un incremento en la susceptibilidad a
ciprofloxacina comparando con sus respectivos controles. En la cepa PAOL podria ocurrir
el mismo fendmeno que se cree ocurre en la cepa J53, donde la probable fosforilacion de
ciprofloxacina incrementa la afinidad del farmaco por su sitio blanco; sin embargo, no se

cuenta con una mutante en gyrA para reforzar esta hipotesis.

Debido a los resultados de las pruebas de susceptibilidad a Cp y a la informacion obtenida
del analisis in silico, en este trabajo se propone que la proteina codificada por el orf131 del
plasmido pUMS505 es capaz de modificar a Cp mediante la transferencia de un grupo
fosfato; sin embargo, se desconoce en qué posicién del antibi6tico podria llevarse a cabo
esta modificacion. La acetilacion introducida por la enzima AAC(6’)-1b-Cr se lleva a cabo
en el nitrogeno libre del grupo piperazil, que tienen libre las quinolonas ciprofloxacina y
norfloxacina (Robicsek y col., 2006); para el caso de la proteina Orf131, la fosforilacion
podria ocurrir en dos posiciones, el nitrégeno libre del grupo piperazil o el grupo carboxilo
gue poseen todas la quinolonas en la posicion 3 (Figura 2). Se decidio realizar pruebas de
susceptibilidad a levofloxacina (Lv), debido a que esta quinolona tiene blogueado el
nitrégeno del grupo piperazil con un metilo (Figura 4). Los resultados de las pruebas de

susceptibilidad mostraron un fenotipo de susceptibilidad para la cepa PAO1 (pUC_orf131)
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similar al observado anteriormente para ciprofloxacina (Figura 26B), lo que indica que la
probable modificacion de las quinolonas ocurre en el grupo carboxilo y no en el grupo
piperazil, debido a que Lv lo tiene bloqueado. Para el caso de la cepa J53-2 (pUC_orf131)
no se observo diferencia en el fenotipo comparando con el control J53-2 (pUCP20) (Figura
26A), que puede deberse a que Lv es una quinolona que ademés de tener bloqueado el
grupo piperazil, cuenta con sustituyentes diferentes a los de Cp y el efecto observado puede
deberse a que la modificacion no es suficiente para desestabilizar la union del farmaco con

su sitio blanco y debido a esto no se observa ninguna diferencia con respecto del control.

Se decidid buscar si ciprofloxacina es modificada por la proteina Orfl31 y para esto se
decidio realizar ensayos de HPLC, donde se esperaba encontrar alguna modificacion en el
pico que se identific6 como Cp con un tiempo de retencién de 6.5 min aproximadamente

(Figura 27A).

En los cromatogramas correspondientes a las dos cepas, J53-2 (pUC_orfl3l) y J53-2
(pUCP20), a las 2 h de exposicion a ciprofloxacina (Figura 27B) no se observaron
diferencias en el pico identificado como Cp; sin embargo, si se observo la apariciéon de un
nuevo pico en ambas cepas con tiempo de retencion de 2 min aproximadamente, el cual
podria ser un producto de degradacion o modificacion. Ademas, se observd que en el
cromatograma de la cepa transformada con el plasmido pUC_orf131 comienza a disminuir
un pico con tiempo de retencion de 4.5 min aproximadamente, mientras que en la cepa
control no se observo diferencia en este pico si se compara con el cromatograma de
ciprofloxacina disuelta en medio M9 (Figura 27A). Para el cromatograma de los extractos
a las 6 horas de exposicion al antibidtico (Figura 27C), se observé una disminucién en el

pico que corresponde a ciprofloxacina en la cepa J53-2 (pUC_orf131) comparada con la
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cepa control. También se observd la desaparicion casi por completo del pico con tiempo de
retencion de 4.5 min, mientras que el de 2 min se incrementé en ambas cepas. Los
resultados observados fueron confirmados al graficar las &reas bajo la curva de los tres

picos de interés (Figura 28), donde se observo que existen diferencias para los tres casos.

El pico que se identifico como ciprofloxacina con tiempo de retencion de 6.5 min presento
una disminucién en la cepa J53-2 (pUC_orfl31) comparada con la cepa control, lo cual
podria deberse a que el antibiético sufrié una modificacion por parte de Orf131. Con este
resultado Unicamente es posible considerar que hay una disminucion en la concentracion de
ciprofloxacina en el medio de cultivo; sin embargo, no es posible determinar con certeza lo
que esta pasando con el antibidtico. Para la cepa J53-2 (pUCP20) existe una disminucion de
este pico, sin embargo, no se compara con la disminucion que se presenta en el
cromatograma de la otra cepa. Esta disminucion podria deberse a que el antibidtico se
degrade debido al tiempo y a la temperatura a la cual se incuba, no obstante esto es sélo una

posibilidad.

Una probable explicacion del incremento del pico con tiempo de retencion de 2 min es que
sea un producto del metabolismo de las cepas, debido a que se incrementa en ambas y
parece tener una relacion con el tiempo de incubacion previo a la preparacion de los

extractos.

Con respecto del pico identificado con tiempo de retencion de 4.5 min, se observa que en la
cepa J53-2 (pUC _orfl31) comienza a disminuir a partir de las 2 h, teniendo una
disminucion drastica a las 6 h, a diferencia del pico observado en el cromatograma del

extracto de la cepa J53-2 (pUCP20) donde se muestra una ligera disminucion de este pico a
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las 2 h y manteniendo un nivel alto a las 6 h. Estos resultados podrian deberse a que existen
ligeras diferencias en el crecimiento, si el pico es un compuesto del medio de cultivo del
cual se realiz6 el extracto, es normal que la cepa que presenta un crecimiento mayor,
metabolice este compuesto rdpidamente, al grado de que no se detecte mediante HPLC,
como pasa con la cepa J53-2 (pUC_orf131), mientras que la cepa que tiene un crecimiento

ligeramente menor presente un disminucion en este pico, que aun fue detectable.

Con los resultados obtenidos es posible proponer un modelo hipotético de la probable
funcion del Orf131: Mientras que en la cepa E. coli J53 confiere susceptibilidad, debido a
que la probable modificacion incrementa la afinidad por su proteina blanco (Figura 30), en
la cepa de E. coli J53-2 confiere resistencia a ciprofloxacina debido a que modifica el

antibidtico y lo vuelve menos afin a su sitio blanco (Figura 30),
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Figura 30. Modelo del probable mecanismo de accion del Orf131 en las cepas de E.

coli J53-2 (pUC _orf131) y J53 (pUC _orf131). La cepa J53-2 (pUC_orf131) es menos afin

a la union del probable antibiético modificado por lo tanto la fragmentacidn del cromosoma

gue conduce la muerte celular es menor que en la cepa donde la unién del antibidtico es

mayor.
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X. CONCLUSION

Se identificaron dos sistemas que confieren resistencia a quinolonas en el plasmido

pUMS505:

1. Una recombinasa codificada por el orf57 que probablemente suple la funcién de la
topoisomerasa IV

2. Una enzima codificada por el orf131 que probablemente modifica al antibi6tico.
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