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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa forma parte del grupo de patdégenos causantes de la
mayor parte de las enfermedades nosocomiales y que ademas son generadores
de multiresistencia a antibidticos, denominado ESKAPE. Este patogeno
oportunista, es capaz de adquirir resistencia e incrementar su virulencia, a traves
de la transferencia horizontal de genes, mediada por elementos moéviles como
plasmidos e islas genémicas. El plasmido pUM505, fue aislado de una cepa clinica
de P. aeruginosa, posee una isla de patogenicidad que presenta una estructura
tipo mosaico, que consiste en bloques de genes relacionados en secuencia y
organizacioén a las islas PAPI-1 y PAPI-2 de P. aeruginosa PA14, un aislado clinico
altamente virulento. pUM505 fue transferido a la cepa de P. aeruginosa PAQOL, lo
que resulto, por un lado, en un incremento de cuatro veces en la virulencia y por el
otro, un aumento en el nivel de resistencia a quinolonas como ciprofloxacina,
norfloxacina y moxifloxacina. Para tratar de identificar los genes responsables de
esta resistencia, nuestro grupo de trabajo seleccion6 a los orfs 35, 36 y 37, para
determinar su papel en la resistencia a quinolonas, encontrando que estos orfs
confieren resistencia ciprofloxacina y levofloxacina, probablemente por un sistema
de expulsion, cuando son transferidos a la cepa de Escherichia coli J53-2, lo cual
no ocurre al ser transferidos a la cepa P. aeruginosa PAOL, estos resultados
sugirieron gue es necesaria la participaciéon de genes adicionales para conferir la
resistencia. En este trabajo se determiné que los orfs 35, 36 y 37 forman parte de
un operén de 9 genes que incluye a los orfs del 34 al 42, operén que tiene un
tamafio de 9,218 pb. Con base a la prediccion de estructura secundaria y
localizacion de las proteinas codificadas por los orfs del operén, se sugiere que los
productos de estos orfs podrian estar formando un sistema de resistencia a
quinolonas y de virulencia. La transferencia del operén a la cepa de E. coli IM101
mostré un nivel elevado de resistencia a un grupo de quinolonas representativas
de cada una de las etapas de desarrollo de estos antibiéticos, asi también, esta
transferencia demostr6 que el operbn es capaz de conferir virulencia.

Palabras clave: P. aeruginosa, quinolonas, multiresistencia, virulencia, operoén.
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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is part of the group of pathogens that cause most of the
nosocomial diseases and that are also generators of multi-resistance to antibiotics,
called ESKAPE. This opportunistic pathogen is capable of acquiring resistance and
increasing its virulence, through horizontal gene transfer, mediated by mobile
elements such as plasmids and genomic islands. The plasmid pUM505 was
isolated from a clinical strain of P. aeruginosa, it has a pathogenicity island that
presents a mosaic-like structure, which consists of blocks of genes related in
sequence and organization to the PAPI-1 and PAPI-2 islands of P. aeruginosa
PA14, a highly virulent clinical isolate. pUM505 was transferred to the P.
aeruginosa strain PAO1, which resulted, on the one hand, in a four-fold increase in
virulence and, on the other, an increase in the level of resistance to quinolones
such as ciprofloxacin, norfloxacin and moxifloxacin. To try to identify the genes
responsible for this resistance, our working group selected orfs 35, 36 and 37, to
determine their role in resistance to quinolones, finding that these orfs confer
resistance to ciprofloxacin and levofloxacin, probably by a system of expulsion,
when they are transferred to the Escherichia coli J53-2 strain, which does not
occur when they are transferred to the P. aeruginosa PAOL strain, these results
suggested that the participation of additional genes is necessary to confer
resistance. In this work it was determined that orfs 35, 36 and 37 are part of a 9-
gene operon that includes orfs 34 to 42, an operon that is 9,218 bp in size. Based
on the prediction of secondary structure and localization of the proteins encoded by
the orfs of the operon, it is suggested that the products of these orfs could be
forming a system of resistance to quinolones and virulence. The transfer of the
operon to the E. coli JIM101 strain showed a high level of resistance to a group of
quinolones representative of each of the developmental stages of these antibiotics,
and this transfer also showed that the operon is capable of conferring virulence. .

Key words: P. aeruginosa, quinolones, multi-resistance, virulence, operon.
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|. INTRODUCCION

1.1 Historia de las quinolonas

Las quinolonas comprenden a una familia de antibioticos sintéticos utilizados como
tratamiento de eleccidn o alternativo para una gran variedad de infecciones, tanto
en el ambito hospitalario como extrahospitalario y ademas es uno de los grupos de
antibiéticos de mayor desarrollo. El término "quinolona" se usa de forma genérica
para referirse a un grupo de agentes antibacterianos de amplio espectro de accion
qgue incluye a naftiridinas, quinolonas, quinazolinas y isotiazolquinolonas (Drlica y
col., 2009).

Cinco décadas trascendieron para que se llevara a cabo el desarrollo de este
grupo de antibidticos, sus inicios estan marcados por la busqueda de nuevos
farmacos antimalaricos, lo que condujo al descubrimiento de la 7-cloroquinolina y
al desarrollo e investigacibn de compuestos similares, como 1,8-naftiridina,
permitiendo la sintesis del acido nalidixico en 1962 (Tillotson, 1996). Sin embargo,
su uso clinico se reservo para el tratamiento de infecciones del tracto urinario
ocasionadas por bacterias gramnegativas con excepcion de Pseudomonas

aeruginosa (Emmerson y Jones, 2003).

Descubrimientos posteriores, fueron de gran importancia, ya que permitieron:
mayor comprension del mecanismo de accion, mejorar la potencia y el espectro de
actividad antibacteriana gracias a modificaciones en el nucleo naftiridina, que es la
estructura base del &cido nalidixico, la oportunidad de mejorar la farmacocinética
y farmacodinamia, asi también, una comprension clara de la relacion estructura-
actividad (Andriole, 2005).

1.2 Relacion estructura-actividad de las quinolonas

Las quinolonas han sido el centro de un considerable interés, tanto cientifico como
clinico, debido a que 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 distribucién y baja

Instituto de Investigaciones Quimico Biolégicas
MCBE Pdgina 11



incidencia de efectos adversos (Bolon, 2011); sin embargo, para lograr estas
caracteristicas se han realizado una gran cantidad de modificaciones tomando

como referencia su estructura base (Figura 1).

Las quinolonas quimicamente son estructuras biciclicas heteroaromaticas, su
estructura base incluye a un nucleo piridona-B-acido carboxilico y a un anillo
aromatico. La relacion entre la estructura quimica y la actividad biol6gica (relacion
estructura-actividad) de estas moléculas, ha motivado a la sintesis de compuestos
que posean diferentes radicales en la estructura quimica basica (Mella y col.,
2000).

En la posicidon 1, el sustituyente de mayor importancia es el grupo ciclopropil, que
combina favorables propiedades estéricas, espaciales y de interaccidn electrénica,
de esta manera, la quinolona de mayor uso clinico, ciprofloxacina, exhibe una
potente actividad sobre P. aeruginosa y enterobacterias, sin embargo, la adicion
de un grupo 2,4-difluorofenil también incrementa la potencia, especialmente contra
anaerobios. En la posicion 2, son pocas las modificaciones que se han realizado
puesto que se encuentra cerca de la unién al sitio blanco, de manera que el
sustituyente mas frecuentemente encontrado es un hidrogeno (H) (Mella y col.,
2000).

Las posiciones 3 y 4 son analizadas en conjunto dada su importancia, el acido
carboxilico en el C3 y un grupo ceto en el C4 son fundamentales para la actividad
de estos compuestos, ya que permiten la unién a su sitio objetivo, que son las
topoisomerasas bacterianas, hasta la fecha no se han reportado sustituciones que
puedan incrementar la actividad (Anderson y MacGrowan, 2003). En la posicién 5,
se han introducido sustituyentes pequefios como grupos amino, hidroxilo o metilo,
los cuales incrementan absorcion, distribucion y actividad in vitro sobre bacterias

Gram positivas (Yoshida y col., 1996).

El gran descubrimiento correspondié a la sintesis de compuestos que presentaban
los sustituyentes 6- fluoro, 7- piperazinil (norfloxacina, ciprofloxacina), los cuales

dieron origen al grupo que se ha denominado fluoroquinolonas. Una de las
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Figura 1. Estructura base de las quinolonas y funciones de cada sustituyente. Se
marcan con grupos R las posiciones mas comunmente sustituidas. Se indican los
principales procesos en los que participan las modificaciones de cada posicion

(modificado de Andersson y MacGrowan, 2003).
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primeras modificaciones fue en la posicion 6, la presencia de un atomo de flaor
incrementd mas de 10 veces su potencia y se considera que estabiliza la union
con su sitio blanco al influenciar la distribucion de cargas (Laponogov y col., 2008).
La posicidon 7 es una de las mas investigadas, representa uno de los hitos dentro
del desarrollo de antimicrobianos de esta familia, en esta posicion, los anillos
heterociclicos de cinco o seis miembros tienen una buena actividad bioldgica; por
tanto, los grupos quimicos que con mas frecuencia se utilizan en esta posicion son
piperazina y pirrolidina, la presencia de un grupo metilo en el C4 del grupo
piperazina incrementa la actividad sobre especies Gram positivas. También
destacan los sustituyentes azabiciclo que confieren una potente actividad sobre
cocos Gram positivos, patdgenos atipicos y anaerobios. En la posicion 8, la
presencia de haldgenos, en particular Cl y F, aumenta la actividad contra
anaerobios y mejora la absorcién por via oral, la adicién de nitrégeno, grupos
metilo o metoxi, incrementan su actividad antibacteriana (Mella y col., 2000).

Debe destacarse, que a pesar de que ciertos sustituyentes, como los
mencionados anteriormente, pueden producir importantes cambios en la actividad
bioldgica de la quinolona, sus caracteristicas finales derivan de la interaccion entre

cada uno de los radicales y el nacleo de estos antimicrobianos (Mella y col., 2000).
1.3 Clasificacion de las quinolonas

La forma mas comun de clasificar a las quinolonas, es dentro de cuatro

generaciones en funcion de su desarrollo y actividad antibacteriana (Figura 2).
1.3.1 Primera generacion

Esta conformada por las primeras moléculas sintetizadas: acido nalidixico y el
acido oxolinico. Son activas frente a microorganismos gramnegativos como las
enterobacterias, sin embargo, la excepcion ocurre con P. aeruginosa, presenta
una actividad nula contra organismos Gram positivos y anaerobios. Una
caracteristica que destaca de esta generacion es el rapido desarrollo de

microorganismos resistentes. (Emmerson y Jones, 2003).
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1.3.2 Segunda generacion

Ha estado disponible desde mediados de 1980 y fue responsable de un grande
cambio en el tratamiento clinico. Presenta un espectro de actividad extendido
contra organismos Gram negativos, respecto a la primera generacion;
adicionalmente, infecciones respiratorias causadas por P. aeruginosa en nifios con
fibrosis quistica pudieron ser tratadas oralmente. Una desventaja de este grupo de
quinolonas es su actividad limitada contra bacterias Gram positivas (Ball, 2000).
En esta generacion se encuentran, norfloxacina y ciprofloxacina, siendo esta
tltima la fluoroquinolona mas potente contra bacterias Gram negativas y el
tratamiento de eleccion para la infecciones ocasionadas por P. aeruginosa

(Emmerson y Jones, 2003).
1.3.3 Tercera generacion

Las quinolonas de esta generacion se caracterizan por la presencia de
heterociclos de nitrégeno en la posicion 7, poseen un espectro extendido contra
cocos Gram positivos como Streptococcus pneumoniae y alta efectividad en el
tratamiento de infecciones causadas por bacterias anaerobias y patdgenos
atipicos, conservan la actividad contra bacterias Gram negativas. Dentro de esta
generacion se encuentra levofloxacina (Alvarez y col., 2015).

1.3.4 Cuarta generacion

Esta generacion presentd multiples cambios debido a la busqueda de la mejor
combinacion entre seguridad y eficacia. Dichos cambios incluyeron la adicion de
ciclopropil en la posicion C1 y un grupo metoxi en C8, ademas, se substituyé el
atomo de fldor en C6 y piperazina o pirrolidina en C7, por lo que se les nombro
des-fluoroquinolonas (Alvarez y col., 2015). Moléculas como gemifloxacina y
moxifloxacina forman parte de esta generacion, siendo esta Ultima uno de los
antibiéticos mas utilizados en el tratamiento de enfermedades del tracto

respiratorio como la neumonia. Poseen un espectro extendido contra bacterias
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Figura 2. Quinolonas a través del tiempo. Se muestran las etapas de desarrollo de las

guinolonas, las cuatro generaciones de quinolonas a través de casi seis décadas, desde
la sintesis del 4cido nalidixico (1962) hasta el desarrollo de la nemonoxacina (2014). Se
presentan las estructuras quimicas de quinolonas representativas de las distintas
generaciones y en diferentes colores los grupos funcionales caracteristicos de cada

quinolona (modificada de Emmerson y col., 2003).
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anaerobias vy atipicas, asi como frente a cocos Gram positivos (Beisswenger y
col., 2014).

1.4 Mecanismo de accién de las quinolonas

El mecanismo de accion de las quinolonas consiste en inhibir dos enzimas claves
para la replicacion, transcripcion y reparacion del DNA de la célula bacteriana: la
DNA topoisomerasa Il o también llamada DNA girasa y la topoisomerasa 1V, las
cuales pertenecen a la familia de topoisomerasas IIA y el nlacleo de su funcion
enzimatica radica en reacciones de escision y ligadura, que modulan el estado
topologico del DNA (Aldred y col., 2014). Ambas enzimas se componen de dos
subunidades y funcionan como heterotetrdmeros, las subunidades de la DNA
girasa son GyrA y GyrB, en el caso de la Topoisomerasa IV son ParC y ParE en
especies Gram negativas y GrlA y GrIB en especies Gram positivas (Aldred y col.,
2014).

Estas enzimas presentan similitudes estructurales y mecanicas, sin embargo,
funcionan de forma diferente. La girasa Il introduce superenrollamientos negativos
en el ADN, es principalmente responsable de eliminar el estrés torsional que se
acumula frente a las horquillas de replicacion y los complejos de transcripcion.
(Aldred y col., 2014). Por otro lado, la topoisomerasa IV introduce
superenrollamientos positivos avanzando detras de la horquilla de replicacion,
también puede introducir superenrollamientos negativos y su funcion principal es
eliminar los nudos que se acumulan en el cromosoma bacteriano como resultado
de los procesos celulares fundamentales y es responsable de la segregacion de

los cromosomas (Redgrave y col., 2014) (Figura 3).

Para ejercer su mecanismo de accion, las quinolonas son transportadas al interior
de la célula bacteriana mediante difusion simple (Jacoby, 2005). Una vez dentro,
generan un par de cortes en la cadena sencilla de DNA y se unen covalentemente
al extremo 5  recién generado formando un complejo de escision DNA-

topoisomerasa, lo cual relaja el superenrollamiento del DNA (Drlica y col., 2009)

Instituto de Investigaciones Quimico Biolégicas
MCBE Pdgina 17



Superenrollamiento Superenrollamiento

negativo DNA relajado positivo
DNA DNA
girasa girasa
< B
—_— N
Topo IV Topo IV

T Topo IV

Cromosomas entrelazados

Figura 3. Accién de las topoisomerasas tipo Il sobre el ADN. El control del
superenrollamiento por topoisomerasas tipo Il en bacterias. El superenrollamiento es una
medida de cuan sobre o sub-enrollada estad la doble hélice y es necesaria para el
empaguetamiento del cromosoma bacteriano dentro de la célula y para aliviar el estrés

torsional resultante de la replicacion del ADN (modificado de Redgrave y col., 2014).
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(Figura 4). Las quinolonas se unen de forma rdpida a este complejo a través de
una interaccion iénica, en la que participa un ion Mg no catalitico que es quelado
por los grupos ceto y carboxilo de los C3 y C4 de la quinolona, el ion metélico es
coordinado por cuatro moléculas de agua, dos de ellas situadas lo suficientemente
cerca para formar enlaces de hidrégeno con las cadenas laterales de los residuos
acidos y de serina de la topoisomerasa (Wohlkonig y col., 2010) (Figura 5).

La formacion de este complejo ternario DNA-topoisomerasa-quinolona bloquea el
movimiento de la horquilla de replicacion y de los complejos transcripcionales,
inhibiendo el crecimiento bacteriano, este proceso, es reversible si se remueve la
quinolona, ya sea por accion del agente quelante EDTA o por tratamiento térmico
sin embargo, al no revertirse, se induce la respuesta del sistema SOS para
mejorar la capacidad de reparacion del DNA, lo que lleva a la formacion de células
filamentosas debido a la inhibiciébn de la divisién celular lo que en conjunto
ocasiona una muerte celular (Drlica y col., 2009). Las dos vias de accién de las
quinolonas que ocasionan una muerte celular rapida son: i) la via dependiente de
la sintesis de proteinas o la via sensible al cloranfenicol y en condiciones de
anaerobiosis, que es caracteristica de la primera generacion de quinolonas vy ii) la
via independiente de la sintesis de proteinas y en condiciones aerébicas; ambas
vias dan lugar a la fragmentacién del ADN cromosdmico, que surge debido a la
remocion del complejo ternario, lo cual puede ocurrir por la digestion de las
topoisomerasas mediada por proteasas o nucleasas. Una vez que comienza la
fragmentacidén del cromosoma se generan especies reactivas de oxigeno (ROS)

gue son las responsables de la muerte celular (Drlica y col., 2008).
1.5 Resistencia bacteriana a quinolonas

El descubrimiento de los antibiéticos fue un punto de inflexion en la historia de la
humanidad, puesto que han revolucionado a la medicina en muchos aspectos y se

han salvado un numero de vidas incalculable. No obstante, el uso exitoso de
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Figura 4. Representacién esquematica de la accidn de las quinolonas. (a) Unién de la
topoisomerasa con el DNA y formacion del complejo DNA-Topoisomerasa; (b) union de la
qguinolona y formacién del complejo ternario DNA-Topoisomerasa-Quinolona; (c) inhibicién
de la replicaciéon que conduce a la induccion del sistema SOS y a la flamentacion celular;

(d) fragmentacion letal del cromosoma (modificado de Drlica y col. 2009).
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Figura 5. La union de quinolona-topoisomerasa se facilita mediante una interaccion
ibnica agua-metal. La ciprofloxacina (quinolona de segunda generacion) esta coloreada
de color negro y el ion Mg? no catalitico es de color verde. Las lineas discontinuas azules
indican la esfera de coordinacion octaédrica del i6n metalico divalente que interactia con
cuatro moléculas de agua y el cetoacido C3 / C4 de la quinolona. Las lineas de trazos
rojos representan enlaces de hidrégeno entre el grupo hidroxilo de la cadena lateral de la
serina o el grupo carboxilo de la cadena lateral del residuo acido. Para mayor claridad, se
ha omitido el ADN de la imagen (modificado de Aldred y col., 2014).
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cualquier antibidtico desde que usa por primera vez, se ve comprometido por el
potencial desarrollo de tolerancia o resistencia por parte del microorganismo
contra el que es empleado (Davis y Davis, 2010). A causa del origen sintético de
las quinolonas, durante mucho tiempo se considerd, que los Unicos mecanismos
de resistencia a quinolonas podrian ser a través de mutaciones en genes que
codifican a las topoisomerasas tipo IIA o a los transportadores de membrana
(Martinez, 2009). Del mismo modo, no se conceptud la idea, de que se pudiera
adquirir resistencia mediante la transferencia horizontal de genes, ya que los
genes de resistencia a antibidticos de origen biologico, son producidos por los
propios organismos (Hernandez y col., 2011).

1.5.1 Sistemas de resistencia a quinolonas

Los sistemas de resistencia a quinolonas son divididos en dos grupos: los que son
codificados por genes cromosémicos y los que son codificados por genes

plasmidicos (Figura 6).
1.5.1.1 Codificados por genes cromosomicos
i) Modificacion de las moléculas blanco

Tras la introduccién del acido nalidixico, la primera quinolona que se utiliza
clinicamente, pronto se observo resistencia bacteriana producida por mutaciones
en uno o0 mas de los genes que codifican a los objetivos primarios y secundarios
de estos farmacos, las topoisomerasas tipo Il. La regién donde surgen estas
mutaciones, que dan lugar a sustituciones de aminoacidos y que alteran la
estructura de la proteina diana asi como su afinidad de unién, es conocida como
“regidn determinante de la resistencia a las quinolonas” (QRDR, por sus siglas en
inglés) y se encuentra muy cercana al sitio activo donde la enzima se une al DNA
(Redgrave y col., 2014).

En bacterias Gram negativas como E. coli y P. aeruginosa, la ADN girasa es el

objetivo primario de las quinolonas, aunque la topoisomerasa IV también se
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Figura 6. Resistencia bacteriana a quinolonas. Se representa una célula bacteriana

mostrando los sistemas de resistencia a las quinolonas. Los detalles de cada sistema se
describen en el texto. (1) Resistencia mediada por mutaciones en los genes que codifican
a las proteinas blanco (DNA girasa y topoisomerasa V), (2) Resistencia mediada por
genes plasmidicos, (2a) Proteinas Qnr (en amarillo) que disminuyen la unién del complejo
DNA-topoisomerasa, (2b) Aac (6")-lb-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 cromosomicos, (3a)
Disminucién de la expresion de porinas, (3b) Sistema de expulsion (tomada de Aldred y

col., 2014).
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convierte en un objetivo una vez que se muta al gen gyrA, estas mutaciones
primarias a menudo implican una sustitucion en la serina 83 o en el &cido
aspartico 87 (en E. coli) dentro de GyrA (Yoshida y col., 1990). En el caso de
bacterias Gram positivas, los genes que codifican a la topoisomerasa IV son el
objetivo primario, las mutaciones se encuentran principalmente en el gen parC,
pero las bacterias que son altamente resistentes poseen mutaciones adicionales

en los genes gyrA y parkE (Ferrero y col., 1994).

i) Regulacion de la expresion de porinas

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 (Weinstein y Hooper, 2005). Las bacterias Gram negativas pueden
regular la permeabilidad de la membrana alterando la expresion de las porinas de
la membrana externa que forman canales, como las proteinas OmpF y OmpC en
E. coli, limitando de esta manera el ingreso de las quinolonas (Choi y Lee, 2019).
La resistencia a quinolonas se ve poco afectada al reducir la expresion de los
genes que codifican las porinas Unicamente, en cambio esta resistencia se vuelve
significativa cuando se combina con mecanismos de resistencia adicionales
(Hooper, 2005).

iii) Sistemas de expulsion

Los sistemas de expulsibn o también conocidos como bombas de eflujo
bacterianos, son inespecificos, pueden expulsar a mdultiples farmacos o
compuestos toxicos, lo que reduce su concentracion intracelular, generando asi, la
resistencia bacteriana. Estos sistemas, son clasificados en las siguientes cinco
familias: sistemas que unen ATP (ABC), superfamilia de facilitadores principales
(MFS), sistemas de resistencia, nodulacion y division celular (RND), proteinas
pequefias de resistencia a multidrogas y sistemas de expulsion de multiples
farmacos y compuestos toxicos (MATE). Los sistemas ABC son relevantes en

anaerobios y bacterias Gram positivas, en el caso de las bacterias Gram
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negativas, las bombas de flujo que predominan y las mejor estudiadas pertenecen
a las familias MFS y RND, estos sistemas consisten en proteinas citoplasmaticas,
periplasmicas y de membrana externa que se asocian para formar sistemas de

expulsion tripartitas de multiples componentes (Martinez, 2009).

En P. aeruginosa, se han descrito sistemas de expulsion codificados por genes
cromosomicos, entre los que destacan: MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexCD-OprN
y MexXY, debido a su contribucién en la resistencia a antimicrobianos de aislados
clinicos. Estos sistemas de expulsion tripartita, confieren resistencia a quinolonas,
aminoglucosidos, macrolidos y a los antibidticos B-lactamicos (Aquino y col.,
2009). El sistema MexAB-OprM es la Unica bomba de flujo expresada
constitutivamente en P. aeruginosa, 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). MexAB-OprM esta constituido por una proteina que penetra
la membrana interna y desempefia un papel importante en la salida del farmaco a
través de un gradiente de protones, MexB, una proteina de membrana externa que
asegura la ruta de salida del compuesto, OprM, y de una proteina de fusion de

membrana, MexA, que conecta a MexB con OprM (Tsutsumi y col., 2019).

1.5.1.2 Codificados por genes plasmidicos

)] Proteinas Qnr

En 1998, se descubrié el primer mecanismo de resistencia a quinolonas mediada
por plasmidos (PMQR): las proteinas Qnr, las cuales se encontraron por primera
vez en el plasmido pMG252 de un aislado de Klebsiella pneumoniae
multirresistente que podia transferir un nivel bajo de resistencia al acido nalidixico,
ciprofloxacina y otras quinolonas. El gen responsable que las codifica se denomino
gnr porque confiere resistencia a quinolona, el nombre de este gen ha sido

modificado a gnrA, puesto que se han descrito alelos gnr adicionales. Hasta la
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fecha, se han descrito cerca de 100 genes que se agrupan en 5 familias distintas:
gnrA, gnrB, gnrC, gnrD y gnrS (Salah y col., 2019).

Las proteinas Qnr pertenecen a la familia de pentapéptidos repetidos, definida de
esta manera por los cinco aminoacidos repetidos en tdndem con un motivo
recurrente [Ser, Thr, Ala o Val] [Asp o Asn] [Leu o Phe] [Ser, Thr, Arg] [Gly]
(Vetting y col., 2006). Estas proteinas protegen al DNA de la accion de las
quinolonas, al unirse a ambas subunidades de la DNA girasa y de la
topoisomerasa IV en las primeras etapas de interaccion con el DNA, logrando asi
reducir la cantidad de dianas de holoenzima-DNA (Nordmann y Poirel, 2005). La
proteccion se produce a concentraciones bajas de Qnr en relacion con la

quinolona (Jacoby y col., 2014).
ii) Modificacién enzimatica por una aminoglucosido acetiltransferasa

La investigacion de un plasmido PHSH10-2 que posee el gen gnrA, proporciono
mas del nivel esperado de resistencia a ciprofloxacina, lo que condujo al
descubrimiento en 2006 de un segundo mecanismo para PMQR: la modificacion
de ciertas quinolonas por una aminoglucosido acetiltransferasa particular, aac(6”)-
Ib- cr (Jacoby y col., 2014).

El analisis de secuencia del gen aac(6”)-Ib mostr6é que se encuentra modificado en
los codones 102 (Trp -> Arg) y 179 (Asp -> Tyr), y al llevar a cabo una
mutagénesis dirigida a estos codones, se demostré que la ausencia de estas
mutaciones trae como consecuencia que el gen no se asocie con la resistencia a
qguinolonas. Su mecanismo de accion consiste en introducir un grupo acetilo en el
nitrdgeno no sustituido del anillo de piperazina que poseen ciprofloxacina y

norfloxacina en la posicion 6 (Robicsek y col., 2006).
iii) Modificacion enzimatica por CrpP

Recientemente, en nuestro grupo de trabajo se identifico el gen crpP, el cual es

capaz de conferir resistencia a ciprofloxacina, a través de un mecanismo
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enzimatico de fosforilacién dependiente de ATP, que favorece a la degradacion del
antibiotico. El gen crpP es codificado por el plasmido pUM505, aislado de un caso

clinico de P. aeruginosa (Chéavez y col., 2018).

El producto de 65 aminoacidos codificado por crpP (orf 131) muestra un 18% de
identidad de aminoacidos con wuna aminoglucdsido acetiltransferasa de
Mycobacterium semegmatis, esta enzima fosforila e inactiva los antibidticos
aminoglucésidos. El gen crpP se encuentra ampliamente distribuido en aislados de
origen clinico, y las proteinas homologas CrpP posee los aminoacidos
conservados como la Gly7, Asp9, Lys33 y Cys40. Al realizarse ensayos de
mutacion mediante fusién por PCR, se logré identificar que estos aminoacidos
conservados en proteinas CrpP, desempefian un papel esencial para el
mecanismo enzimatico. Ademas, se determiné que mutaciones en los codones
que codifican a estos aminoacidos, no ejercen actividad catalitica, por lo que no

son capaces de modificar la molécula de ciprofloxacina (Chavez y col., 2020).
iv) Sistemas de expulsion

En Japén, se identificé el gen qepA, presente en el pldsmido pHPA de una cepa
clinica E. coli C316, aislada en 2002 de la orina de un paciente hospitalizado. Este
gen codifica a la proteina de membrana interna QepA, que posee 14 segmentos
transmembranales y pertenece a la familia MFS. La proteina confiere resistencia a
quinolonas como &cido nalidixico, ciprofloxacina y norfloxacina (Yamane y col.,
2008).

En 2004, se identifico el plasmido pOLA52 de una cepa de E. coli aislada de
estiércol porcino en Dinamarca, lo que representé un nuevo sistema de expulsiéon
a multiples farmacos, puesto que, el pldsmido contiene a los genes ogxA y ogxB,
los cuales codifican a OgxA, una proteina de membrana interna que pertenece a la
familia RND, y a OgxB, una proteina de periplasma (Hansel y col., 2004). Las
proteinas OgxAB confieren resistencia a las quinolonas ciprofloxacina y acido
nalidixico, también a detergentes y desinfectantes, tales como, cloruro de
benzalconio y SDS (Liy col., 2019).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de P. aeruginosa
A finales del siglo XIX, el género bacteriano Pseudomonas fue descrito por el
profesor Walter Migula del Instituto Karlsrule, en Alemania como “Células con
organos polares. La formacién de esporas ocurre en algunas especies, pero es
raro”. Actualmente, se sabe que las cepas de Pseudomonas no producen esporas
y que probablemente lo que observé son granulos refrictiles de materiales de
reserva, el término Pseudomonas hace referencia etimolégicamente a unas “falsas
unidades o monadas” (Palleroni, 2010). En 1872, el investigador Schroeder acuna
el término “aeruginosa” al observar en ciertas condiciones de cultivo un color
verde-azulado similar al cobre oxidado a causa de la produccion de piocianina, un

pigmento soluble en agua (Hugh y col., 1964).

P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa, con forma de baston, moévil por la
presencia de un flajelo polar, pertenece a la rama de las proteobacterias, misma a
la que pertenecen las enterobacterias (Pace y col., 1997). Se encuentra
ampliamente distribuida en la naturaleza, es ubiqua en suelo y agua; pero también
puede sobrevivir en ambientes inhdspitos como son el combustible para aviones,
soluciébn de clorhexidina y jabdn, gracias a que necesita requerimientos
nutricionales minimos y es capaz de tolerar diversos medios fisicos, por ejemplo,
temperaturas elevadas y concentraciones bajas de oxigeno (Hardalo y Edberg,
1997).

Esta bacteria es un patébgeno oportunista de humanos, plantas y animales. En
humanos, es uno de los principales organismos causantes de enfermedades
nosocomiales, infecta gravemente a pacientes inmunocomprometidos e intubados-
ventilados; pero principalmente a las victimas de quemaduras y fibrosis quistica
(Lupo vy col., 2018). Es causante de neumonias, infecciones del tracto urinario y

bacteriemias (Ochoay col., 2013).
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La patogenicidad de P. aeruginosa se atribuye a la expresion de un arsenal de
factores de virulencia, o también llamados determinantes de patogenicidad, los
cuales actian a diferentes niveles durante la infeccion. Posee factores
relacionados a movilidad y adherencia como un flagelo polar y pilis tipo IV,
también es capaz de producir una cépsula extracelular de alginato, como
mecanismo de evasion para los anticuerpos y la fagocitosis de las células
inmunologicas. Tiene sistemas de secrecion especializados a través de los cuales
secreta toxinas como: ExoA, ExoT, ExoS, ExoU, y ExaY, las que pueden llegar a
inducir apoptosis. Elastasas como: LasA y LasB, encargadas de la degradacion de
fibras elasticas como elastina, colageno y fibrina lo que facilita la difusién de la
infeccion destruyendo las barreras fisicas e inhibiendo la quimiotaxis de los
monocitos. Asimismo, esta bacteria secreta piocianina, un pigmento azul-verdoso
que genera efectos pro-inflamatorios y estrés oxidativo, lo que conduce a la
necrosis del tejido respiratorio y ademas inhibe el desarrollo de organismos
competidores (Ben y col., 2011). Otro de los factores de virulencia altamente
estudiados, es el sistema Quorum sensing, un mecanismo basado en la
comunicacion intercelular que permite la adaptacién de una poblacién bacteriana a
los cambios microambientales, mediante la accién de pequefias moléculas
llamadas autoinductores o acil-homoserina lactonas (AHL) que difunden a través

de las membranas bacteriana (Paz y col., 2019).

P. aeruginosa PAOl es la cepa de referencia mas comun utilizada en
investigacién para analisis genéticos y funcionales de la fisiologia y metabolismo
de Pseudomonas, fue aislada de un paciente con otitis media. En el afio 2000, se
concluyé la secuenciacion de su genoma, la cual se encuentra disponible en

internet (www.pseudomonas.com), el analisis reporté que el genoma de esta

bacteria incluye a un Unico cromosoma circular de 6.3 millones de pares de bases

y predice 5,570 marcos de lectura abiertos (Stover y col., 2000)
2.2 Plasmido pUM505

El plasmido pUM505 fue aislado de una cepa clinica de un paciente hospitalizado

en la ciudad de Morelia, Michoacan. En el afio 2011, nuestro equipo de trabajo
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realizé la secuenciacion y analisis de la secuencia del plasmido, se encontrd, que
su secuencia de nucleotidos completa se ensambla en una secuencia circular de
ADN de 123,322 pares de bases con un contenido de G + C de 60,5%. Los
marcos de lectura abiertos (orf, por sus siglas en inglés) predichos son 138, la
mayoria de ellos codificados en la hebra de ADN complementario (75%), con
respecto al origen de replicacion predicho (oriV) (Ramirez-Diaz y col, 2011).

pUM505 presenta una organizacion genética particular en la que destacan dos
islas gendmicas que corresponden a 98 kb de plasmido total. La primera es una
isla pequefa (31 kb) que posee genes implicados en la movilidad y resistencia a
metales pesados, como cromo y mercurio. La segunda, una region grande (67 kb),
correspondiente a una isla de patogenicidad que contiene genes implicados en
virulencia, replicacion, mantenimiento y transferencia conjugativa del plasmido
(Figura 7) (Ramirez-Diaz y col., 2011).

2.3 Isla de patogenicidad

Una isla de patogenicidad (PAI) es una region gendmica particular de un patégeno
gue tiene uno o Mmas genes asociados a virulencia, los cuales han sido adquiridos
en bloque del ADN de otros organismos, especies o incluso géneros (Hacker y
Kaper, 1999). El concepto de PAI fue acuiiado a finales de la década de 1980 por
Jorg Hacker y colaboradores del grupo de Werner Goebel en la Universidad de
Wirzburg, Alemania, quienes estaban investigando la base genética de la
virulencia de enterobacterias patdgenas, especialmente E. coli Ademas, este
mismo grupo de trabajo demostr6 que la delecibn de un PAI conducia a un
fenotipo no patdégeno de la cepa 536 de E. coli, lo que sugirié que tales deleciones
son un mecanismo genético para modular la virulencia bacteriana (Knapp y col.,
1986; Hacker y col., 2000). Las PAI se adquieren e intercambian por transferencia
horizontal de genes y pueden encontrarse en especies muy divergentes, lo que

dificulta la busqueda de sus origenes (He et al., 2004).

Las PAI presentan caracteristicas particulares, entre las que se destacan las

siguientes: i) poseen uno 0 mas genes de virulencia, ii) estan presentes en los
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Figura 7. Mapa genético del plasmido pUM505 de P. aeruginosa. Las regiones
codificantes se muestran con flechas o puntas de flecha, indicando la direccion de la
transcripcion. Las posibles funciones asignadas de las proteinas codificantes se agrupan
de acuerdo a los diferentes colores mostrados en el cuadro de la derecha, indicando
también las proteinas hipotéticas. La isla de patogenicidad (PAI) se muestra con una
barra roja y la isla de resistencia a metales pesados con una barra negra. Se indica el
origen de replicacién (ori) y con barras azules las regiones relacionadas con la
transferencia, replicacion, resistencia a mercurio (Hg") y resistencia a cromato (CrF). Los
blogues de estructura de mosaico se representan como regiones de colores azul, naranja
y verde. (Modificado de Ramirez-Diaz y col., 2011).
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genomas de las bacterias patégenas y ausentes en los genomas de un
representante no patdgeno de la misma especie o de una especie estrechamente
relacionada, iii) tiene un tamafio de 10 a 200 kb, iv) difieren al resto del genoma en
el contenido de guanina y citosina (G + C), v) se localizan con frecuencia junto a
genes de ARNt, vi) a menudo estan flanqueados por repeticiones directas de 16 a
20 pb, vii) presentan genes de elementos moviles tales como: elementos de
insercion, integrasas, transposasas, origenes de replicacion de plasmidos, viii) a
menudo son inestables y ix) suelen representar estructuras en forma de mosaico
en lugar de segmentos homogéneos de ADN adquirido horizontalmente (Schmitd y
Hensel, 2004).

2.3.1 Isla de patogenicidad de pUM505

La isla de patogenicidad de pUM505 consta de 78 orfs (orfs 1-51 y 112-138) de
los cuales, 64 se han encontrado en las islas de patogenicidad PAPI-1 y PAPI-2
de P. aeruginosa PA14, un aislado clinico altamente virulento, razon por la cual
esta region es considerada como una isla de patogenicidad (He y col., 2004). La
PAI de pUM505 muestra una estructura tipo mosaico que consiste en muchos
fragmentos de ADN que poseen gran similitud a nivel de nucle6tidos con regiones
cromosomicas de otras cepas patégenas o plasmidos de virulencia diferentes, asi
como fragmentos de secuencia sin homologia (Dobrindt y col.,, 2002). Esta
estructura, consta de tres bloques, los cuales estan relacionados en secuencia y
organizacién genética con grupos de genes en la isla PAPI-1 de P. aeruginosa
PA14 (He et al., 2004).

En esta PAI se identifico a los genes pumA y pumB (orfs 123 y 124
respectivamente) que codifican a un sistema TA (toxina-antitoxina), donde la
proteina PumB contrarresta los efectos toxicos de la toxina PumA, la cual tiene el
potencial de promover la virulencia de PAO1 contra el nematodo Ceanorabditis
elegans y ratones cuando se expresa en ausencia de PumB. Esta es la primera
descripcion, hasta donde se sabe, de un sistema TA codificado por un plasmido
gue confiere estabilidad al mismo y ademas codifica una toxina con la posible

capacidad de aumentar la virulencia de P. aeruginosa (Hernandez y col., 2017).
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2.4 Participacion del plasmido pUM505 en la virulencia de P. aeruginosa
PAO1

Para determinar si el plasmido pUM505 incrementa la virulencia en bacterias se
realizé la transferencia del pldsmido en la cepa de P. aeruginosa PAO1l y
posteriormente se realiz0 un ensayo de virulencia, utilizando un modelo de
infeccion en hoja de lechuga. Los resultados mostraron que la transferencia del
plasmido pUM505 produjo una lesién mayor que la cepa PAOL1 sin el plasmido en
la hoja y que la cantidad de UFC de las lesiones incrementd cuatro veces mas en
el caso de la cepa PAO1 (pUM505) respecto a la cepa PAOL sin el plasmido. Lo
que sugirid, que pUM505 posee genes que participan en la virulencia de P.

aeruginosa (Rodriguez y col., 2016) (Figura 8).

2.4.1 Homologia del blogue de estructura de mosaico (orfs 22-44) de la PAI
de pUM505 que incluye a los orfs 35-37, con la PAI PAPI-1 de P. aeruginosa
PA14

El bloque de estructura de mosaico de la PAI de pUM505 que incluye a los orfs del
22 al 44, tiene un tamafio de 18.4 kb (Figura 7, blogue naranja), éste bloque
contiene a los orfs 35-37 y esta relacionado tanto en secuencia como en
organizacién genética a un grupo de genes presente en la PAlI PAPI-1 de P.
aeruginosa PA14. Dentro de este bloque se identificaron genes con un papel
previamente relacionados con la virulencia, como son los genes virB4, virD y hop

(Ramirez y col., 2011).

El gen virB4 (orf 34) codifica a la proteina VirB4, que presenta un 97% de similitud
con componentes proteicos asociados a los sistemas de secrecion tipo IV (TS4)
de P. aeruginosa PA14 (Ramirez y col., 2011). Los sistemas TS4, se encuentran
en organismos patdgenos, donde median la translocacion de proteinas efectoras
del patdgeno a la célula huésped; asimismo, son responsables de la transferencia
horizontal de DNA durante la conjugacion, contribuyendo a la propagacion de
genes de resistencia a antibioticos. VirB4 es una ATPasa citoplasmica, esencial

para el ensamble del sistema y para la transferencia del sustrato, adicionalmente
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Figura 8. Virulencia de P. aeruginosa PAO1, PAO1 (pUM505) y PA14 en un modelo
de infeccién de hojas de lechuga. Se muestran las unidades formadoras de colonias
(UFC) determinadas a partir de areas de lesién de hojas de lechuga infectadas con las
cepas bacterianas. Los datos son las medias de seis experimentos independientes con la
desviacion estandar (DE) mostrada. Las diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control (PAO1) estan indicadas por *** P \ 0.001 (Prueba de Tukey)
(modificado de Rodriguez y col., 2016).
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participa en la biogénesis del pili. VirB4 es el componente mas conservado del
sistema TS4 (Walldén y col., 2012).

Por lo que concierne al gen hop (orf 42), este codifica a una proteina que presenta
98% de similitud con una proteina Hop involucrada en el sistema de secrecion tipo
Il (TS3) de P .aeruginosa PAl14 (Ramirez y col., 2011). Los sistemas TS3,
permiten que patdgenos humanos, vegetales y animales inyecten toxinas en el
citoplasma de las células eucariotas (Izoré y col., 2011). Nuestro grupo de trabajo
llevo a cabo la clonacion y posterior transferencia del orf 42 a cepas de E. coliy P.
aeruginosa, posteriormente evalud la virulencia realizando ensayos en hojas de
lechuga, determinando que el producto de este gen incrementa la virulencia y la
proliferacion de ambas cepas bacterianas (Rodriguez y col., 2016).

En P. syringae, el gen hop codifica para un efector tipo Ill, lo que causa dafio a la
planta del tomate, debido a que P. syringae es patdégena para la misma, también
se demostré que la eliminacion de hop reduce la formacién de hojas necréticas en

las hojas del tomate (Lindeberg, 2004).

2.5 Participacién del plasmido pUM505 en la resistencia a quinolonas en P.

aeruginosa PAO1

Nuestro grupo de trabajo transfirid el plasmido pUM505, por conjugacion, a una
cepa de P. aeruginosa PAO1, lo que en consecuencia demostrd, que el plasmido
confiere resistencia a las quinolonas ciprofloxacina y levofloxacina, con respecto a
la cepa PAO1 que no tiene presente el plasmido. Estos resultados indicaron que
pUM505 posee genes que confieren resistencia a quinolonas (Diaz y Magafia,
2011) (Figura 9).

2.5.1 Identificacion de genes de pUM505 que participan en la resistencia a

qguinolonas

Con la finalidad de identificar genes del plasmido pUM505 que participaran en la
resistencia a quinolonas, se realiz6 un andlisis in silico de la predicciéon de

estructura y localizacion de las secuencias de 64 proteinas hipotéticas codificadas
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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

midi6 la absorbencia a 590 nm, P. aeruginosa PAO1 (0) y P. aeruginosa PAO1 (Pum505)

(®@). Se muestran barras de error estandar de la media, n=6 (Diaz, 2011).
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por genes de este plasmido, usando como criterio de seleccién la basqueda de
probables proteinas de membrana y periplasmicas que pudieran estar participando
en la resistencia a quinolonas mediante un sistema de expulsion, puesto que es el

mecanismo mas comun de resistencia descrito en Pseudomonas.

Los genes de P. aeruginosa que codifican proteinas membranales y periplasmicas
gue participan en la resistencia a quinolonas reportados, se encuentran agrupados
en operones (Wong y Kassen, 2011). De manera inicial, se seleccionaron los orfs
35, 36 y 37 ya que se determind que los orfs 36 y 37 forman parte de un probable
operén de 11 genes, donde también se localiza el orf 35 que codifica a una
proteina que posee 95% de identidad con una lipoproteina de P. aeruginosa PA14
(Ramirez y col., 2011) (Figura 10). Proteinas homologas a la codificada por el orf
35 participan en mecanismos membranales de resistencia a quinolonas
(Yoneyama, 2000). Mediante andlisis in silico, se predijo que el orf 35 y el orf 36
codifican proteinas de probable localizacidn en membrana interna, mientras que la
proteina codificada por el orf 37 se predice que es de localizacion periplasmica,
por lo que se propuso que estas proteinas podrian estar formando un sistema de

transporte, que lleve a las quinolonas hacia el medio extracelular (Rojas, 2012).
2.5.2 Resistencia a quinolonas conferida por los orfs 35-37 en E.coli J53-2

Los orfs 35, 36 y 37, se clonaron en conjunto en el vector de expresion binario
pUCP20 y se transfirieron a la cepa de E.coli J53-2, lo que dio como resultado un
incremento en la resistencia a quinolonas como ciprofloxacina y levofloxacina, en
comparacion a la cepa sin el plasmido recombinante que contiene a estos orfs
(Rojas, 2012) (Figura 11).

Los orfs 35-37 clonados en el vector pUCP20 también se transfirieron a la cepa de
P. aeruginosa PAOL, sin embargo, no se observd un aumento en la resistencia a
ciprofloxacina en esta cepa, estos resultados sugirieron que la resistencia
conferida por los orfs 35-37 no es lo suficientemente elevada para influir en la
resistencia a quinolonas de P. aeruginosa PAOL. De forma adicional, se sugirié

que los orfs 35-37 se localizan en un posible operon de 11 genes, sugiriendo que

Instituto de Investigaciones Quimico Biolégicas
MCBE Pdagina 37



1 pb 23 pb 17 pb 4 pb

- N

orf 38
v P.H. v PH.
148 aa 295 aa
v
v' P.H.
502 aa

Figura 10. Arreglo gendémico de los orfs 35, 36 y 37 de la PAlI de pUM505. Las
flechas en color azul representan a los orfs 35, 36 y 37, los cuales codifican a
proteinas hipotéticas de 148, 502 y 295 aminoacidos respectivamente, las flechas
en gris indican los orfs aledafios a los orfs 35-37. El sentido de las flechas hacia la
derecha, demuestran que los orfs estdn codificados por la cadena de DNA

complementaria y los corchetes sefialan el nUmero de pares de bases por los que

estos orfs estan traslapados.
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Figura 11. Susceptibilidad a ciprofloxacina y levofloxacina de E. coli J53-2
(pUC_orfs 35-37). Los cultivos se crecieron en CN por 18 h a 37°C con agitacion
constante. Posteriormente se midié la absorbencia a 590 nm, E.coli J53-2 (0) y E.coli J53-
2 (pUC_orfs 35-37) (®). Se muestran barras de error estdndar de la media, n=6 (Rojas,

2011. Tesis de licenciatura)
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genes aledafios a los orfs 35-37 son necesarios para conferir un fenotipo de

resistencia a quinolonas en P. aeruginosa.
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3. JUSTIFICACION

La PAI de pUM505 posee genes de virulencia conservados en islas de
patogenicidad de asilados clinicos altamente virulentos. Los orfs 35, 36 y 37 que
forman parte de la PAI confieren resistencia ciprofloxacina y levofloxacina cuando
son transferidos a la cepa de E. coli J53-2. Estos orfs en conjunto con otros genes
forman parte de un bloque de estructura de mosaico de la PAlI de pUM505
relacionado en secuencia y organizacion genética a un grupo de genes localizado
en laisla PAPI-1 de P. aeruginosa PA14, un asilado clinico altamente virulento; sin

embargo, su funcion en la virulencia de P. aeruginosa no ha sido dilucidado.

Por tal razdn, es de interés determinar si los orfs 35, 36 y 37 en conjunto con otros
genes de la PAI constituyen sistema de resistencia a antibiéticos que ademas

participa en la virulencia de la bacteria.
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4. HIPOTESIS

Las proteinas codificadas por los orfs 35, 36 y 37 de la PAI del plasmido pUM505
forman parte de un grupo de genes que codifican a un sistema de resistencia a

quinolonas e incrementan la virulencia bacteriana.
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5. OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar si los orfs 35, 36 y 37 de la PAI de pUM505 forman parte de un operén

gue codifica a un sistema de resistencia a antibiéticos y de virulencia.

Objetivos especificos:

I. Determinar si los orfs 35, 36 y 37 del plasmido pUM505 constituyen o forman

parte de un operon.

II. Determinar si el producto de los orfs 35, 36 y 37, asi como de genes aledafios

confieren resistencia a quinolonas.

[ll. Establecer si el producto de los orfs 35, 36 y 37, asi como de genes aledafios

participan en la virulencia.

Instituto de Investigaciones Quimico Biolégicas
MCBE Pdagina 43



6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Objetivo |

Realizar el analisis in silico de la
region del DNA que flanquea a
los orfs 35,36y 37

o

Determinar el contexto
genomico de la regidon del DNA
que incluye a los orfs 35,36 y
37

¥

Evaluar mediante RT-PCR la
presencia de un RNAm
policistrénico

Objetivo Il

Transformar en E. coli J53-3 con
plasmidos recombinantes que
contengan los orfs 35,36y 37 y genes
aledafios de forma individual y en

Objetivo Il

Realizar ensayos de

virulencia empleando los

modelos de lechuga y
Caenorhabditis elegans

conjunto
Determinar la Determinar la
resistencia a resistencia a
antibidticos antibioticos
mediante curvas de mediante ensayos de
susceptibilidad concentracion
minima inhibitoria
(MIC)
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Medios de cultivo

Los medios de cultivo o sus componentes se adquirieron de los laboratorios

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

Caldo Luria Bertani (CL): NaCl (J. T. Baker) 1%, peptona de caseina (Bioxon)
1% y extracto de levadura (Becton Dickinson) 0.5%.

Agar Luria Bertani (AL): al CL se le agrego 1.5% de agar bacterioldgico
(Bioxon).

Caldo nutritivo (CN): peptona de gelatina 0.5% y extracto de carne de res 0.3%
(Bioxon).

Agar nutritivo (AN): al CN se le agrego 1.5% de agar bacteriolégico (Bioxon).
Medio minimo M9 (M9): sales minerales M9 (Sigma), glucosa 20 mM, CacCl,-
2H,0 0.1 mM y MgSOy4-7H,0 2 mM (Sambrook y col., 1989).

7.2 Cepas utilizadas

1) P. aeruginosa PAO1 (pUM505): Cr®, HgR. Cepa que se utilizé para obtener
el DNA molde para la amplificacién por PCR de los orfs 33 al 42.

2) E. coli IM101 [F, traD36, proAB, laclgpM15], thi, D (lac-proAB) (Yanisch-
Perron y col.,, 1985): Cepa receptora de los plasmidos recombinantes
derivados de los vectores pJET1.2/Blunt y pUCP20. También se empled
como control en los ensayos de resistencia y determinacion de la MIC.

3) E. coli J53-3: Cepa receptora de los plasmidos recombinantes derivados del
vector pJET1.2/Blunt y pUCP20. También se empleé como control en los

ensayos de resistencia y determinacion de la MIC.
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7.3 Plasmidos y vectores empleados

a) pUM505 (Cervantes y col.,, 1986). Plasmido conjugativo, confiere
resistenciaa Cr, HgRy Cp® (Figura 7).

b) pJET 1.2/Blunt (Fermentas): Vector que se utilizé para la recuperacion de
productos de PCR y para ensayos de resistencia, confiere resistencia a Ap®
(Figura 12).

c) pUCP20 (West y col., 1994): Vector binario que se utilizé para la expresion
de los genes de interés, confiere resistencia a Ap® y Cb" (Figura 13).
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Figura 12. Vector pJET 1.2. El vector de clonacién pJET 1.2/Blunt tiene un
tamafio de 2974 pb. Posee un origen de replicacion para E. coli (ori) y un gen letal
eco471R que permite la seleccién positiva de las transformantes con el inserto en
el vector. Contiene un gen de resistencia a ampicilina (Amp) y un sitio de clonacién
multiple (SMC) (Fermentas).
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Figura 13. Vector de clonacién pUCP20. El vector tiene un tamafio de 3898 pb,
con el gen bla de resistencia a ampicilina y carbenicilina; origenes de replicaciéon
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 $-galactosidasa; el
promotor plac y un sitio multiple de clonaciéon (SMC) (Modificado de West y col.,
1994).
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7.4 Oligonucledétidos empleados

Se utilizaron parejas de oligonucleétidos especificos disefiados con base en la
secuencia del plasmido pUM505 para la amplificacion del operén que contiene a
los orfs 33 al 42. Las secuencias de los oligonucleétidos y sus caracteristicas se
enlistan en la Tabla 1, también se muestran las condiciones empleadas en la
Tabla 2.

Para amplificar los orfs individuales del operdn se disefiaron los oligonucledtidos
mostrados en la Tabla 3.

En la Tabla 4 se muestran los oligonucleétidos disefiados para evaluar la
expresion de las regiones sobre puestas de los orfs del operén por RT-PCR. Las

condiciones empleadas se describen en la Tabla 5.

En la Tabla 6 se indican las condiciones empleadas para llevar a cabo la
amplificacion de las regiones intergénicas del operon realizando una PCR

convencional, utilizando los oligonucledétidos descritos en la Tabla 4.

7.5 Andlisis de secuencias

Se realiz6 la busqueda de secuencias a través del servidor NCBI (National Center
for Biotechnology Information). Se utilizd el programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) para elaborar alineamientos de las secuencias de interés
con las bases de datos. Mediante el programa BPROM (Prediction of bacterial
promoters) se realizé el analisis de probables promotores. Se determind la
probable estructura secundaria de las proteinas codificadas por los orfs 33-42

mediante el programa MINNOU.
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Tabla 1. Oligonucleétidos empleados en para la amplificacion del operdn

(orfs 33-42) por PCR.

Orf Oligonucleétido | Secuencia 5 —> 3' | Tamafo
OD OPI AGCGCTTGCATGCGAGCATTTACAT
33-42 OR OPI CAAGGGCGTCGCAAGCTTCAAACAC | 9,218 pb

Se indica la secuencia y el sentido de los oligonucleétidos empleados: OD (directo), OR

(reverso). Se subrayan los sitios de restriccion para las enzimas Sphl y Hindlll

introducidos en la secuencia de oligonucleétidos. Oligonucleétidos usados para clonar en
PJET 1.2/Blunt y subclonar en pUCP20.
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Tabla 2. Condiciones empleadas para la amplificacién por PCR (herculasa Il).

Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min
Condiciones Desnaturalizaciéon 95°C 20 seg
de Alineamiento 55°C 20 seg
amplificacion Extension 72°C 4 min 45 seg
(30 ciclos)
Extension final 72°C 4 min
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Tabla 3. Oligonucleétidos empleados para la amplificacién de los orfs del

operon
Oligonucleétido | Enzima | Tm °C Secuencia 5’ 3’

0D42-33 BamHI 63.2 | GAT CGG CAA TCA AGG ATC CCA AGG CTG

OR42-33 Hindlll 63.9 | GGATGC AGC AAG CTT GAT CAG CAG CAG
OR42 Hindlll 62.9 | CAG CAG GAG AAA GCT TAT CGC TGC TCC
OR41 Hindlll 63.6 | CCAAAG CTT CAC CTG GGA GTG CCA AAG
OR40 Hindlll 63.5 | CCAGTG GAAAGCTTG CAG CGT TAC CTG
OR39 Hindlll 63.7 | CCATGC ACAAGC TTC CGG TGATGA ACC
OR38 Hindlll 63.9 | CCA GCG CAG AAT CTC CAAAGC TTG TGC
OR37 Hindlll 62.5 | CCAGGG TTGAAGCTTCTT CCGACGTTAC
OR36 Hindlll 62.7 | GCT GTT GCC TAA CAA GCT TGT TGC ACC
OR35 Hindlll 63.6 | CAG CCT GCG AAG CTT CATTCT TGC TCC
OR34 Hindlll 62.6 | GGA GCG CAT ATC CTAAGC TTC TGC AGG
0D41 BamHI 63.9 | CTTCTACTT CGG ATC CTC ACG CCT GGC
0D40 BamHI 63.9 | GTT TCC GCG ATA CGG ATC CTG GTC CTC
0oD39 BamHI 63.7 | CTT GGG ATC CCT ACG GCA CCT ATC ACG
OD38 BamHI 64.0 | CTG ACA CCT GGT TCT GGA TCC AGG TGG
0D37 BamHI 62.2 | GAT ACG CCT CAA CGG ATC CAA CTC GAG
0OD36 BamHlI 63.8 | GAC CTT CCAGGA TCC GTACTT GGG AGC
0oD35 BamHI 62.5 | CTC AGG ATC CGC AAG GTC GAT TAC AGC
0OD34 BamHI 62.6 | CTG GTC ATG TAT GTG GAT CCG CAC CTG
0oD33 BamHI 62.8 | CCT TCC GGA TCC ATT TCC CAG ACC AAC

Se indica la secuencia y el sentido de los oligonucleétidos empleados: OD (directo), OR
(reverso). Se sombrean en amarillo los sitios de restriccion para las enzimas BamHI y
Hindlll, introducidos en la secuencia de oligonucleétidos. Oligonucleétidos usados para
clonar en PJET 1.2/Blunt y subclonar en pUCP20.
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Tabla 4. Oligonucleétidos empleados para la RT-PCR

Oligonucleotido Tamafo Secuencia
esperado (pb) 5 - 3
OD 32-33
454 GAT GCC CTG CAG ACG CTC AGG ATA TG
OR 32-33
CTG TCT ACC CAG CGC TTC AGT CGT G
OD 33-34
430 CAA GGA GTA CCT CTT CCG TGT GGT TC
OR 33-34
GTG GAT GCT GTT GCA GCC ATT CAT C
OD 34-35
391 CCA GCA ACG AGA TTC ACA GCC AG
OR 34-35
GTC GTG ATC GTA GAG GCG TGA CG
OD 35-36
285 GCAGTGGATGAACAAGCTGTACG
OR 35-36
GTT CAC AGA CGT CGA GCA TGT TG
OD 36-37
300 CGA CAC CAC TAC CGT GTA CTT GG
OR 36-37
CCA CGA TGG TGA GTA GTG TGT CG
OD 37-38
366 CAG CAC TCG ATC AAT GAC TGG AC
OR 37-38
CGA CGA ATA CAA TGC GTT CCT GG
OD 38-39
415 CAG GTA ACG CTG CCT GCA TTC CAC TG
OR 38-39
GAC ACT CTC TGG CGG AAT GTC CCA C
OD 39-40
412 GCA AAC CAT CCA GAA CTT CGG CTA TG
OR 39-40
CAG GCA GAG TTA CCT GCG ACC AAA G
OD 40-41
357 GTT CAT TGG AGC AGC GAT GAC CTT TC
OR 40-41
CAT CGC TCC GTC ATA GCC GAAGTT C
OD 41-42
391 GAG GTG ATG ATC CGG CAG CTC AAC G
OR 41-42
CTG TCG AGG TTG TTG GTG GCC CAG
OD 42-43
454 GAA GGC TGG GAG CTG GTG AGC GTT C
OR 42-43
CAG CGG CCA GGC GTG AGT AGT CGA AG

Se indica la secuencia y el sentido de los oligonucleétidos empleados: OD (directo), OR
(reverso). Oligonucleétidos empleados para analizar por RT-PCR las regiones

sobrepuesta (intergénicas) de los orfs del operén.
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Tabla 5. Condiciones empleadas parala RT-PCR.

Ciclos
1 Activacion de la
Transcriptasa reversa

1 Desnaturalizacion inicial
Desnaturalizacién

40 Alineamiento

Extension
1 Extensién final

Temperatura

40°C

95°C
95°C
55°C
72°C
72°C

Tiempo
60 min

2 min
30 seg
30 seg
1 min
5 Min
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Tabla 6. Condiciones empleadas para la amplificacion de las regiones
intergénicas por PCR.

Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 min
Condiciones Desnaturalizacién 95°C 30 seg
de Alineamiento 55°C 30 seg
amplificacion Extension 72°C 1 min
(30 ciclos)
Extension final 72°C 5 min
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7.6 Aislamiento de DNA plasmidico por lisis alcalina

Para el aislamiento de plasmidos se utiliz6 el método de lisis (Adaptado de
Birnboim y Doly, 1979 e Ish-Horowics y Burke, 1981), de acuerdo al siguiente

protocolo:

Un cultivo bacteriano crecido en 4 ml de CN durante 18-20 h a 37°C con agitacion
constante se centrifugd durante 2 min a 12000 rpm a temperatura ambiente. Se
decanto6 el sobrenadante, el sedimento se resuspendié en 100 pL de la solucion
STE (sacarosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8.0 y EDTA 10 mM), y se le adicion6
20 pL de una solucién de lisozima (20 mg/mL), se mezclé ligeramente y se incubd
a 37°C durante 5 min. Posteriormente a la suspension se le agregé 300 pL de la
solucion litica recién preparada (NaOH 0.2 Ny SDS 1%), se mezclé suavemente y
se mantuvo durante 10 min en hielo. Transcurrido ese tiempo se le adicion6 300
ML de la solucién de acetato de potasio 3 M pH 4.8, se mezclé ligeramente y se
incub6 10 min en hielo. Se centrifugd durante 10 min a 13000 rpm a temperatura
ambiente y el sobrenadante se transfirié a otro tubo. Se adicionaron 500 uL de la
mezcla fenol:cloroformo (1:1), se mezcl6 moderadamente y se centrifugd durante
10 min a 12000 rpm a temperatura ambiente. Se recupero la fase acuosa superior,
se le adicion6é 1 mL de etanol absoluto frio y se incubé durante 20 min a -80°C.
Transcurrido este tiempo se centrifugd durante 10 min a 13000 rpm a temperatura
ambiente. El sedimento se lavdo dos veces con 500 uL de etanol al 70%
centrifugando durante 5 min a 12000 rpm entre cada lavado, se recuper6 el
sedimento y se sec6 a temperatura ambiente. Se resuspendio la pastilla de DNA
obtenida en 50 yL de agua desionizada y estéril. Se adicioné 5 yL de RNasa
(Promega) y se incubd 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.
7.7 Aislamiento de DNA plasmidico por el método de Casse

Se incubd un cultivo bacteriano en medio LB (matraz con 30 ml) durante toda la

noche a 30 o 37°C con agitacion constante, se centrifugd a 8000 rpm a 4°C
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durante 10 min. Se desechd el sobrenadante y se resuspendié totalmente la
pastilla obtenida a 500 pyL de Tris-HCI 50 mM (pH 8.0) y se utilizé vortex. Se
adiciond 9.6 mL de la solucion litica preparada con: 5.0 m L de Tris-HCI 1 M (pH
8.0), 4.0 ml de EDTA 0.5 M, 5.0 ml de SDS al 20%, 5.5 mL de NaOH 2 N y 80.50
mL de agua destilada. Se mantuvo a los tubos en agitacion suave durante 25 min
a 34°C. Se agreg6 990 pL de Tris-HCI 2 M (pH 7.0), se incub6 en agitacion suave
durante 10 min. Se afiadido 2 ml de NaCl 5 M y se mantuvo en agitacion suave
durante 10 min. Se conservo en hielo durante 1 h o mas. Se centrifugd a 12000
rpm a 4°C durante 25 min. Se recupero el sobrenadante por decantacion en otro
tubo y se agregd 1 vol de fenol saturado con amortiguador TE, se mezcld. Se
centrifugd a 12000 rpm a 4°C durante 15 min. Se extrajo la fase acuosa (con
pipeta Pasteur) para pasarla otro tubo, se afiadio 1 vol de acetato de sodio 3 My 2
vol de etanol absoluto frio, se mezclé y se conservd a -20°C toda la noche. Se
centrifugdé a 12000 rpm a 4°C durante 30 minutos. Finalmente, se eliminé el etanol
por decantacion, se seco al vacio la pastilla obtenida y se resuspendié en 100 pL

de amortiguador TE. Se guardé a -20°C.
7.8 PCR (Herculasa)

Los oligonucleétidos utilizados fueron disefiados con base a la secuencia de las
regiones aledafias de los orfs 33 y 42 (Tabla 1). Se utilizé el kit comercial
Herculase Il Fusion Enzyme de Agilent Technologies, el protocolo se ajusté a

como se describe a continuacion:

Se realizd una mezcla de reaccion con los siguientes componentes (se describe el
orden en el que se colocaron en el tubo para PCR): DMSO (1%) 2.5 uL, H20, 13.5
puL, Buffer 5X 5.0 pyL, Mezcla dNTP 0.5 pyL, DNA plasmidico de P. aeruginosa
PAOL1 (pUM505) 0.5 uL oligonucleétidos directo y reverso a una concentracion de
10 picomoles y la enzima Herculasa Il 1.0 puL. La mezcla de reaccion se llevé a un
volumen final de 25 pL. El proceso se realizO empleando un termociclador
MultiGene™ Gradient Thermal Cyce, utilizando las condiciones descritas en la
Tabla 2.
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7.9 Extraccién de RNA

Se utilizo el kit comercial SV Total RNA Isolation System de promega, de acuerdo
al siguiente protocolo:

Se crecio un cultivo bacteriano de P. aeruginosa PAO1 (pUM505) en 25 mL de
medio y a 37°C hasta alcanzar una densidad Optica de 0.6. Se centrifugaron 4 mL
durante 2 min hasta formar una pastilla. Se colocaron 175 pL del buffer de lisis de
RNA y 350 uL del buffer de dilucibn de RNA. Se mezclé por inversion cuatro
veces. Se colocé a 70°C por 3 minutos. Se centrifugd 10 min a 12000 rpm a
temperatura ambiente. Se retir6 el sobrenadante y se desechd, teniendo
precaucion de no desechar la pastilla y a esta ultima se adicionaron 250 uL de
etanol al 70%. Se mezcldé suavemente y se transfirié a la columna. Se centrifugd
por 1 min, a 12000 rpm y a temperatura ambiente. Se desecho el liquido del tubo
colector. A la columna se agregdé 600 pL de la solucion de lavado de RNA y se
centrifugd nuevamente por 1 min a 12000 rpm, a temperatura ambiente. Se
desecho el liquido del tubo colector y se afiadio a la columna 50 pL de una mezcla
de incubacion de DNasa preparada con: 40 pL del buffer amarillo, 5 pL de MgCl, y
5 uL de DNasa I. Se incub6 por 15 min de 20-25°C. Se adicioné 200 pL de la
solucion stop de DNasa y se centrifugé por 1 min a 12000 rpm y a temperatura
ambiente. Se desechd el liquido del tubo colector. Se agregd 250 L de la solucién
de lavado de RNA. Se centrifugd por 2 min a 12000 rpm y a temperatura
ambiente. Se desecho el liquido del tubo colector. Se transfirié la membrana a un
tubo eppendorf y se adicionaron 100 pL de agua libre de nucleasas. Se centrifugo
por 2 min a 12000 rpm a temperatura ambiente para eluir el RNA y finalmente se

almacen¢ a -80°C.
7.10 RT-PCR
Para la obtener el DNAc se siguio el siguiente protocolo:

En un tubo de microcentrifuga se colocaron 2 pug del RNA total y 1 L del
oligonucledtido reverso de la region intergénica orfs 38-37 (50 picomoles) de la

region intergénica Tabla 4. Se llevd a volumen final de 15 pL con agua libre de
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nucleasas. Se colocé a 70°C durante cinco min. Inmediatamente se enfrié en un
recipiente con hielo. Se afadi6 buffer de reaccion RNA 5X, mezcla de dNTP,
inhibidor de RNasa y Transcriptasa reversa (200 U/mL). El proceso se realiz6
empleando un termociclador MultiGene™ Gradient Thermal Cyce, utilizando las

condiciones descritas en la Tabla 5.
7.11 PCR

Los oligonucleétidos utilizados fueron disefiados con base a la secuencia de las
regiones intergénicas de los orfs 33-42 (Tabla 4). Se hizo una mezcla que
contenia: DNA (~100 ng), oligonucledtidos directo y reverso a una concentracion
de 10 picomoles, 12.5 yL de la mezcla de reaccion Master Mix (Promega) que
contiene la enzima Taq polimerasa, MgCl,, dNTPs y un amortiguador de reaccién
a concentraciones optimizadas. La mezcla de reaccion se llevé a un volumen final
de 25 pL. El proceso se realizé6 empleando un termociclador MultiGene™ Gradient

Thermal Cyce, utilizando las condiciones descritas en la Tabla 6.
7.12 Electroforesis en gel de agarosa

Los fragmentos que se amplificaron por PCR se sometieron a un corrimiento
electroforético, para lo cual se prepard un gel de agarosa (Sigma) al 1 % (p/v) en
amortiguador TAE (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM). El gel se depositd en una
camara de electroforesis horizontal, con el mismo amortiguador. La muestra de la
amplificacion se mezclé con 2 uL de amortiguador de carga (azul de bromofenol al
0.05%, EDTA 0.1 M pH 8.0, SDS 0.5%, sacarosa 40%) y se descargd en los
orificios del gel. La camara se conectdé a una fuente de poder (E-C Apparatus
Corporation modelo EC452) y se sometié a una corriente constante de 120 voltios
durante 30-40 min. Posteriormente el gel se tifid con una solucion de bromuro de
etidio al 0.01% durante 10 min. Para observar las bandas obtenidas se colocé en
un transiluminador de luz ultravioleta de onda corta (UV-Products Inc.). Como

marcador de tamafio se utilizd el marcador de 1 Kb plus (Invitrogen).
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7.13 Purificaciéon de DNA de geles de agarosa

Para purificar el DNA que se utilizé en las reacciones de ligacion se empleo 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
verifico en un gel de agarosa al 1% (p/v) comparando con el marcador de tamafo

molecular.
7.14 Tratamientos enzimaticos

Para realizar las técnicas de ligacién del DNA y posterior clonacién en un vector, el
DNA se sometio a diferentes tratamientos enzimaticos, los cuales se describen a

continuacion:
7.14.1 Ligacién de los productos de PCR en el vector pJET 1.2/Blunt

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

Cloning kit (Fermentas) siguiendo las indicaciones del proveedor.
7.14.2 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 llevd a cabo a 4°C durante toda la noche.
7.14.3 Restriccion con endonucleasas:

El DNA purificado se digiri6 utilizando una unidad de la endonucleasa de
restriccion (Promega) por cada pg de DNA, se incubdé a 37°C durante toda la
noche. Posteriormente se realizé el corrimiento electroforético de las mezclas de
restriccibn en geles de agarosa al 1% para determinar el tamafio de los

fragmentos obtenidos.
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7.15 Preparacién de células competentes en fresco

Para la preparacion de células competentes de E. coli IM101 y J53-3 se siguio el

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

Se crecieron los cultivos en placas de Agar durante 18-24 h a 37°C y
posteriormente se transfiri6 una asada de células con la ayuda de un asa
bacteriologica estéril en 500 uL de agua desionizada estéril y fria. Las células se
resuspendieron en voOrtex hasta que se form6 una mezcla homogénea. Se
centrifugé a 13000 rpm por 1 min y se desecho el sobrenadante. La pastilla se
lavé dos veces con 500 pL de agua desionizada estéril y fria. Finalmente la pastilla

se resuspendio en 500 pL de agua fria desionizada estéril.
7.16 Preparacion de células competentes de E. coli

Para la preparacién de células competentes se crecié la cepa E. coli IM101 y J53-
3 en 4 mL de CL a 37°C con agitacién constante durante 18-24 h. Posteriormente
se inocul6 250 mL de CL con los 4 mL del preindculo y se incubé a 37°C con
agitacion constante hasta alcanzar una densidad Optica de 0.6 a 590 nm.
Posteriormente el cultivo se coloco en hielo por 20 min y a partir de este punto se
mantuvieron siempre a una temperatura cercana a 4°C. Se centrifugo el cultivo por
10 min a 6000 rpm a 4°C. La pastilla celular se lavé dos veces con 40 mL de agua
desionizada, estéril y fria, centrifugando 10 min a 6000 rpm a 4°C. Finalmente, las
células se resuspendieron en 2 mL de glicerol 10% estéril y frio y se almacenaron
en alicuotas de 200 uL a -80°C.

7.17 Transformacion por el método de electroporacion

A 100 pL de células competentes se les adiciond 1 yL de DNA a una
concentracion aproximada de 40 ng/ulL la mezcla se colocd en una celda para
electroporaciéon 215 (Eppendorf) y se someti6 a un pulso eléctrico de 1.8
kilovoltios. Se transfirio inmediatamente a un tubo con 2 mL de CL incubandose
por 1 h a 37°C con agitacion constante. Posteriormente, se distribuyeron 100 pL

del cultivo en placas de AL selectivo (100 pg/mL de ampicilina para E. coli y 400
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pMg/mL de carbenicilina para P. aeruginosa) incubandose a 37°C durante toda la

noche.
7.18 Pruebas de susceptibilidad en medio liquido

De un cultivo de 4 mL de CN crecido durante la noche se tomaron 40 L para
inocular tubos con 4 mL de CN con concentraciones crecientes de acido nalidixico,
ciprofloxacina, norfloxacina, levofloxacina o moxifloxacina. Los tubos se incubaron
18 h a 37°C con agitacion constante y la susceptibilidad se determind en funcion
de la turbidez de los cultivos al medir la absorbencia a 590 nm en un
espectrofotometro Spectronic 21, Miltron Roy.

7.19 Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (MIC)

Para determinar la MIC se utilizé el método de microdilucion en caldo, de acuerdo
a la metodologia de la norma ISO 20776-1 “Ensayos de susceptibilidad de agentes
infecciosos y evaluacion del funcionamiento de los dispositivos de ensayo de
susceptibilidad antimicrobiana. Parte 1. Método de referencia de microdilucién en
caldo para ensayar la actividad in vitro de agentes antimicrobianos frente a
bacterias aerobias de crecimiento répido implicadas en enfermedades
infecciosas”.

Se prepard el antbidtico (acido nalidixico, ciprofloxacina, norfloxacina,
levofloxacina o moxifloxacina) a la concentracion deseada. Se eligi6é el nimero de
concentraciones del antibiético a utilizar de tal manera que se incluyé el rango de
MIC utilizando la cepa de referencia E coli ATCC 25922. Se realizaron diferentes
diluciones en tubos con medio Mueller Hinton, con la finalidad de obtener
diferentes concentraciones del antibiético. Se preparé el in6culo resuspendiendo
directamente colonias bacterianas en solucion salina al 8.5% y se estandarizo
midiendo la absorbancia de 0.08-0.1 a una longitud de onda de 625 nm,
correspondiente al patrén de turbidez de 0.5 de la escala de McFarland y se
realizé una dilucion 1:10 en un tubo con medio Mueller Hinton. Se utilizé una placa

de 96 pozos, en la que finalmente se realizé una en cada pocillo una dilucion 1:2
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(antibiotico: inéculo) colocando en cada pocillo 50 pL de las diferentes diluciones
de los antibidticos (de forma decreciente) y 50 L de la dilucion del inéculo.

7.20 Virulencia en el modelo de nematodo Caenorhabditis elegans

Se crecieron preinéculos de las cepas de interés, en medio M9 a 37 °C toda la
noche. Adicionalmente, se crecieron durante 5-6 dias nematodos C. elegans,
hasta alcanzar la edad adulta, en una placa con medio NGM (medio de
crecimiento de neméatodos) a 18°C. En un placa de 96 pozos, se coloco 1.5 pL de
las cepas de interés y se llevé a un volumen final de 200 pL con medio M9, en
esterilidad se adiciono 18-20 nematodos por pocillo, se cuantificé a los nematodos
vivos dando un ligero toque con un asa estéril y se incubo a 18 °C durante 3 dias,
monitoreando la sobrevivencia de los nematodos cada 6 h, tomando como
nematodos muertos aquellos que al tocarlos no tienen movimiento. Al final se
grafico el porcentaje de sobrevivencia contra el tiempo en que fueron observados

los nematodos.
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8. RESULTADOS

8.1 Andlisis del bloque de estructura de mosaico de los orf 35,36y 37

El andlisis in silico se realizé en el programa FGENESB que permite identificar de
manera tedrica operones en bacterias usando como base las distancias entre los
orfs y las frecuencias de diferentes genes vecinos en genomas bacterianos

conocidos, asi como en prediccion de promotores y terminadores.

Para realizar el andlisis de las regiones aledafas a los orf 35, 36 y 37, se tomo la
secuencia de todos los orfs del bloque de estructura de mosaico de la isla de
patogenicidad de pUM505 que se extiende desde el orf 22 hasta el orf 44. Se
identificé un operdn de 10 genes localizado en la cadena complementaria del ADN
que incluye a los orfs 33-42, este operon fue denominado OPcr por contener

genes de resistencia a ciprofloxacina como los orfs 35, 36 y 37.
8.2 Busqueda de probables promotores del operén

Una vez que se encontrd que los orfs 35, 36 y 37 forman parte de un probable
operon, el cual es codificado en la cadena de ADN complementaria, se comenzo
con la busqueda de promotores rio arriba del primer orf del operén, el orf 42. El
andlisis se realizd6 en el programa BPROM, que permite el reconocimiento de
promotores bacterianos sigma70 con aproximadamente un 80% de precision y
especificidad. Asimismo se utilizd6 el programa Virtual Footprint, el cual es
especifico para analizar los sitios de unién del factor de transcripcion en genomas

bacterianos completos.

Se identificaron dos probables promotores, un promotor tipo 6’° de P .aeruginosa

y un promotor tipo g"V%

también de P. aeruginosa, este ultimo promotor ha sido
encontrado en genes cuyos productos participan en virulencia, como es el caso de
los genes pvdA, pvdD, pvdE, ptxR, pvCcA que estan involucrados en la sintesis y

secrecion de pioverdina.
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Pvds

c deP aeruginosa
70

c deP. ageruginosa
A
I | |
ctgttttt:aagcgcgcapcctc%jaaaaaaataccccgaaccc
gcgccgagtatttcttgcggaatggaatcagggcgatcggcaag
ctgatcg

RBS
caccctgatctgcaagagattcgccGTGAACACTCCACATCCAT
CCCTTCGCCGAAGCTGCCTGGCCGTCTTGGCCTGCAGTGCGLCTG
GTCGCACAGGGAGCTTTCGCAGCGAGCGCCTCCGAGCAGGCGAA
CCTGGAGGTGATGATCCGGCAGCTCAACGCCCTCGAGGACACCG
CCCGCCGCAGTGCCCAGAGCGCCGATGAGCCCGGACAGCGCTTC
TACTTCGACTACTCACGCCTGGCCGCTGACCTGCAGCGCATCCG
CCAAGGCCTGCAGGACTACATGACCCCCAGCCGLCGLCGCAGLCLGL
GTGACCCTTCCGACTTATCCGGGAATTACACCCTGCGCGGAGGG
CCGATGCCGTGA

Figura 14. Probables promotores del operon OPcr de pUM505. Se muestran
los dos probables promotores identificados para el operén, en guinda el promotor

o’® y en amarillo el promotor ¢™'%

, ambos en P. aeruginosa. En naranja, se indica
el sitio de unién al ribosoma. En verde, se sefialan los codones de inicio y en rojo,
el codon de término. En azul se muestra el marco de lectura abierto

correspondiente a hop (orf 42) y en morado el que corresponde al orf 41.
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8.3 Andlisis BLAST de las proteinas del operén

BLAST es el acronimo de Basic Local Alignment Search Tool, este analisis se
realiz6 para determinar la funcion de las probables proteinas codificadas por los
orfs del operén OPcr (orfs 34-42). Se encontr6 que las probables proteinas
codificadas por los orfs 35 al 41 tienen identidad a proteinas involucradas en
procesos de conjugacién, también se identific6 que las probables proteinas
codificadas por los orfs 33 y 34 poseen identidad con proteinas de secrecion tipo
IV, mientras que, el orf 42 codifica a una probable proteina Hop de secrecion tipo
lll, todas estas probables proteinas presentan 100% de identidad a proteinas

encontradas en P. aeruginosa Tabla 7.

8.4 Prediccion de la estructura secundaria y probable localizacién de las

proteinas codificadas por el operon OPcr

El andlisis in silico se realizd6 en el programa MINNOU (Membrane
protein ldeNtificatioN withOUt explicit use of hydropathy profiles and alignments)
gue permite identificar la estructura secundaria de una proteina, sus segmentos

transmembranales y con base a ello su probable localizacion en la célula.

Los resultados obtenidos de estos andlisis in silico mostraron que las proteinas
codificadas por los orfs 33 y 34 tienen una localizacién citoplasmica (Figuras 15y
16) y la proteina codificada por el orf 37 es soluble (Figura 19). Mientras que las
proteinas codificadas por los orfs 36, 38, 39, 40, y 41 poseen al menos un dominio
transmembranal, localizando a proteina Orf36 en la membrana externa, la proteina
Orf38 como una proteina de unibn a membrana, mientras que las proteinas
codificadas por los orfs 39-41 se predice son localizadas en la membrana interna
(Figuras 18 a 23). Finalmente el analisis predice que las proteinas codificadas por
los orfs 35 y 42 son de secrecion (Figuras 17 y 24). La localizacion celular de las
proteinas codificadas por el operén OPcr sugiere que estas conforman un sistema

de resistencia a quinolonas basado en la expulsion del antibiotico (Figura 25).

Instituto de Investigaciones Quimico Biolégicas
MCBE Pagina 66



Tabla 7. Analisis BLAST de las probables proteinas codificadas por el

operdon OPcr

orf Identidad Proteina Organismo
(%)
33 100 Proteina de secrecion tipo IV P. aeruginosa
virB 100 VirB (Proteina de secrecién tipo IV) P. aeruginosa
35 100 Lipoproteina de transferencia conjugativa P. aeruginosa
36 100 Elemento proteico de integracidon conjugativa Pseudomonas
37 100 Elemento proteico de integracidon conjugativa P. aeruginosa
38 100 Elemento proteico de integracidon conjugativa Pseudomonas
39 100 Proteina de transferencia conjugativa P. aeruginosa
40 100 Elemento proteico de integracidon conjugativa Pseudomonas
41 100 Elemento proteico de integracion conjugativa Pseudomonas
hop 100 Hop (Proteina de secrecion tipo III) P. aeruginosa
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C | 94

LLDEWLOQHPOPDTAQOALIEAVDRAEILQORRQA

Figura 15. Prediccion de estructura secundaria de la proteina codificada por el orf
33 del oper6on OPcr. En el renglon inferior se muestra la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la estructura primaria de la proteina, en el renglén superior la estructura
secundaria, los barriles corresponden a alfa hélices y las flechas a laminas beta. Se
predice que este orf codifica para una proteina de localizacion en citoplasma.
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Figura 16. Prediccién de estructura secundaria de la proteina codificada por el orf
34 del oper6on OPcr. En el rengléon inferior se muestra la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la estructura primaria, en el renglén superior la estructura secundaria,
los barriles corresponden a alfa hélices y las flechas a laminas beta. Se predice que este

orf codifica para una proteina de localizacién en citoplasma.
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MOQOTWTNPLLHFCAGLACALTLSACSTSKEEMLPHGEANMLDVIWEQGATS SLGNSRGR

LLLDARQTLRRPIDPQOVASANDQADYTRTASNEIHSQFKRLPNPDLVMYVEFPHLAGSDP
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APVPGYTTVFPEFYQRVQYAMPGERTEDY

Figura 17. Prediccién de estructura secundaria de la proteina codificada por el orf
35 del operén OPcr. En el rengldn inferior se muestra la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la estructura primaria, en el renglén superior la estructura secundaria,
los barriles corresponden a alfa hélices y las flechas a laminas beta. Se predice que este

orf codifica para una proteina de secrecion.
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Figura 18. Prediccién de estructura secundaria de la proteina codificada por el orf
36 del oper6on OPcr. En el renglon inferior se muestra la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la estructura primaria, se indica con sombreado gris un segmento
transmembrana; el renglén superior corresponde a la estructura secundaria, los barriles
corresponden a alfa hélices y las flechas a ldminas beta. Se predice que este orf codifica

para una proteina de localizaciébn en membrana externa.
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Figura 19. Prediccién de estructura secundaria de la proteina codificada por el orf
37 del operén OPcr. En el renglén inferior se muestra la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la estructura primaria, en el renglén superior la estructura secundaria,
los barriles corresponden a alfa hélices y las flechas a laminas beta. Se predice que este

orf codifica para una proteina soluble.
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Figura 20. Prediccién de estructura secundaria de la proteina codificada por el orf
38 del operdn OPcr. En el rengldn inferior se muestra la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la estructura primaria, se indica con sombreado gris un segmento
transmembrana; el renglon superior corresponde a la estructura secundaria, los barriles
corresponden a alfa hélices y las flechas a ldminas beta. Se predice que este orf codifica
para una proteina de localizacion en periplasma y posee un dominio de union a
membrana.
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Figura 21. Prediccién de estructura secundaria de la proteina codificada por el orf
39 del operdon OPcr. En el rengldn inferior se muestra la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la estructura primaria, se indica con sombreado gris dos segmentos
transmembrana; el renglén superior corresponde a la estructura secundaria, los barriles
corresponden a alfa hélices y las flechas a laminas beta. Se predice que este orf codifica

para una proteina de localizacibn en membrana interna.
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Figura 22. Prediccién de estructura secundaria de la proteina codificada por el orf
40 del operon OPcr. En el renglon inferior se muestra la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la estructura primaria, se indica con sombreado gris dos segmentos
transmembrana; el renglén superior corresponde a la estructura secundaria, los barriles
corresponden a alfa hélices y las flechas a laminas beta. Se predice que este orf codifica

para una proteina de localizacibn en membrana interna.
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Figura 23. Prediccién de estructura secundaria de la proteina codificada por el orf
41 del operén OPcr. En el renglén inferior se muestra la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la estructura primaria, se indica con sombreado gris dos segmentos
transmembrana; el renglon superior corresponde a la estructura secundaria, los barriles
corresponden a alfa hélices. Se predice que este orf codifica para una proteina de

localizacién en membrana interna.
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Figura 24. Prediccién de estructura secundaria de la proteina codificada por el orf
42 del operén OPcr. En el rengldn inferior se muestra la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la estructura primaria, en el renglén superior la estructura secundaria,
los barriles corresponden a alfa hélices y las flechas a laminas beta. Se predice que este

orf codifica para una proteina de secrecion.
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Figura 25. Modelo que sugiere la localizacion de las proteinas codificado por los
orfs del oper6n OPcr. Se muestra la proteina de membrana externa codificada por el orf
36 (en azul), una proteina de localizacién periplasmica codificada por el orf 38 (en rojo).
En la membrana interna se localizan las proteinas codificadas por los orfs 39, 40 y 41 (en
amarillo, gris y fucsia respectivamente) asi mismo una ATPasa codificada por el orf 34 (en
lila). Los barriles corresponden a los segmentos transmembranales de cada proteina
predicha codificada por el operén. En la parte superior se sefalan las proteinas de
secrecion codificadas por el orf 33 en (naranja), el orf 35 (en café), el orf 37 (en azul), y el
orf 42 (en verde).
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8.5 Sintesis de un RNA mensajero policistronico codificado por los orfs del
operon OPcr

El analisis in silico predice que los orfs 33 a 42 forman un operén denominado
OPcr. Dado a que se ha reportado ampliamente que los genes que forman parte
de un operdn son transcritos en un ARNm policistronico, se realizé el andlisis
mediante RT-PCR de las regiones intergénicas entre los orfs 33 al 42 (Figura 26)
que forman parte del operon predicho. Para lo cual se disefiaron parejas de
oligonucledtidos especificas que permitiera amplificar las regiones intergénicas
entre los orfs, los tamafios de los amplificados varian entre 285 y 454 pares de

bases.

Se obtuvieron amplificados correspondientes a las regiones intergénicas que
incluyen desde el orf 34 al orf 42, sin embargo, no se logré la amplificacion de la
banda de transcrito correspondiente a la region intergénica entre los orfs 33-34, ni
en la region de los orfs 42-43, indicando que el orf 33 y el orf 43 no forman parte
del operdn (Figura 27). Este resultado demostré que los orfs 35, 36 y 37 forman

parte de un operdn gque se extiende desde el orf 34 al orf 42.
8.6 Amplificacién y clonacién del oper6on OPcr

Debido a que se identificé el operén OPcr en el plasmido pUM505, que podria
estar formando un sistema de resistencia a quinolonas y de virulencia, el operon

OPcr se clond y posteriormente se transfirié a la cepa de E. coli IM101.

Para realizar la clonacion primeramente se realizd la amplificacién del operén
OPcr mediante PCR y obteniendo un fragmento de aproximadamente 9218 pb el
cual fue ligado en el vector de recuperaciéon de fragmentos de PCR pJET 1.2/blunt
obteniendo un plasmido recombinante de 12,192 pb que se transfirié a la cepa E.
coli JM101 mediante transformacion. Con la finalidad de verificar la correcta
ligacion del operon en el vector se realizaron PCR’s de los orfs individuales del

operon (Figura 28).
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Figura 28. Clonacion del operon OPcr de pUM505 en el vector pJET 1.2/blunt. A. Gel
de agarosa donde se muestra el producto de PCR del operén, donde se observa el
marcador de tamafio, M y una banda de amplificacion de 9218 pb. B. Mapa genético del
plasmido recombinante obtenido pJET _OP de 12192 pb. C. Gel de agarosa
representativo de la caracterizacion del operon, donde se muestran dos bandas de
amplificacion de 1.2 kb correspondientes al tamafio del orf 35 de dos de las

transformantes obtenidas.
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8.7 Amplificacion y clonacion de los orfs individuales del operén OPcr

Se realiz6 la amplificacion mediante PCR de los orfs 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41
y 42 del operdn y se realizo la ligacion en el vector de recuperacion de fragmentos
de PCR pJET 1.2/blunt. Se obtuvieron sus respectivos plasmidos recombinantes y
se transfiieron a la cepa E. coli JM101 mediante transformacion. Para
caracterizar las transformantes obtenidas se realizaron PCR’s de cada uno de los
orfs y para comprobar la presencia del orf de interés se realizé una electroforesis,

las condiciones empleadas se describen en el apartado de materiales y métodos.
8.8 Curvas de susceptibilidad a quinolonas

Para comprobar si el operén OPcr estd relacionado con el fenotipo de
susceptibilidad a quinolonas, se realizaron curvas de susceptibilidad a quinolonas
representativas de cada una de las generaciones de desarrollo de estos
antibioticos. El acido nalidixico representa a la primera generacion, ciprofloxacina
y norfloxacina a la segunda, mientras que levofloxacina a la tercera generacion y
por ultimo moxifloxacina, quinolona de cuarta generacion. Se utiliz6 como control
la cepa E.coli IM101 sin el operdn clonado y la cepa E.coli IM101 que posee el

plasmido recombinante pJET_OPcr.

En todas las pruebas de susceptibilidad realizadas se observO un mayor
crecimiento de la cepa de E. coli IM101 que posee el operén OPcr, lo que refleja
un incremento en la resistencia, en comparacion de la cepa JM101 donde no esta
presente el operén (Figuras 29, 30, 31, 32 y 33). Por consiguiente, estos

resultados mostraron que el operon OPcr confiere resistencia a quinolonas.
8.9 Ensayos de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC’s)

Dado que el operon OPcr esta constituido de mdultiples genes de los cuales se
tenian antecedentes de que los orfs 35, 36 y 37 en conjunto conferian resistencia
a quinolonas como ciprofloxacina y levofloxacina, para evaluar la participacion de
individual de cada uno de los genes del operén OPcr en la resistencia a

quinolonas, se realizaron ensayos para determinar la concentracion minima
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Figura 29. Susceptibilidad a acido nalidixico del operén OPcr de pUMS505. Los
cultivos se crecieron en CN por 18 horas a 37°C con agitacion constante a las diferentes
concentraciones del antibidtico indicadas y se midi6 la absorbancia a 600nm. E.coli
JM101 (o), E.coli IM101 pJET_OP ( e). Se muestran las bandas de error estandar de la

media, n=6.
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Figura 30. Susceptibilidad a ciprofloxacina del operén OPcr de pUM505. Los cultivos
se crecieron en CN por 18 horas a 37°C con agitacion constante a las diferentes
concentraciones del antibidtico indicadas y se midid la absorbancia a 600nm. E.coli
JM101 (o), E.coli IM101 pJET_OP ( e). Se muestran las bandas de error estandar de la

media, n=6.
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Figura 31. Susceptibilidad a norfloxacina del operén OPcr de pUM505. Los cultivos
se crecieron en CN por 18 horas a 37°C con agitaciobn constante a las diferentes
concentraciones del antibidtico indicadas y se midid la absorbancia a 600nm. E.coli
JM101 (o), E.coli IM101 pJET_OP ( e). Se muestran las bandas de error estandar de la

media, n=6.
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Figura 32. Susceptibilidad a levofloxacina del oper6n de pUM505. Los cultivos se
crecieron en CN por 18 horas a 37°C con agitacion constante a las diferentes
concentraciones del antibidtico indicadas y se midid la absorbancia a 600nm. E.coli
JM101 (o), E.coli IM101 pJET_OP ( e). Se muestran las bandas de error estandar de la

media, n=6.
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Figura 33. Susceptibilidad a moxifloxacina del oper6n OPcr de pUM505. Los cultivos
se crecieron en CN por 18 horas a 37°C con agitacibn constante a las diferentes
concentraciones del antibidtico indicadas y se midid la absorbancia a 600nm. E.coli
JM101 (o), E.coli IM101 pJET_OP ( e). Se muestran las bandas de error estandar de la

media, n=6.
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inhibitoria (MIC) a las quinolonas de la cepas de E. coli con los genes del operén
Tabla 8. En los ensayos MIC se utilizé6 como control a la cepa de referencia E. coli
ATCC, determinando que los resultados del MIC para cada una de las quinolonas
se encuentran dentro de los valores establecidos, lo que le da validez a dicho
ensayo. También se trabajo con la cepa E.coli IM101 como control negativo de la

resistencia.

La clonacion independiente de los orfs 35, 40 y 41 tuvo como consecuencia un
incremento en los valores de MIC para todas las quinolonas, de igual manera se
observo que los orfs 35, 36 y 37 clonados en conjunto incrementaron el MIC de la
cepa de E. coli IM101. El orf 36 mostr6 que a excepcidon de la ciprofloxacina
aumento en el nivel de resistencia para el resto de las quinolonas, mientras que el
orf 37 también a aumenta los valores de MIC de la mayoria de las quinolonas,
solamente el MIC para norfloxacina no fue modificado. El orf 39 solo mostro
resistencia para moxifloxacina y por altimo, los orfs 38 y 42, mostraron no estar

participando en la resistencia a quinolonas.
8.10 Ensayos de virulencia

Debido a que el operon OPcr posee el gen Hop, que previamente fue relacionado
con el aumento de la virulencia, se procedié6 a determinar la participacion del
operdon OPcr en la virulencia, asi como de algunos de sus genes. Los ensayos de
virulencia se realizaron utilizando como modelo de infeccion el invertebrado C.
elegans, con la finalidad de evaluar el porcentaje de sobrevivencia de estos
nematodos al ponerlos en contacto con la cepa E. coli JIM101 (pJET_OPcr) a
diferentes horas. Se utilizaron como control negativo la cepa E. coli IM101 y el
medio minimo sin inoculacién bacteriana. Se obtuvo como resultado, que la
presencia del operon OPcr aumenta la virulencia de la bacteria, al observar la
disminucion en la sobrevivencia del nematodo en aproximadamente un 30%, en
comparacion con el control (medio minimo) y la cepa sin el operon (Figura 34).

Estos resultados demuestran la participacién del operon OPcr en la virulencia.
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Tabla 8. Concentraciones minimas inhibitorias (MIC) a quinolonas de los orfs

del operdn OPcr.

CMI (pg/ml)
s Quinolonas

CCox [ v [ NoR [ mir | NaL_

E. coli ATCC 25922 0.015 0.031 0.062 0.015
E. coli IM101 0.015 0.031 0.062 0.031
E. coli IM101 (pJET orf35)  0.062 0.125 0.25 0.062
E. coli IM101 (pJET orf36)  0.015 0.125 0.125 0.031
E. coli IM101 (pJET orf37)  0.125 0.062 0.062 0.062
E. coli IM101 (pJET orfs 35-37) 0.125 0.125 0.125 0.062
E. coli IM101 (pJET orf38)  0.008 0.031 0.062 0.015
E. coli IM101 (pJET orf39)  0.008 0.031 0.062 0.062
E. coli IM101 (pJET orf40) ~ 0.031 0.062 0.125 0.062
E. coli IM101 (pJET orf41)  0.125 0.062 0.125 0.125
E. coli 153-3 (pUC_orf42) 0.015 0.062 0.062 0.031
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Asi mismo, se evalud la participacion individual de los orfs del operén en la
virulencia y se observé que los orfs 36, 38, 39, 40 y 41 no participan en la
virulencia puesto que el porcentaje de sobrevivencia es similar al obtenido para los
controles negativos. Ademas, se observo la disminucion en el porcentaje de
sobrevivencia de un 25 a un 35% por la presencia de los orfs 35, 37, 42 y por la
transferencia de los orfs 35, 36 y 37 clonados en conjunto (Figura 35), lo que

demuestra la participacion diferencial de los orfs del operon OPcr en la virulencia.

Puesto que los analisis in silico predicen que los orfs 35, 37 y 42 codifican a
probables proteinas que son secretadas, se realizd6 un nuevo ensayo de virulencia
en C. elegans, empleando los sobrenadantes de los cultivos bacterianos de las
cepas bacterianas que contienen estos orfs clonados, lo cual result6 en una
disminucién de aproximadamente un 30 a un 55% del porcentaje de sobrevivencia

en C. elegans por la presencia de los sobrenadantes (Figura 36).

Con la finalidad de identificar si el producto codificado por los orfs 35, 37 y 42 que
incrementa la virulencia es de origen proteico, se emplearon los sobrenadantes de
las cepas bacterianas que mostraron virulencia (orfs 35, 37, 42 y 35-37), los
cuales fueron tratados previamente con pronasa a una concentracion de
10mg/mL, la cual es una mezcla comercial de proteasas aisladas de Streptomyces
griseus que realiza una digestion completa o casi completa en los amino&cidos
individuales. Ademas, los sobrenadantes de las cepas bacterianas seleccionadas
(con los orfs 35, 37, 42 y 35-37 clonados) se sometieron a desnaturalizacion por
calentamiento a 95°C durante dos horas, con la finalidad de desnaturalizar las
probables proteinas y asi desorganizar su estructura tridimensional y por
consiguiente generar la pérdida de su funcién, posteriormente el ensayo de
virulencia se realizé igual a los anteriores. Los resultados mostraron que los
sobrenadantes de las cepas de E. coli JM101 con los orfs 35, 37 y 42 no
disminuyeron el porcentaje de sobrevivencia de los nematodos, su
comportamiento es similar al de los controles (medio M9 y la cepa bacteriana sin
los orfs) (Figuras 37 y 38). Estos datos indican que las proteinas que son

secretadas por el operén OPcr participan en la virulencia de la bacteria, sugiriendo
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Figura 34. Virulencia conferida por el operén OPcr de pUM505 en C. elegans. Medio
M9 utilizado como control negativo (0), E. coli JIM101 (o) y E. coli IM101 (pJET_OP) (»).

Se muestran barras de error estandar de la media, n=6.
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gue el OPcr ademas de conferir resistencia a quinolonas, puede codificar a un

sistema de expulsion de factores de virulencia.
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Figura 35. Virulencia conferida por los cultivos bacterianos de los orfs individuales
del oper6on OPcr de pUM505 en C. elegans. Medio M9 (o) utilizado como control
negativo, E. coli JM101 (o) y E. coli IM101 (pJET _orfs). Se muestran barras de error

estandar de la media, n=6.
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Figura 36. Virulencia conferida por los sobrenadantes de los orfs individuales del
operén OPcr de pUM505 en C. elegans. Medio M9 (o) utilizado como control negativo,
E. coli IM101 (o) y E. coli IM101 (pJET orfs). Se muestran barras de error estandar de la

media, n=6.
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Figura 37. Efecto en la virulencia de la adicidon de proteasas en los sobrenadantes
de las proteinas de secrecién del operén OPcr en C. elegans. Medio M9 utilizado
como control negativo (0), E. coli IM101 (o) y E. coli IM101 (pJET_orfs). Se muestran

barras de error estandar de la media, n=6.
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Figura 38. Efecto en la virulencia del uso de calor (95°C) en los sobrenadantes de
las proteinas de secrecion del operon OPcr en C. elegans. Medio M9 utilizado como
control negativo (0), E.coli IM101 (o) y E.coli IM101 (pJET_OP) (=). Se muestran barras

de error estandar de la media, n=6.
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9. DISCUSION

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa ampliamente distribuida
en el ambiente, incluyendo suelo y agua, asi como en asociacion con varios
organismos vivos y es fuente de infecciones oportunistas en humanos (Ochoa y
col.,, 2013). Recientemente, la Organizacion Mundial de la Salud clasifico a P.
aeruginosa como uno de los patdgenos prioritarios contra los que es necesario,
urgentemente, desarrollar nuevos antibiéticos, puesto que se ha estimado que las
infecciones causadas por bacterias resistentes podrian causar la muerte de mas
de 10 millones de personas en el afio 2050. Esta bacteria posee mdltiples factores
de virulencia implicados en la infeccion aguda y dafio de la célula huésped,
ademas de que es capaz de adquirir genes que pueden contribuir en la resistencia
e incrementar la virulencia, a través de la transferencia horizontal de genes,

mediada por elementos genéticos moviles (EGM) como plasmidos.

El plasmido pUM505 fue aislado de una cepa clinica de P. aeruginosa de un
paciente hospitalizado en la ciudad de Morelia, Michoacan. El plasmido pUM505
posee una isla de patogenicidad (PAI) de 67 kb y 78 marcos de lectura abiertos
(orfs 1-51 y 112-138), presenta una estructura tipo mosaico que consta de tres
blogues, los cuales estan relacionados en secuencia y organizacion genética con
grupos de genes en la isla PAPI-1 de P. aeruginosa PA14, un aislado clinico
altamente virulento (He et al., 2004), debido a la homologia de esta region con
PAl14 y a que estan presentes genes que codifican a integrasas y factores
relacionados a sistemas de conjugacion se nombré como isla de patogenicidad de
pUM505 (Ramirez y col, 2011).

La transferencia del plasmido pUM505 a una cepa de P. aeruginosa PAO1,
demostrd su participacion en virulencia, al realizarse un ensayo utilizando modelo
de infeccidn la hoja de lechuga cuyos resultados mostraron que cuando se inoculé
PAOl (pUM505), ésta produjo una lesion mayor que la cepa PAO1 sin el
plasmido, adicionalmente, se determino que la cantidad de UFC de las lesiones,
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incrementd cuatro veces mas en el caso de la cepa PAO1 (pUM505) respecto a la
cepa PAO1 sin el plasmido. La generacién de una biblioteca de genes del
plasmido pUM505 y su posterior caracterizacion, permitio determinar que los orfs
1, 2, 16, 17, 42, 97, 111, el gen traG, el gen tpnA del plasmido pUM505 son
capaces de incrementar la virulencia de E. coli JM101 y de P. aeruginosa PAOL1
(Rodriguez y col., 2016). Dado que el el orf 42 se predijo que codifica a una
proteina tipo Hop, una proteina que en otros sistemas participa en la virulencia, se
realizé su clonacion individual, mostrando que la transferencia de este gen genera
el incremento en la virulencia tanto para E.coli como para P. aeruginosa
(Rodriguez y col., 2016).

Aunado a la participacion de pUM505 en la virulencia bacteriana, mediante curvas
de susceptibilidad se demostré que el pladsmido confiere resistencia a las
quinolonas ciprofloxacina y levofloxacina, con respecto a la cepa PAO1 que no
tiene presente el plasmido, sugiriendo que pUM505 posee genes que confieren
resistencia a quinolonas por un mecanismo aun no reportado pero en el que
podrian participar los genes que codifican para proteinas hipotéticas. En nuestro
grupo de trabajo se realiz6 la busqueda de genes del plasmido pUM505
responsables de la resistencia a quinolonas y dado a que las mecanismos
resistencia mas comunes y que se han reportado hasta a la fecha en P.
aeruginosa son los sistemas membranales de expulsidon se realizé la busqueda de
proteinas de membrana y de periplasma mediante analisis in silico de las
proteinas hipotéticas codificadas en pUM505, se seleccionaron proteinas con
tamafios mayores a 200 aminoacidos para incrementar la probabilidad de
seleccionar proteinas de membrana ya que ha sido descrito que la mayoria de las
proteinas que forman parte de sistemas de transporte tienen tamafios mayores a
200 aminoacidos. De manera inicial se seleccionaron a los orfs 35, 36 y 37, los
cuales en conjunto confieren resistencia a las quinolonas ciprofloxacina y
levofloxacina cuando son transferidos a la cepa de E.coli J53-2, pero al ser
transferidos a P. aeruginosa PAO1 no se observd un aumento en la resistencia a
ciprofloxacina lo que sugirié que la resistencia que ejercen los orfs 35, 36 y 37 no

es suficiente para influir en la resistencia intrinseca a quinolonas de PAO1 (Rojas,
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2012). Posteriormente, en el grupo de trabajo se identifico al orf 131 de pUM505,
que codifica a la proteina CrpP y mediante una cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC) se determind que esta proteina causa una modificacion quimica
a la molécula de ciprofloxacina, al transferirle un grupo fosfato, lo cual disminuye la
actividad del antibiético y en consecuencia origina la resistencia a la quinolona en
la cepa E. coli J53-3, sin embargo, CrpP no confiere susceptibilidad a la cepa de
P. aeruginosa PAO1 (Chéavez y col., 2018) por lo cual se continué con la busqueda
de genes del plasmido pUM505 que pudieran estar involucrados en la resistencia

a quinolonas en P. aeruginosa.

El genoma bacteriano cominmente se encuentra organizado en operones (Osburn
y Field, 2009) y dado a que el arreglo gendmico de los orfs 35, 36 y 37 mostrd que
estos se encuentran traslapados por 23 y 17 pares de bases respectivamente,
aunado al hecho de que se sugirié que estos tres orfs podrian estar formando un
sistema de expulsion tripartita, el objetivo de este proyecto consistio en determinar
si los orfs 35, 36 y 37 del plasmido pUM505 constituyen o forman parte de un
operén. Un operén es un grupo de genes corregulados, coexpresados y con
funciones relacionadas (Osburn y Field, 2009). Mediante andlisis in silico en el
programa FGENES, se identific6 a un operén de 10 genes en la isla de
patogenicidad del plasmido pUM505 que incluye a los orfs 33 al 42 y del que
forman parte los orfs 35, 36 y 37. Una vez que se identific6 a este operdn, se
procedi6 a buscar probables promotores rio arriba del inicio del operén,
correspondiente a la region 5’ del orf 42. Haciendo uso del programa BPROM y el
programa Virtual Footprint, se identificaron a dos probables promotores, un

promotor ¢’° y un promotor tipo o"'%

, que corresponden a promotores descritos
en la expresion de genes de P. aeruginosa. El promotor Pvds ha sido encontrado
gue se requiere para la expresion de genes cuyos productos participan en
virulencia, como es el caso de los genes pvdA, pvdD, pvdE, ptxR, pvCcA que estan
involucrados en la sintesis y secrecion de pioverdina. Las pioverdinas son
sideréforos de alta afinidad, fluorescentes de color amarillo verdoso, son el

principal sistema de adquisicion de hierro en Pseudomonas y les dan a estos
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organismos una ventaja competitiva en el medio ambiente. Ademas, las
pioverdinas funcionan como moléculas de sefializacion extracelulares importantes
para inducir la produccion de factores de virulencia como la exotoxina A, la
proteasa PrpL y la pioverdina misma, los cuales son principales contribuyentes a
la capacidad que tiene esta bacteria de causar enfermedades (Lamont y col.,
2002, Swingle y col,. 2008).

El andlisis in silico tipo BLAST permitio realizar la prediccion de la probable
funcion de las proteinas codificadas por los orfs del operén OPcr. Se encontrd que
las probables proteinas codificadas por los orfs 36 al 41 tienen identidad a
proteinas involucradas en procesos de conjugacién, la proteina VirB que es
codificada por el orf 34 posee identidad con una ATPasa tipo VirB4, la proteina
VirB4 codificada en el cromosoma de P. aeruginosa forma parte del sistema de
secrecion tipo 1V, que esta relacionado con la virulencia. El orf 35, codifica a una
probable lipoproteina de transferencia conjugativa, asimismo se reportd que la
proteina codificada por este orf tiene identidad del 95% a una lipoproteina de P.
aeruginosa PA14 (Ramirez y col., 2011). En lo que respecta al orf 42, este codifica
a una probable proteina Hop de secrecion tipo lll, en P. syringae, hop codifica a un
efector el cual es inyectado en células vegetales por el sistema de secrecion tipo
[l 'y produce dafio a dichas células observandose lesiones en las hojas de la
planta del tomate. La eliminacion de hop reduce la formacion de lesiones
necroticas en las hojas del tomate (Linderberg y col., 2005), lo que sugiere que el
orf 42 codifica a una proteina efectora tipo Il la cual incrementa el dafio. Todas
estas probables proteinas codificadas con el operén presentan 100% de identidad

a proteinas encontradas en P. aeruginosa.

El analisis de la estructura secundaria, probable localizacion y segmentos
transmembrana de las proteinas codificadas por los orfs del operon permitio
proponer que el operén OPcr codifica para un sistema de resistencia a quinolonas
gue ademas posee proteinas relacionadas con la virulencia y que algunas de

estas proteinas son secretadas.
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Hasta la fecha no se ha reportado ningin operén en plasmidos o en el cromosoma
de P. aeruginosa que codifiqgue un sistema de expulsion en el que se relacionen
ambos fendmenos de resistencia y virulencia de forma tan estrecha y en el que
sus unidades transcripcionales codifiquen a proteinas que sean, como tal, parte de
la estructura del sistema de expulsion. A la fecha los reportes que se tienen es de
dos operones, cuyos genes codifican a proteinas que regulan la funcion y
expresion de otros genes o sistemas de expulsion, siendo estos ultimos los que de
manera directa si participan en generar ambos fenomenos, la resistencia y la
virulencia. Por ejemplo, el operébn marRAB (mar, resistencia a mdultiples
antibioticos), que es codificado en el cromosoma de cepas de E. coli y en
bacterias entéricas (Barbosa y col.,, 2000), posee un tamafio de 1.1 kb, sin
embargo, es su induccion la que da como resultado la expresion de factores de
transcripcion, como MarA, que controlan al menos 11 genes los cuales son los que
dan lugar la salida de multiples farmacos como quinolonas, tetraciclinas y beta
lactdmicos y (Sharma y col., 2017). El operon OmpR-EnvZ, identificado en la isla
de patogenicidad de Salmonella, esta implicado en la regulacion de la resistencia y
virulencia, que responde a condiciones ambientales, modificando la expresion de
OmpC Y OmpF, porinas implicadas en la resistencia a antibiéticos. Este sistema
OmpR-EnvZ, regula a otro sistema codificado en la misma isla de patogenicidad,
el operdn SsrA-SsrB, que a su vez regula a un sistema de secrecion tipo Il
necesario para la replicacion de la bacteria y para la infeccién (Feng., y col 2003;
Lee y col., 2001).

La resistencia a antibiéticos y la virulencia guardan una relacion muy estrecha
entre si, ya que cuando un microorganismo presenta resistencia a los
antimicrobianos, esta le confiere la capacidad al patégeno de continuar
replicAandose en su huésped, y de expresar al maximo su carga genética de
patogenicidad. El uso de los antibiéticos ha dado lugar a la seleccion de bacterias
resistentes lo que en un futuro puede ocasionar la muerte de miles de personas,
incluso superando las muertes por cancer, a este enorme problema de salud

publica se suma la seleccion de cepas virulentas que poseen mayor capacidad de
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colonizacion e infeccion, lo que le da posibilidad al microorganismo de ocasionar
brotes infecciosos endémicos. Ademas, especialmente en el ambiente
hospitalario, un patégeno debe ser no solo virulento sino también resistente a los

antimicrobianos para poder causar una enfermedad infecciosa.

Para comprobar si efectivamente los orfs 35, 36 y 37 forman parte de un operon,
tal como se predijo en los andlisis in silico y dado a que una de las caracteristicas
de un operdn es que los genes que lo conforman sean coexpresados, se
determind la formacién de un RNAm policistronico, debido al tamafio esperado del
trascrito se realiz6 el andlisis mediante RT-PCR de las regiones intergénicas entre
los orfs 33 al 42 que forman parte del operdn predicho. Se obtuvieron amplificados
correspondientes a las regiones intergénicas que incluyen desde el orf 34 al orf 42,
pero en lo que respecta las regiones intergénicas de los orfs 33-34 y los orfs 42-
43, no se encontraron bandas de amplificacion. Este resultado demostré que los
orfs 35, 36 y 37 si forman parte del operén OPcr el cual se extiende desde el orf
34 al orf 42.

Una vez que se identifico que el operon OPcr posee 9 genes, este se clond y se
transfirio a la cepa de E. coli IM101 para realizar ensayos de susceptibilidad a
quinolonas y de virulencia. Esta cepa fue elegida considerando que no es virulenta
y que se ha reportado que la concentracién minima inhibitoria a quinolonas, como
ciprofloxacina, en cepas de E. coli es menor que la de cepas de P. aeruginosa
(Hancock, 2005). La diferencia en la susceptibilidad de estas dos bacterias ha sido
atribuida a la elevada resistencia natural o intrinseca de P. aeruginosa, dada por la
alta permeabilidad de su membrana externa y al funcionamiento de proteinas
membranales y periplasmicas que participan en la resistencia a quinolonas, por
ejemplo los sistemas Mex (Wong y Kassen, 2011). Por lo tanto, el uso de la cepa
de E. coli JM101 permite evaluar la funcion de un mecanismo de resistencia a

antibiéticos.

Los ensayos de susceptibilidad se realizaron para un grupo de quinolonas, en el

gue se incluyé a acido nalidixico, ciprofloxacina, norfloxacina, levofloxacina vy
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moxifloxacina. Este grupo fue elegido a manera de incluir en los experimentos
quinolonas representativas de cada una de las etapas de desarrollo de estos
antibioticos, en vista de que a lo largo de cinco décadas, se realizaron grandes
cambios en su estructura base, lo que en consecuencia modificO su espectro
antimicrobiano, potencia y biodisponibilidad, haciendo que las quinolonas se
consideren antibidticos eficaces y seguros para el tratamiento de infecciones

bacterianas.

Los ensayos de susceptibilidad al grupo de las 5 quinolonas seleccionadas
realizados, mostraron un mayor crecimiento cuando esta presente el operon, lo
que refleja un incremento en la resistencia, a comparacion de la cepa donde no
esta presente el operon. Por consiguiente, estos resultados demostraron la
participacion del operon OPcr en la resistencia a quinolonas. Con la finalidad de
evaluar la participacion individual de los orfs del operon OPcr, cada uno de estos
orfs fueron clonados y transferidos a la cepa de E. coli IM101, posteriormente, se
realizaron ensayos de concentracion minima inhibitoria de las transformantes, lo
gue evidencid la participacion de los orfs 35, 40 y 41 de manera individual y de los
orfs 35, 36, 37 en conjunto, genes que incrementaron la resistencia para todo el
grupo de quinolonas utilizadas. El orf 36 por su parte mostr6 tener un aumento en
el nivel de resistencia para la mayoria de las quinolonas, la excepcion fue para
ciprofloxacina, mientras que para el orf 37 la excepcion ocurrié para norfloxacina.
El orf 39 solo mostro resistencia para moxifloxacina y por ultimo, los orfs 38 y 42,

demostraron no estar participando en la resistencia a quinolonas.

Estos datos nos permiten determinar que las proteinas codificada por el operén
OPcr participan de forma diferencial en la resistencia a quinolonas, asi mismo, se
determind que estos orfs no solo son capaces de conferir resistencia a
ciprofloxacina y levofloxacina, como se mostré en los antecedentes, sino que son

capaces de conferir resistencia a un grupo mas extenso de quinolonas.

A fin de caracterizar el operdn en cuanto a virulencia se realizaron ensayos con C.

elegans, con la finalidad de evaluar el porcentaje de sobrevivencia de estos
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nematodos al ponerlos en contacto con la cepa E. coli JM101, que posee el
operdén OPcr, lo que resultd en una disminucién en la sobrevivencia del neméatodo
aproximadamente en un 30%, al compararla con los controles negativos, lo que
constaté la participacion del operdn en la virulencia. Los orfs de forma individual
también fueron probados en la virulencia, lo que demostré la participacion
diferencial de los orfs del operon OPcr en la virulencia, debido a que, solo los orfs
35, 37, 42 y en conjunto los orfs 35, 36 y 37, mostraron una disminucion en el
porcentaje de sobrevivencia de los nematodos de un 25 a un 35%. Una vez
obtenido este resultado y correlaciondndolo con la prediccion de la localizacion
predicha de las proteinas codificadas por estos orfs en el modelo del sistema de
expulsion propuesto, en el que les incluye como proteinas de secrecion, se realizd
un nuevo ensayo de virulencia en C. elegans, empleando los sobrenadantes de
los cultivos bacterianos de las cepas bacterianas que contienen a los estos orfs
clonados, resultando en una disminucion de sobrevivencia cuando estos orfs estan
presentes, lo que indicoé que las proteinas codificadas los orfs 35, 37, 42, podrian

ser proteinas que son secretadas.

Con la finalidad de identificar si el producto codificado por los orfs 35, 37 y 42 es
de origen proteico y confirmar que son proteinas de secrecion, se realizaron
ensayos de virulencia en C. elegans empleando los sobrenadantes de las cepas
bacterianas que mostraron virulencia (orfs 35, 37, 42 y 35-37), tratados
previamente con proteasas o incubados a una temperatura de 95°C con la
intension de desnaturalizar las probables proteinas y asi desorganizar su
estructura tridimensional y por consiguiente generar la pérdida de su funcion. El
resultado obtenido fue que no disminuyd la sobrevivencia de los nematodos
después de su incubacion con los sobrenadantes tratados, lo que sugiere que las
proteinas codificadas por los orfs 35, 37 y 42 son secretadas e inducen virulencia,

pudiendo sugerir que estos actian como factores de virulencia.

En conjunto estos resultados demuestran la participacion del operéon OPcr de
pUMS505 en la resistencia a quinolonas y en la virulencia. Asi mismo, esté trabajo

mostro la participacion de orfs individuales del operon de forma diferencial en
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ambos procesos la resistencia a quinolonas y virulencia, lo que puede atribuirse a
la estructura y localizacién predicha de las proteinas a las que codifican o0 a la

forma en la son regulados.

Aunque quedan muchos puntos claves por indagar, para saber con precision la
forma en la que se organiza y funciona este operén, esta investigacion, es un
parte aguas para que se continué la busqueda de informacién respecto a si es
posible que el operon OPcr pudiera estar involucrado en otras funciones, por
ejemplo si el sistema codificado por el operdon pudiera estar expulsando

compuestos toxicos u otros antibidticos y el mecanismo empleado para su funcion.

Esta asociacion entre la resistencia y la virulencia, es beneficiosa para las
bacterias, sin embargo, desde el punto de vista clinico podria ser mortal en los
pacientes inmunodeprimidos. La presencia de genes de resistencia a antibioticos y
de virulencia en plasmidos permite la propagacion de estos mecanismos mediante
la transferencia horizontal de genes, permitiendo la seleccion de ambas funciones

y la adaptacion de las bacterias que los contienen.
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10. CONCLUSION

Los orfs 35, 36 y 37 forman parte de un operén de nueve genes que se extiende
desde el orf 34 al orf 42 denominado OPCR. Este operdn es encontrado en un

bloque de estructura de mosaico, de la isla de patogenicidad del plasmido
pUMSO05.

El operén OPcr ademas de incrementar la resistencia a quinolonas es capaz de
conferir virulencia a la cepa de E.coli IM101.
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