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Resumen y Abstract IX

Resumen

La circulacion de NDM entre enterobacterias representa un serio problema para los
sistemas de salud debido a las limitadas opciones terapéuticas disponibles. En la
actualidad se sabe que el gen que codifica NDM se origin6 en Acinetobacter spp., y
posteriormente migré a los pladsmidos conjugativos pNDM-BJO01-like frecuentes en el
género bacteriano. Interesantemente, las enterobacterias transportan plasmidos NDM-
positivos diversos, con poca relacion con los pNDM-BJO01-like. No obstante, en Providencia
rettgeri, un patégeno clinicamente significativo, aunque poco estudiado que esta
emergiendo como un nuevo organismo oportunista con alta resistencia a los antibiéticos,
fue identificado un plasmido pNDM-BJO1-like (p06-1619-NDM), con una modificacién
importante asociada a la adquisicion de un transposén con dos sistemas de muerte post-
segregacional, ParDE y RelEB. Los sistemas de muerte post-segregacional o
denominados toxina-antitoxina, estan compuestos por una toxina estable y una antitoxina
inestable, por lo que la pérdida del plasmido genera la muerte de la bacteria por accién de
la toxina estable. Teniendo en cuenta lo anterior, en este estudio se realizé un abordaje
microbioldgico y molecular para evaluar el impacto de estos sistemas en la estabilidad del
plasmido p06-1619-NDM, para lo cual se disefi6 y produjo un plasmido recombinante que
expresara las dos antitoxinas (ParD y RelB) y se transformé en P. rettgeri nativa portadora
del plasmido NDM-positivo, y posteriormente se evalud la estabilidad del plasmido p06-
1619-NDM por curvas de crecimiento continuo. Los resultados mostraron que el plasmido
p06-1619-NDM presenta gran estabilidad en el microorganismo que lo transporta (P.
rettgeri) permaneciendo por 30 dias de crecimiento continuo aun en presencia del
plasmido recombinante productor de las antitoxinas. Sin embargo, eventos genéticos
espontaneos determinados después de la secuenciacion de genoma completo,
desencadenaron la curacién del plasmido NDM positivo en la cepa nativa a partir del dia
20 de crecimiento continuo debido a la formacién de una estructura secundaria, una unidad
translocativa TU6368 que incorpord los sistemas toxina-antitoxina, por tanto, se sugiere la
participacion de los sistemas de muerte post-segregacional en la estabilidad de plasmidos

con resistencia a antibioticos B-lactamicos.

Palabras clave: NDM, Enterobacteriaceae, Providencia rettgeri, muerte post-

segregacional, sistemas toxina-antitoxina, estabilidad plasmidica, unidad translocativa.
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Abstract

NDM circularization among enterobacterias represents a serious problem for health
systems due to the limited therapeutic options available. It is known that the gene encoding
NDM originated in Acinetobacter spp., and subsequently migrated to the conjugative
plasmids pNDM-BJO1-like, where it is frequently found in this bacterial genus. Interestingly,
enterobacterias carry diverse NDM-positive plasmids, with little relation to the pNDM-BJO1-
like. However, in Providencia rettgeri, a clinically significant pathogen, although little
studied that is emerging as a new opportunistic organism with high resistance to antibiotics,
a pNDM-BJO01-like plasmid (p06-1619-NDM) was identified, with an important modification
associated with the acquisition of a transposon with two post-segregational killing systems
(PSK), ParDE and RelEB. PSK or also called toxin-antitoxin systems, are composed of a
stable toxin and an unstable antitoxin, so that the loss of the plasmid generates the death
of the bacteria by the action of the stable toxin. Considering the above, in this study a
microbiological and molecular approach was carried out to evaluate the impact of these
systems on the stability of plasmid p06-1619-NDM for which a recombinant plasmid that
expressed the two antitoxins was designed and produced (ParD and RelB) and was
transformed into wild type P. rettgeri carrier of NDM-positive plasmid, and subsequently
the stability of plasmid p06-1619-NDM was evaluated by continuous growth curves. The
results showed that plasmid p06-1619-NDM has great stability in the microorganism that
carries it (P. rettgeri), remaining for 30 days of continuous growth even in presence of
recombinant plasmid producing antitoxins. However, spontaneous genetic events
determined after complete genome sequencing triggered the healing of NDM-positive
plasmid in wild type strain from day 20 of continuous growth, due to the formation of a
secondary structure, a translocatable unit TU6368 that incorporated the toxin-antitoxin
systems, therefore, it suggested the participation of PSK in the stability of plasmids with 3-

lactam antibiotics resistance.

Keywords: NDM, Enteobacteriaceae, Providencia rettgeri, post-segregational Kkilling,

toxin-antitoxin systems, plasmid stability, translocatable unit.
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Introduccioén

El aumento de la resistencia bacteriana a los antibiéticos es un problema critico de salud
publica mundial [1]. En los Ultimos afios, las infecciones causadas por bacterias resistentes
a los antibioticos se asocian con altas tazas de morbilidad y mortalidad, particularmente en
aquellas producidas por organismos Gram negativos como lo son las enterobacterias
resistentes a carbapenémicos (CRE, Carbapenem Resistant Enterobacteriaceae) [2]. Para
la Organizaciébn Mundial de la Salud, estos organismos se consideran “patégenos
prioritarios” resistentes a mdltiples antibidticos (MDR, Multidrug-resistant) que estan
emergiendo rapidamente [3]; ya que, se han convertido en una causa importante de
infecciones hospitalarias y en la comunidad, siendo una grave amenaza para la salud
publica [4-6].

En la familia Enterobacteriaceae asi como en otros Gram negativos (Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa) las opciones terapéuticas para tratar sus
infecciones son cada vez mas limitadas [2, 7, 8] debido a que la efectividad de los
carbapenémicos, antibiéticos potentes de amplio espectro usados como agentes de Ultima
linea [6] se ha visto gravemente comprometida por la resistencia conferida por las -
lactamasas [9], enzimas cuyo rango de actividad hidrolitica incluye carbapenémicos e
inhibidores de B-lactamasas [10]. Una de estas enzimas, la metalo-B-lactamasa de Nueva
Delhi (NDM, New Delhi metallo-B-lactamase) era desconocida antes de 2008 [11] y desde
entonces NDM-1 y sus variantes se han convertido en un punto de atencion mundial debido
a su alta circulaciéon entre diferentes clones y especies bacterianas hospedadoras, lo que
ha llevado a que practicamente todos los paises realicen vigilancia epidemiolégica para

detectar cepas NDM positivas y el estado de diseminacion en diferentes regiones [12-15].

Las cepas NDM positivas que mayoritariamente se reportan a nivel mundial incluyen las
enterobacterias, entre las cuales, Klebsiella pneumoniae es la especie mas comun,
seguida de Escherichia coli y Enterobacter spp., de ahi que la familia Enterobacteriaceae

se considera como el principal hospedero del gen blanom; Sin embargo, este gen también
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se reporta en otros géneros bacterianos como los es Acinetobacter spp. [15]. En
Acinetobacter spp. el gen blanpm esta asociado a plasmidos altamente conservados que
no pertenecen a ninguno de los grupos de incompatibilidad reportados hasta la fecha, los
plasmidos pNDM-BJO1-like que tienen la estructura tipica de un transposén Tn125
(elemento genético movil responsable de la transposicion del gen blanpm-1 desde plasmidos
pNDM-BJO01-like a otros plasmidos) flanqueado por dos secuencias de insercioén ISAbal25
[16, 17]. Varios hechos sugieren que el gen circulante mas comun en las enterobacterias
(blanom) evoluciond a partir de Acinetobacter spp. como producto de la fusién entre un gen
de resistencia a aminoglucdsidos y un gen para una metalo--lactamasa preexistente [18],
y que posteriormente este producto quimérico fue transferido a algin plasmido pNDM-
BJO1-like en Acinetobacter baumannii de donde migré a las enterobacterias, en las que, el
elemento genético movil portador de blanom, €l transposén Tnl25 se ha interrumpido o
truncado para generar una variedad de contextos genéticos complejos para blanom; |0 que
resulta que este gen no esté asociado a cepas clonales dominantes, sino que esté mediado
por diversos tipos de plasmidos conjugativos que pueden variar de tamafio, contenido de
genes y grupos de incompatibilidad [14, 15, 19, 20]. Aunque se sugiere que Acinetobacter
spp. ha sido un reservorio de blaxpw antes de apuntar a las especies de enterobacterias
[21, 22], alin no est4 claro este nexo epidemiolégico de transmision de NDM entre bacterias
no fermentadoras (Acinetobacter spp.) y fermentadoras (Enterobacteriaceae). Sin
embargo, dentro de esta evolucién epidemioldgica, Providencia spp. parece jugar un papel
importante en la diseminacion de blanom-1, dado que los reportes de este tipo de bacteria
transportando este gen de resistencia han incrementado en los ultimos afios en el mundo
tanto a nivel hospitalario como comunitario [23-31]. Adicional a esto, en una Providencia
rettgeri proveniente de un brote reportado en Monterrey, México [25] se identific6 un
plasmido pNDM-BJO01-like, cuya variante se denominé p06-1619-NDM [17]. Este hallazgo
es interesante, puesto que este tipo de plasmido no es frecuente en enterobacterias (solo
existen dos reportes en el mundo de enterobacterias con plasmidos pNDM-BJO1-like [17,
32]); sin embargo, se cree que su adquisicion es indispensable para la generacién de los
diversos plasmidos NDM positivos encontrados en las bacterias no-Acinetobacter en las
etapas tempranas de diseminacion de blanpw-1 cuando este gen es adquirido desde

Acinetobacter spp. [17].

El plasmido p06-1619-NDM a pesar de compartir un alto porcentaje de identidad con los

plasmidos pNDM-BJO01-like (>99% de identidad nucleotidica sobre 74% de la secuencia de
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pNDM-BJO01), presenta una diferencia con estos y es la inserciobn de un transposon
novedoso, el Tn6368 que hasta la fecha solo ha sido reportado en P. rettgeri. La
incorporacion de este transposon putativo afecté dos mecanismos de mantenimiento de
los plasmidos, el primero, el sistema de segregacion tipo la por la delecion de los genes
de particién parB y parS; y el segundo, el sistema de resolucion de multimeros por la
delecién del gen de la resolvasa res; pero incorporé dos sistemas de muerte post-
segregacional (PSK, Post-Segregational Killing) o sistemas toxina-antitoxina (TA) tipo II,
los operones putativos ParDE y RelEB (Figura I) que codifican una toxina estable y una
antitoxina labil [17]. En estos operones, los genes parE y relE codifican dos toxinas
estables (tdxicas para la bacteria hospedadora) y los genes parD y relB codifican dos
antitoxinas labiles que se degradan facilmente y bloguean la accion tdxica de las proteinas
ParE y RelE [33, 34].
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Figural. Incorporacién del elemento genético movil putativo Tn6368 en el plasmido p06-1619-
NDM de P. rettgeri. La incorporacion del Tn6368 en el plasmido p06-1619-NDM adicion6 dos
sistemas toxina-antitoxina tipo I, truncé el transposén Tn125 sin afectar el gen de resistencia blanow-
1y genero la delecién de los genes parB, parS y res implicados en el sistema de segregacion tipo
lay en el de resolucion de multimetros respectivamente para plasmidos pNDM-BJO01. Figura tomada
de [35].

Los sistemas TA son importantes para promover la persistencia de plasmidos y otros
elementos genéticos moéviles en la bacteria que los alberga [36, 37]. Si el plasmido que
lleva un sistema TA no se transmite a la progenie (transferencia vertical), la antitoxina
inestable se degrada, mientras que la toxina estable permanece y actla sobre sus dianas
celulares para matar o inhibir el crecimiento de las células libres de plasmidos. Este efecto
se denomina muerte post-segregacional [38]. Aunque los plasmidos ayudan a las bacterias

a adaptarse a una gran variedad de entornos, estrés y condiciones hostiles, como la
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resistencia a antibiéticos de amplio espectro que favorece la supervivencia de la bacteria
en entornos clinicos; la expresion de genes y la replicacién del plasmido imponen un gran
costo biosintético sobre la bacteria hospedadora [39], por lo que en ausencia de seleccién,
un plasmido podria ser rdpidamente eliminado de la poblaciéon bacteriana. Sin embargo,
factores como los sistemas TA o PSK pueden favorecer la persistencia de los plasmidos
con resistencia a antibiéticos de amplio espectro, inclusive en ambientes que no son
hostiles para la bacteria que los alberga [37]. Para el caso del plasmido p06-1619-NDM,
es probable que la incorporacién del Tn6368 con los dos sistemas TA pueda tener un
efecto en la persistencia de este plasmido y, por tanto, en la resistencia a carbapenémicos
(por el gen blanpm-1), inclusive en ambientes que no son hostiles para la bacteria; es decir,
ambientes sin seleccion como es el caso de la comunidad donde P. rettgeri circula con

frecuencia.

Estudios preliminares realizados en el Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana por
Marquez-Ortiz A. y colaboradores en 2017 sefialan que el pldsmido p06-1619-NDM
presenta una gran estabilidad en P. rettgeri (Figura Il A), en donde no fue posible lograr su
eliminacion cuando esta bacteria fue cultivada sin presion selectiva (ausencia de
antibidtico) por 28 dias. Sin embargo, cuando este plasmido (p06-1619-NDM) fue
transferido a E. coli (cepa J53, derivada de la cepa K-12), presenté una baja estabilidad
perdiéndose después de los primeros siete dias de crecimiento continuo sin presion
selectiva (Figura Il B). Indagando sobre el genoma de la cepa receptora E. coli J53, se
pudo establecer que dicha cepa a nivel cromosomal codifica una antitoxina putativa RelB
con 99% de identidad a nivel de proteina con la antitoxina RelB de uno de los sistemas TA
codificado en el Tn6368 del plasmido p06-1619-NDM, lo que sugiere que la E. coli
transconjugante no requiere la presencia del plasmido para producir la antitoxina, puesto
gue tiene un gen cromosomal que podria suplir esta actividad, lo cual explicaria la menor
estabilidad de dicho plasmido en este hospedero [35]. Sin embargo, no se ha demostrado
experimentalmente la participacion de los sistemas TA putativos ParDE y RelEB en la
estabilidad del pldsmido p06-1619-NDM transportado por P. rettgeri; por tanto, es
necesario saber si la expresion exdgena de las antitoxinas putativas ParD y RelB afectan

la estabilidad de dicho pldsmido en P. rettgeri tal como sucedi6 en E. coli.
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Figura ll. Evaluacion de la estabilidad del plasmido p06-1619-NDM. La estabilidad del plasmido

p06-1619-NDM de P. rettgeri (A) y E. coli J53 (B) se evalué por comparacion de ADN plasmidico y
cromosomal por PCR durante 28 dias de crecimiento continuo en medio sin presion selectiva. Los
genes dnaAy uidA son genes cromosomales de Unica copia de P. rettgeriy E. coli, respectivamente.
El ADN plasmidico se detectd con oligonucle6tidos especificos para el plasmido p06-1619-NDM.
Figura tomada de [35].

A pesar de que los sistemas TA tipo Il son abundantes en genomas bacterianos, tanto a
nivel cromosomal como plasmidico [38, 40] y existe gran cantidad de literatura que los
describe, el estudio de las antitoxinas sigue siendo un reto técnico a nivel de laboratorio
debido a su baja estabilidad [41]. Adicionalmente, los ensayos de estabilidad plasmidica
mediada por sistemas TA en cepas multirresistentes provenientes de aislamientos clinicos
son nulos, como en el caso de P. rettgeri, un patégeno que usualmente no es considerado
como principal objetivo de los sistemas de vigilancia de salud publica; sin embargo, puede
tener un papel importante en la diseminacion y almacenamiento de mecanismos de
resistencia. Teniendo en cuenta que la diseminacion de la resistencia se favorece
enormemente por los mecanismos involucrados en la estabilidad plasmidica mediada por
elementos genéticos moviles que adicionan sistemas TA o PSK, resulta indispensable
determinar la estabilidad y los mecanismos moleculares asociados a este proceso en el
plasmido p06-1619-NDM en P. rettgeri para establecer el papel de esta especie bacteriana
como reservorio de la resistencia, puesto que los analisis sugieren que las modificaciones

encontradas en el pldsmido p06-1619-NDM pueden estar afectando la estabilidad de la
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resistencia a carbapenémicos en esta bacteria y por ende en la familia Enterobacteriaceae.
El aporte en conocimiento que permita establecer los mecanismos moleculares que
favorecen la diseminacion de la resistencia antimicrobiana, puede a mediano y largo plazo,
brindar herramientas para el desarrollo racional de terapias novedosas, que pueden usar
como dianas dichas estrategias moleculares.

Objetivos

Objetivo General

Establecer la asociacion del sistema de muerte post-segregacional en la estabilidad
del plasmido p06-1619-NDM de Providencia rettgeri.

Objetivos Especificos

» Disefiar y producir un plasmido recombinante que exprese las antitoxinas ParD y

RelB de los sistemas de muerte post-segregacional del plasmido p06-1619-NDM.

» Transformar el plasmido recombinante productor de las antitoxinas ParD y RelB en

una cepa de Providencia rettgeri transportadora del plasmido p06-1619-NDM.

» Evaluar el efecto en la estabilidad del pldsmido p06-1619-NDM en la cepa de
Providencia rettgeri que transporte los dos plasmidos productores de antitoxinas

por cuantificacion de ADN plasmidico.



1.Marco teodrico

1.1 Antibidticos carbapenémicos

Los carbapenémicos son antibidticos B-lactdmicos junto con las penicilinas y
cefalosporinas, pero difieren de estas en su estructura quimica exacta que se caracteriza
por la condensacion de un anillo B-lactamico y otro pirrolidinico de cinco miembros e
insaturado que contiene un atomo de carbono en vez de un atomo de azufre [42, 43] y
cuya combinacion confiere una estabilidad excepcional contra la mayoria de las [3-

lactamasas [44].

Los carbapenémicos, al igual que todos los B-lactdmicos producen un efecto bactericida
parcial [45] principalmente a través de la inhibiciébn de la sintesis de la pared celular
bacteriana al interferir en la formacién de una estructura esencial, el peptidoglicano,
mediante un blogueo en la Gltima etapa de su produccién, la transpeptidaciéon (Figura 1-1).
La transpeptidacion consiste en el entrecruzamiento de tetrapéptidos de &acido N-
acetilmuramico a partir de pentapéptidos, para lo que se necesita la accién de unas
enzimas denominadas transpeptidasas o proteinas de unién a la penicilina (PBPs,
penicilin-binding proteins). El anillo B-lactdmico al presentar una similitud estructural con la
region del pentapéptido al que se unen estas enzimas, es capaz de unirse a las PBPs de
forma covalente causando la activaciéon de endolisinas que promueven la destruccion
enzimatica del peptidoglicano, lo que impide la formacién de la pared celular que finalmente
desencadena la muerte celular bacteriana por su exposicién al medio y generacion de

cambios en la presién osmética [45, 46].

En general, los carbapenémicos son similares en cuanto a su espectro de accion que
incluye bacterias Gram positivas, Gram negativas y anaerobios [47]; sin embargo,
pequefias diferencias en su actividad antimicrobiana, determina las indicaciones

terapéuticas de cada uno [43], asi el imipenem, panipenem y doripenem son potentes
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antibioticos contra las bacterias Gram positivas; en tanto que, el meropenem, biapenem,
ertapenem y doripenem son ligeramente mas efectivos contra Gram negativas [6]. El
amplio espectro de accion, la actividad antimicrobiana, la menor vulnerabilidad a los
determinantes de resistencia y los bajos efectos adversos, hace que los carbapenémicos
sean considerados como el ultimo recurso mas confiable en el tratamiento empirico, en
monoterapia 0 en combinacion con otros antibidticos, de numerosas infecciones
nosocomiales graves, incluso algunas de origen comunitario; y en la terapéutica dirigida
de las producidas por bacterias Gram negativas multirresistentes [43, 44]. Adicionalmente,
los carbapenémicos se prefieren a otros tipos de antimicrobianos en el tratamiento de
infecciones invasivas o potencialmente mortales debido a su efecto de destruccion
independiente de la concentracion en las bacterias infectantes; sin embargo, la aparicién
y propagacion de la resistencia a estos antibidticos constituyen una preocupacion

importante para la salud publica [47].

A1, Competicion entre el betalactamico

y &l pentapéptida por la union con las AZ. Union covalante
PBF: “gana” el betalactamico por mayor afinidad o aslable entre PBP y el
& anillo batalactamico,
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s
‘th‘
)
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B1. Destruccion enzimalica
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MAM: Acido N-acelimurdmico; NAG: Acido N-acatilglueosamina: PBP: Penicilin Binding Prolein

Figura 1-1. Mecanismo de accion de los antibidticos B-lactamicos. Inicialmente se da una
competencia estructural entre el pentapéptido y el anillo B-lactamico por unién con las PBPs,
seguido de una union covalente estable entre ellas que inhibe la formacion del peptidoglucano y

activa endolisinas que desencadenan muerte celular. Figura tomada de [46].
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1.1.1 Mecanismos de resistencia a carbapenémicos

La resistencia a los antibidticos esta aumentando en todo el mundo a niveles peligrosos.
Dia tras dia aparecen y se propagan nuevos mecanismos de resistencia que ponen en
peligro la capacidad para tratar las enfermedades infecciosas comunes. Uno de estos
problemas es la creciente resistencia a carbapenémicos, antibiéticos de ultimo recurso que
se usan para el tratamiento de numerosas infecciones. Dentro de los mecanismos
asociados a la resistencia a este tipo de antibiéticos se destaca la expresion de bombas
de eflujo que expulsan de manera activa los carbapenémicos del espacio periplasmico
después de su entrada, la disminucion de la permeabilidad de la membrana externa que
impide que el carbapenémico alcance sus PBPs, los cambios o mutaciones en las PBPs
gue disminuyen la afinidad por el carbapenémico y la produccion de carbapenemasas que
inactivan los carbapenémicos y otros antibidticos B-lactamicos, siendo este Ultimo
mecanismo el mas relevante, debido a que esta codificado por genes gue son transferibles

vertical y horizontalmente por plasmidos o transposones [44, 47].

Las carbapenemasas son (3-lactamasas que se han reportado principalmente en la familia
Enterobacteriaceae, en A. baumannii y P. aeruginosa [48], siendo las que mas alarma y
preocupacion han causado en los Ultimos afios, ya que constituyen la familia mas versatil
de las B-lactamasas por su capacidad de hidrolizar tanto a los carbapenémicos como a
otros [B-lactamicos [43, 49]. Se conocen tres tipos moleculares de carbapenemasas
denominados A, B y D con base al esquema de clasificacién de Ambler (dentro del grupo
C no se han reportado carbapenemasas) [50]. Las carbapenemasas de las clases Ay D
son serina B-lactamasas (SBLs) que contienen una serina en el sitio activo y pueden
inactivarse por los inhibidores de p-lactamasas (acido clavulanico, sulbactam vy
tazobactam); mientras que las de clase B, son metalo B-lactamasas (MBLS) que requieren
uno o mas atomos de zinc en el sitio activo, para hidrolizar el anillo B-lactamico biciclico
[48, 49].

Las carbapenemasas de clase A incluyen las enzimas SME, NmcA/IMI generalmente
codificadas cromos6micamente, mientras que las enzimas KPC y GES estan codificadas
por plasmidos con capacidad de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y
aztreonam. También se han encontrado carbapenemasas clase B como IMP , VIM, GIM,

SIM y NDM, cuyos genes se encuentran principalmente en plasmidos transferibles en la
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familia Enterobacteriaceae, pero también en P. aeruginosa y A. baumannii, e hidrolizan
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos; no se une a los inhibidores y son inactivas
frente a monobactamicos (aztreonam). De manera similar, las carbapenemasas clase D
tipo OXA se encuentran tanto en plasmidos como en cromosoma y tienen baja actividad
sobre cefalosporinas de amplio espectro [44, 48, 51, 52].

1.2 Generalidades de Enterobacteriaceae resistente a
carbapenémicos

Enterobacteriaceae es una familia de diversas Gamma proteobacterias que incluyen
patégenos humanos frecuentes (K. pneumoniae, E. coli, Salmonella entérica, Enterobacter
cloacae) y poco frecuentes (Proteus mirabilis, P. rettgeri, Citrobacter freundii) con
resistencia antibiotica creciente. Debido al uso indiscriminado de los antibiéticos y a la falta
de control de infecciones en las instalaciones sanitarias [44], las enterobacterias
resistentes a carbapenémicos (CRE, Carbapenem Resistant Enterobacteriaceae ) son un
problema urgente de salud publica mundial ya que exhiben resistencia a la mayoria de los
antibioticos disponibles actualmente, lo que desencadena una alta mortalidad y un

tratamiento limitado [53, 54].

La resistencia a carbapenémicos en las CRE se debe principalmente a la expresion de
enzimas tipo carbapenemasas que degradan los antibidticos B-lactamicos incluidos los
carbapenémicos, antibiéticos de Ultima linea para el tratamiento de infecciones
nosocomiales. Actualmente, tres tipos de carbapenemasas se consideran como las (-
lactamasas de mayor importancia epidemioldgica y clinica segun datos del SMART (Study
for Monitoring Antimicrobial Resistance Trends): KPC, NDM y OXA-48 [55, 56] y cuya
distribucion es global (Figura 1-2) [19], debido a su presencia en entornos hospitalarios y
comunitarios. A nivel hospitalario, una serie de factores predisponen a las personas a las
infecciones por CRE, siendo la neumonia asociada a ventilador, bacteriemia, infecciones
del tracto urinario y del sitio quirdrgico los mas relevantes [47], en tanto que las infecciones
en la comunidad parecen estar asociadas a portadores CRE asintomaticos, lo que

representa un reservorio potencial de la resistencia [57].

Hasta la fecha, las especies mas comunes de enterobacterias que albergan genes de

carbapenemasas transmisibles son K. pneumoniae y E. coli [19]; sin embargo, especies
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del género Providencia resistentes a carbapenémicos son cada vez mas reportadas en los

sistemas de salud [58].
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Figura 1-2. Distribucién global de carbapenemasas en enterobacterias, por pais y region.

Abreviaturas: IMP, 3-lactamasa con capacidad de hidrolizar imipenem; KPC, Klebsiella pneumoniae
carbapenemasa; NDM, metalo-B-lactamasa de Nueva Delhi; OXA, B-lactamasa hidrolizante de

carbapenem tipo oxacilinasa; VIM, metalo-B-lactamasa codificada por integrones de Verona. Figura

tomada de [19].

1.2.1 Providencia rettgeri resistente a carbapenémicos

El género Providencia es un miembro de la familia Enterobacteriaceae, que junto Proteus

y Morganella forman la tribu Proteeae y es parte de la flora intestinal humana [31]. Entre

las especies de Providencia, P. stuartii y P. rettgeri son las causas mas comunes de

infecciones del tracto urinario y de la piel, bacteriemia, gastroenteritis (diarrea del viajero),

meningitis y endocarditis, especialmente en pacientes inmunocomprometidos y con
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catéteres urinarios permanentes, por lo que tienen un impacto significativo en la morbilidad,

la mortalidad y el tratamiento de los pacientes [31, 58-60].

Providencia rettgeri es un bacilo gramnegativo no fermentador de lactosa, aerobio o
anaerobio facultativo y movil que se diferencia de otros géneros de la tribu Proteeae en
funcibn de reacciones bioquimicas especificas, principalmente por la desaminacién
oxidativa de aminoacidos aromaticos (triptéfano y fenilalanina) a su correspondiente
cetoacido y amoniaco [58-61]. P. rettgeri fue descubierto por Rettger en 1904 a partir de
una epidemia similar al colera en pollos, y desde entonces se ha aislado de aves de corral,
heces de reptiles y anfibios y aguas superficiales; y rara vez de las heces humanas y del

tracto urinario sin infeccion [60].

Providencia rettgeri es un patégeno clinicamente significativo, aunque poco estudiado que
estd emergiendo como un nuevo patdgeno oportunista con alta resistencia a los
antibioticos [62]. Las infecciones causadas por P. rettgeri son raras, siendo las infecciones
del tracto urinario y la bacteriemia las mas reportadas [58, 60] debido a la produccién de
ureasa bacteriana, un importante factor de virulencia asociado con la formacién de célculos
en el tracto urinario, obstruccién de los catéteres urinarios a largo plazo o desarrollo de
pielonefritis aguda que puede conducir a una infeccion sistémica [60, 61]. El tratamiento
de las infecciones producidas por P. rettgeri es un reto y una preocupacion particular a
nivel hospitalario, porque en los ultimos afos, las cepas productoras de carbapenemasas
han incrementado paulatinamente, o que ha disminuido las alternativas para la terapia
antimicrobiana, sumado a esto, estas cepas presentan resistencia intrinseca frente a
polimixinas y tigeciclina, lo que dificulta ain més el tratamiento de las cepas resistentes a

multiples farmacos (MDR) de este patégeno oportunista de importancia clinica [31, 58, 62]

El mecanismo de resistencia mas comun a los carbapenémicos en P. rettgeri esta mediado
por la metalo B-lactamasa-1 de Nueva Delhi (NDM-1), siendo este organismo clave para
la diseminacion de esta carbapenemasa [58]. La primera aparicion de productores de
NDM-1 en aislamientos clinicos de P. rettgeri se informé en Israel en 2013 y desde
entonces, se han notificado otros casos en varios paises del mundo [23-31]; sin embargo,
otras carbapenemasas tipo OXA-72 e IMI-1 también se han reportado en éste
microorganismo, de ahi que la alta prevalencia de P. rettgeri resistente a carbapenémicos

hace que se requieran medidas para controlar oportunamente su propagacion [58].
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1.3 Elementos genéticos de diseminacion de resistencia

Existen dos tipos de resistencia bacteriana a los antibiéticos: la resistencia intrinseca y la
adquirida. La primera, la presentan de forma natural las bacterias y est4 asociada a genes
cromosomales tales como los codificantes de ciertos sistemas de expulsién activos. Por
otro lado, la resistencia adquirida es la que presentan de forma no natural como
consecuencia de mutaciones en genes propios de la bacteria o por adquisicién de material

genético procedente de otra bacteria (bien sea del mismo género bacteriano u otro) [63].

La localizacién de los genes de resistencia especificos en elementos genéticos méviles o
movilizables (plasmidos, transposones o casetes génicos en integrones) hace posible esta
transmisién, conocida con el nombre de transferencia horizontal. Los elementos genéticos
moviles son segmentos de ADN que codifican las proteinas necesarias para mediar el
movimiento de ADN entre genomas, desempefiando asi un papel muy importante en la
evolucion de las especies [64]. Los principales procesos por los que se produce este
intercambio de resistencia son tres: conjugacion (plasmidos y transposones conjugativos),
transformacién (ADN cromosomal desnudo o plasmidos) o transduccion (bacteriéfagos)
[63]. Los elementos genéticos méviles mas prevalentes entre las especies bacterianas son
los plasmidos, elementos genéticos transponibles y casetes génicos en integrones. Para
nuestro estudio, es importante conocer acerca de los plasmidos, por tanto, se describen a

continuacion.

1.3.1 Plasmidos

Un plasmido puede definirse como una molécula de ADN extracromosomal de doble
cadena, circular covalentemente cerrada y capaz de replicarse de forma autbnoma en la
bacteria hospedadora. No codifica funciones esenciales para la supervivencia de la
bacteria que lo transporta, pero si le da ventajas a esta, ya que puede proporcionarle genes
de resistencia a antibidticos, de resistencia a metales pesados, o incluso, genes de
virulencia [65]. Los plasmidos se pueden encontrar en casi todas las especies bacterianas
y su tamafio varia desde 2000 pb a cientos de miles de pares de bases (400 kb). Algunos
plasmidos son transferibles por conjugacién (plasmidos conjugativos) y otros necesitan la
accion de un plasmido conjugativo coexistente en la misma bacteria (plasmidos no-

conjugativos moviles) [66].
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Los plasmidos estan tipicamente presentes en multiples copias, y el nimero de copias es
relativamente estable. El nimero de copias del plasmido varia ampliamente dependiendo
del plasmido, variando desde tan sé6lo una o dos copias por célula hasta 200 copias por
célula para derivados plasmidicos utilizados para la expresion génica recombinante [67].
Los plasmidos representan una importante carga metabdlica para sus huéspedes. La
carga metabolica asociada con un plasmido particular se determina tanto por la expresion
de productos transportados por los plasmidos como por el nUmero de copias de plasmidos
dentro de una célula. Los pladsmidos de nimero de copias elevadas se pierden tipicamente
de poblaciones a una velocidad elevada en ausencia de seleccion, probablemente debido
a que estas construcciones ejercen una gran carga metabdlica y carecen de factores de
mantenimiento de plasmido encontrados en pladsmidos naturales. La pérdida de plasmido
se ha identificado como un factor clave que limita el rendimiento de la expresion génica
recombinante a gran escala, lo que conduce a esfuerzos sustanciales dirigidos a la
comprension de los mecanismos implicados en la regulacién del nimero de copias del

plasmido y pérdida de plasmidos [67].

Dado que la expresién de genes transmitidos por plasmidos sélo confiere una ventaja
selectiva en ambientes especificos con el fin de prevenir la pérdida cuando las condiciones
cambian, los plasmidos necesitan mecanismos para asegurar su transmision a las células
hijas. Los mecanismos para la propagacion vertical del plasmido entre los anfitriones

bacterianos caen en las tres categorias siguientes:

e Sistemas de particion: en plasmidos con bajo nimero de copias albergan genes
gue permiten la distribucion fisica de los plasmidos, para que cada célula hija reciba al
menos un plasmido tras la division celular.

e Segregacion aleatoria: en plasmidos con alto numero de copias (> 15
copias/célula), cada célula hija recibe al menos un pldsmido como resultado de la difusién
aleatoria y segregacion activa.

e Muerte post-segregacional: mecanismos de matanza selectiva a aquellas células
hijas libres de pladsmidos, con esto se asegura el mantenimiento de plasmidos en la

poblacion.
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Ademas de los mecanismos dedicados a asegurar la transmision vertical, la transferencia
conjugada se puede considerar como un mecanismo que promueve la estabilidad
plasmidica, ya que permite que algunos plasmidos se restablezcan en células sin plasmido
[67].

1.4 Sistemas de muerte post-segregacional

Los sistemas de muerte post-segregacional (PSK, post segregational Kkilling),
corresponden a sistemas toxina-antitoxina codificados en pladsmidos y otros elementos
moviles que afectan la viabilidad de las células hijas libres de plasmidos, garantizando asi
la persistencia del plasmido en la poblaciéon bacteriana. Los sistemas PSK también se
conocen como sistemas de adiccion porque son dificiles de perder una vez que se

adquieren, por lo que son esenciales [68, 69].

Los sistemas toxina-antitoxina (TA) son pequefios moédulos genéticos que estan
involucrados en varios procesos, como la formaciébn de células persistentes, la
estabilizacion de plasmidos y la resistencia a bacteriéfagos y antibiéticos [70-73]. La
mayoria de las bacterias y arqueas contienen médulos TA en sus genomas, a menudo en
multiples copias, presentes tanto en plasmidos como en cromosoma [71, 74]. Los sistemas
TA tipicamente se organizan en operones bicistronicos con dos genes que codifican una
toxina estable que mata la célula bacteriana o interrumpe un proceso celular, y una
antitoxina inestable que impide su toxicidad [74-76]. Las toxinas y las antitoxinas forman
un complejo estable que inhibe la actividad de la toxina en condiciones normales de
crecimiento. En caso de dafio celular o condiciones de estrés, las antitoxinas se degradan

permitiendo que la toxina libre se una a su objetivo o diana celular [70, 71].

1.4.1 Clasificacion

Desde el descubrimiento inicial de los sistemas TA, se han identificado seis tipos de
sistemas diferentes (I-VI) que estan codificados en genomas bacterianos, en los que, el
producto del gen de la toxina es tipicamente una proteina y la del gen de la antitoxina es
un ARN no codificante (en los sistemas de TA | y lll) o una proteina de bajo peso molecular
(en los sistemas de TAIl, IV, V y VI). Estos sistemas se han clasificado de acuerdo con la

naturaleza de la antitoxina y los mecanismos utilizados por las antitoxinas para neutralizar
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la actividad de las toxinas [71, 77, 78]. En la Figura 1-3 se esquematizan las clases de

sistemas TA.
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Figura 1-3. Clasificacion de los sistemas toxina-antitoxina. Las toxinas se muestran en naranja
y las antitoxinas en azul; las actividades que no son téxicas estan en letra negra, mientras que las

gue son téxicas estan en gris. Figura tomada de [78].

En el sistema tipo |, la expresién del gen de la toxina se regula mediante un ARN anti
sentido (ARN-antitoxina) transcrito a partir de un gen adyacente al gen de la toxina, pero
en orientacion inversa. El reconocimiento del ARN anti sentido al ARNm de la toxina impide
la traduccion de la toxina. En el sistema tipo Il, la toxina y la antitoxina son proteinas

pequefias codificadas por dos genes que se organizan en un operén y se regulan a nivel
transcripcional. La antitoxina forma un complejo proteina-proteina con la toxina resultando
en su neutralizacion, al inhibir sus efectos nocivos. En condiciones de estrés, se activan
proteasas celulares tipo Lon y Clp que escinden preferentemente las antitoxinas, liberando
las toxinas para inhibir el crecimiento mediante la inhibicion de la traduccién o la

replicacion. Este sistema se describe en detalle mas adelante. En el sistema tipo 1ll, el ARN
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de la antitoxina es procesado por la toxina endoribonucleasa (RNasa), lo que resulta en la
formacion de complejos de ARN-proteina que inhiben la actividad de la toxina. En el

sistema tipo 1V, la antitoxina neutraliza la toxina al estabilizar los filamentos bacterianos,

mientras que la toxina los desestabiliza, por lo que no hay interaccion directa de estas. En
ausencia de la antitoxina, esta desestabilizaciéon mediada por toxinas inhibe la division
celular. En el sistema tipo V, la antitoxina actia como una endoribonucleasa que degrada
el ARNm que codifica la toxina, por tanto, hay inhibicién de la traduccion. En el sistema
tipo VI, la antitoxina es una proteina adaptadora que se une a la toxina para promover su
degradacién por Clp. Cuando no se degrada, la toxina se une a la hebra deslizante para
inhibir la replicacién del ADN [38, 70, 71, 78].

1.4.2 Sistemas toxina-antitoxinatipo Il

De todos los sistemas antes mencionados, los sistemas TA tipo Il son los mayoritariamente
distribuidos y los mejor caracterizados en procariotas, especialmente en bacterias
patdgenas [79, 80]. Al igual que los otros sistemas, comprenden dos genes, con el gen
antitoxina que precede al gen de la toxina, aunque no necesariamente en este orden y con
ambos genes co-transcritos a partir de un solo promotor localizado corriente arriba del gen
para la antitoxina (Figura 1-3, Type Il); en general, los dos genes se superponen en unos
pocos nucleétidos, lo que indica su traduccion acoplada [81]. En este sistema, la antitoxina
forma un complejo proteina-proteina con la toxina, lo que resulta en su neutralizacién al
inhibir sus efectos nocivos y en condiciones sin estrés, el complejo permanece inactivo en
el citoplasma del organismo productor [38, 70, 82]. Debido a que la proteina antitoxina esta
parcialmente plegada, es mas fragil y susceptible a la degradacién por las proteasas del
huésped (por ejemplo, Lon o Clp), esta degradacién o escision de la antitoxina, liberara la
toxina mas estable para actuar sobre su diana celular [81], por tanto, mediante este
mecanismo simple, los sistemas de TA de tipo Il codificados por plasmidos conducen a la
muerte celular post-segregacional en la progenie bacteriana desprovista del plasmido, y
por ende de los sistemas TA [83]. Es por esta razon, que la antitoxina necesita reponerse
constantemente para evitar un exceso de toxinas [81]. Entonces, la concentracion celular
de la toxina y antitoxina estan reguladas por la autorregulacion de la transcripcion por el
complejo toxina-antitoxina, ya que la antitoxina es un represor débil incapaz de impedir

completamente la transcripcioén del operdn [83].
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Las antitoxinas poseen en general dos dominios claramente diferenciados: un dominio N-
terminal de interaccién con ADN y una regién C-terminal de interaccién y neutralizacion de
la toxina. En ausencia de toxina, la antitoxina interacciona con secuencias nucleotidicas
discretas en la regién promotora del operon TA. Sin embargo, esta union proteina-ADN es
labil. La interaccién antitoxina-toxina permite la formacion de un complejo represor
completamente funcional, reduciéndose asi la transcripcion de ambos genes. Este efecto
permite mantener unos niveles de toxina en la célula lo suficientemente bajos como para
no interferir con el crecimiento normal de la célula, pero lo suficientemente altos como para

responder rapidamente ante situaciones en las que el sistema debe activarse [79].

Hasta el momento, los sistemas TA tipo Il se pueden dividir en dos grupos segun sea la
diana de accion de la toxina. En el primero, se da una inhibicién de la traduccién, dado que
las toxinas actllan como endoribonucleasas al segmentar ARNm libre de una manera
dependiente de la secuencia o al dirigirse al ARNm asociado con ribosomas. En el
segundo, se da una inhibicién de la replicacién, en donde, las toxinas inhiben de manera
directa la actividad de las ADN girasa, que se requiere para aliviar el superenrollamiento

gue se produce antes de la bifurcacién de replicacion [81].

Con base a las caracteristicas estructurales y funcionales de la toxina, los médulos de TA
bacterianos de tipo Il se pueden categorizar aproximadamente en diez superfamilias:
RelEB, MazEF, VapBC, CcdAB, ParDE, HigAB, HipBA, Phd-Doc, HicAB y w&C [79]. De
estas, ParDE y RelEB, son las de interés en el estudio.

1.4.3 Regulacion de la expresién de los sistemas toxina-antitoxina
tipo Il
Los sistemas TA de tipo Il se inducen bajo condiciones ambientales desfavorables para el
crecimiento celular que incluyen: exposicion a antibioticos, falta de nutrientes, estrés
oxidativo o por calor, ataque de bacteriéfagos o la respuesta inmune del huésped [84]; por
lo que su regulacion a nivel transcripcional y traduccional debe estar controlada de forma
eficiente, dado que, la antitoxina se degrada rdpidamente por proteasas celulares y la
toxina estable interfiere con procesos celulares vitales [81]. Para garantizar una produccién

equilibrada de toxinas y antitoxinas, la regulacion se da en diferentes niveles.
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Regulacién transcripcional. La regulacién estd mediada por la antitoxina que,
mediante su dominio N-terminal se une a un sitio del operador que se solapa con
el promotor del operdn reprimiendo parcialmente su transcripcion. Aunque la
antitoxina por si sola es capaz de unirse al operador, su interaccidén con la toxina
(co-represor), la reestructura y estabiliza, permitiendo que el complejo inactivo TA
se una de manera mas efectiva al operador y se dé la represion total [85].
Cooperatividad condicional. En este mecanismo, la regulacion de la expresion
del sistema TA depende de la relacion entre los niveles de antitoxina y toxina [85].
Cuando la proporcion antitoxina > toxina, la antitoxina sola actla como un represor
transcripcional débil; en tanto que cuando la proporcién antitoxina < toxina bajo
condiciones que promueven la degradacion de la antitoxina, se da una represion
de la transcripcion del operon [86]. Este mecanismo se describid para el sistema
RelEB en E. coli bajo condiciones favorables y no favorables de crecimiento [87].
En condiciones favorables, los niveles de antitoxina RelB exceden los de toxina
RelE, dando lugar a la formacion de diferentes complejos TA inactivos:
heterotriméricos RelB.:RelE y/o heterotetraméricos RelB;:RelE,, de los cuales, s6lo
el trimero RelB2-RelE se une de forma efectiva a su operador en el ADN y promueve
la union de un segundo trimero a un sitio adyacente del ADN formando un
heterohexamero RelE:RelB;-RelB2:RelE que bloquea la transcripcion. En
condiciones no favorables, los niveles de antitoxina RelB disminuyen debido a su
degradaciéon y a la reduccién de la sintesis de proteinas. En estas condiciones
aumenta la proporcién de moléculas libres de toxina RelE que se uniran a las
antitoxinas RelB que forman parte del complejo heterotrimérico o heterohexamérico
unido al operador. La interaccién de RelE con las antitoxinas provoca un cambio
conformacional en RelB que promueve su liberacion del ADN y permite la
transcripciéon del operén [85, 87].

Regulaciéon traduccional. Este mecanismo de regulacion se debe a que los
sistemas TA presentan un acoplamiento traduccional; es decir, el codon de
terminacion de la antitoxina solapa los primeros codones de la toxina. Este
solapamiento pequefio (9-18 nucledtidos) implica que la traduccion de la toxina
depende de la traduccion previa de la antitoxina [88].

Regulacion postraduccional. Debido a la diferencia en la inestabilidad de la

antitoxina con respecto a la toxina, la primera es mas susceptible de degradacion
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por proteasas celulares, como proteasas dependientes de ATP de tipo Lon y Clp.
La degradacion de la antitoxina permite la activacion del sistema al aumentar la

presencia de moléculas de toxina libre [89].

1.4.4 Modulo ParDE

Los sistemas ParDE estan muy extendidos dentro de las bacterias y son abundantes en
las Gamma proteobacterias y en varias especies de Alfa proteobacterias [90]. ParE es la
toxina cargada positivamente que bloquea la replicacion del ADN al inhibir la actividad de
la ADN girasa [79], mientras que ParD constituye la antitoxina cargada negativamente
capaz de neutralizar ParE formando un complejo hermético que también es efectivo en la
autorepresion del operén parDE. A diferencia de otros sistemas TA que requieren el
complejo para una regulacién totalmente negativa del operédn, ParD solo es suficiente para
la autorepresion [91]. El plasmido p06-1619-NDM movilizado en P. rettgeri incorporé un
sistema putativo ParDE, en el cual, ParE es una proteina de 97 aminoacidos y ParD de 80
aminodcidos (Figura 1-4).

1 15 30 45 &ID 75 a0 a7

[ i 0 [ i 1 [l i " 0 i i i [ i i ' 0 i i [ [ i i [ i
Query seq. HYKLSNLAAKDFEGIFEYTLYNFGIRKADEYTKNLHDYLEYISPNPLIGIECTEIAYGYRRHNHSKHAIFYRYRTODIFYIRILHOOMEPLKHFYFE

Specific hits ParE
Superfanilies ParE_toxin superfamily
} ) , , ) llﬂ ) , ) , 2|n ; ; ; , 5|n ., , , , l‘n \ , , , E-‘Il ) ) , , Elﬂ ) ) , , 7|n ) . ; , 1)
Query seq, MARTTSYTIGAQLDEFYNOLISSGRYGSTSEYYRSALRLLEYOQEKQTAALKMLIDAGEQSGESSLTLODIAKKYKNAHNY
Specific hits antidote_CC2965
Superfanilies RHH_1 superfamily

Figura 1-4. Esquema de los dominios conservados en la toxina ParE y antitoxina ParD del
sistema putativo parDE del plasmido p06-1619-NDM de P. rettgeri. (NUmero de acceso
GenBank: KX832928.1).

1.4.5 Modulo RelEB

Los sistemas RelEB TA estan ampliamente distribuidos, con operones anotados en las
arqueas y en bacterias Gram positivas y Gram negativas [90]. RelE es la toxina y es una
ribonucleasa dependiente de ribosomas que se une al sitio A del ribosoma y luego escinde
el ARNm naciente, mientras que RelB constituye la antitoxina que se envuelve alrededor

de la toxina, formando una gran estructura compleja que inhibe la entrada de la toxina en
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el sitio A ribosémico [79]. El plasmido p06-1619-NDM movilizado en P. rettgeri incorporé
un sistema putativo RelEB, en el cual, RelE es una proteina de 95 aminoé&cidos y RelB de
79 aminoécidos (Figura 1-5).

1 15 30 45 i 75 an a5
[ ‘ ' ' I . ' . ' ] | ! ' ' | | ' | | | ' i ' [ I . ' . ' ] 0
Query seq. HAYFLDFDERALKEWRKLGS TYREQLKKKLYEYLESPRIEANKLRGHPDCYKIKLRSSGYRLYYQVIDEKVVYFY ISYGKRERSEVYSEAYKRIL

Specific hits RelE
Superfanilies ParE_toxin superfamily
1 10 20 ED 40 50 & 70 79
L L T T T T T T T T T T S S L S T S T A S T SO N I R T T
Query seq. MGSINLRIDDELKARSYAALEKMGYTPSEALRLMLEYIADNERLPFKOQTLLSDEDRELYEIVYKERLRKPKPYRVTLDEL
Specific hits PRK11235
Superfanilies RelB superfamily

Figura 1-5. Esquema de los dominios conservados en la toxina RelE y antitoxina RelB del
sistema putativo relEB del plasmido p06-1619-NDM de P. rettgeri. (NUmero de acceso
GenBank: KX832928.1).

1.5 Métodos de deteccion de proteinas

La identificacion y cuantificacion de proteinas presentes en una célula, tejido u organismo
es importante para definir la identidad de las proteinas, conocer su estructura y funciones.
La protedmica es una de las ciencias “0micas” que en los ultimos anos ha tenido un
crecimiento exponencial con la aplicacion de diversos métodos para identificar las
proteinas; sin embargo, al existir varias tecnologias diferentes para la deteccién de
proteinas, resulta indispensable la seleccién del método mas adecuado que responda la
pregunta biolégica, se aproxime a los resultados que se esperan en investigacion, se
adapte al tipo de muestra y sea de facil acceso para el laboratorio [92, 93]. Los métodos
especificos que se pueden emplear para detectar la proteina de interés incluyen métodos
cromatograficos como la cromatografia de intercambio idnico, de exclusién de tamafio y
de afinidad; y técnicas basadas en anticuerpos o inmunoldgicas como el ensayo
inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA, Enzyme-linked immunosorbent assay), el
Western blot (WB) y la inmunoprecipitacion (IP) [93]. Como se mencioné anteriormente, la
seleccién del método adecuado va a depender de la pregunta de investigacion, por lo cual,

en la presente revision nos centraremos a los métodos inmunoldgicos.

ELISA es un método utilizado para detectar la presencia de un antigeno en una muestra 'y
determinar las concentraciones relativas inmediatas y la concentracion absoluta mediante

el uso de una curva estandar. Esté basado en la inmovilizacion de un antigeno en un pocillo
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de microplaca directamente o por un anticuerpo especifico conocido como anticuerpo de
captura. Se agrega un anticuerpo de deteccién primario, formando un complejo antigeno-
anticuerpo. El anticuerpo de deteccion primario estda marcado directamente con una
enzima o esté unido a un anticuerpo secundario conjugado para la deteccion colorimétrica
(anticuerpo de deteccién secundario). Las ventajas de ELISA son que es un método rapido,
sensible y especifico que permite el procesamiento de gran cantidad de muestras; es facil
y seguro, y existen multiples variaciones disponibles (directo, indirecto, sandwich,
acoplado); y las desventajas son que se puede presentar la amplificacion de una minima
sefial y hay probabilidad de reaccion cruzada con anticuerpos secundarios [93, 94].

Western blot es una técnica importante y poderosa para la detecciébn de proteinas
especificas de baja abundancia de una mezcla compleja de proteinas extraidas de la célula
y para determinar el tamafio aproximado de la proteina diana. Esta basado en la
separacion de proteinas mediante electroforesis, seguido de una transferencia a un
soporte sélido, una membra de nitrocelulosa o PVDF y la deteccién de la proteina de
interés empleando un anticuerpo primario y secundario acoplado a un marcador
qguimioluminiscente o fluorescente que permite la visualizacién. Las ventajas de WB es que
es una técnica altamente sensible y puede detectar cantidades muy pequefas (hano a pico
molar) de la proteina diana; y las desventajas son que se requieren numerosos pasos por
lo que se podria cometer un error, que puede existir dificultad en la transferencia de

proteinas muy grandes (>200 kDa) o muy pequefias (<10 kDa) [93, 95]

La inmunoprecipitacion (IP) conocida también como ensayos de "pull down" (tirar para
abajo), es un método utilizado para precipitar y asi enriquecer o purificar una proteina
deseada de la muestra de interés y también permite estudiar las interacciones proteina-
proteina. Esta basada la incubacién del anticuerpo para la proteina de interés con el
extracto celular que permite la unién del anticuerpo a la proteina en solucién seguido de
un proceso de precipitacion que es facilitado por diferentes tipos de esferas (magnéticas,
agarosa, sefarosa) que se unen la region Fc del anticuerpo, lo cual a su vez permite separar
los complejos antigeno-anticuerpo del lisado total mediante centrifugacion. La ventaja de
la IP es que permite la purificacibn o enriquecimiento de proteinas de interés; y la
desventaja es que el anticuerpo empleado permanece en la muestra, por lo que la validez

de la interaccion proteina-proteina necesita ser confirmada por otros métodos [93, 96].



2.Diseno y produccion de un plasmido
recombinante que exprese las antitoxinas
ParD y RelB de los sistemas de muerte post-
segregacional del plasmido p06-1619-NDM

2.1 Materiales y métodos

El cumplimiento de este obijetivo se realizé en dos fases, la primera in silico y la segunda
in vitro.

2.1.1 Fase in silico

La fase in silico consistié en disefiar un plasmido recombinante para la expresion de las
antitoxinas ParD y RelB de los sistemas de muerte post-segregacional del plasmido p06-
1616-NDM. Para esto lo primero que se determiné fue la secuencia codificante o marco
abierto de lectura (ORF, open reading frame) de los genes parD y relB accediendo a la
secuencia completa del plasmido p06-1619-NDM de P. rettgeri reportado en el NCBI
(nmero de acceso GenBank: KX832928.1) y se descargd en formato .fasta. En este
plasmido se identificé que el gen de la antitoxina ParD esta codificado bajo un promotor
distinto al de RelB y se encuentran en anti sentido dentro la secuencia del plasmido (Figura
2-1 A). Lo que se buscé fue obtener una secuencia de ADN que incluyera la secuencia
codificante de las dos antitoxinas y que ambas estuvieran reguladas bajo un mismo
promotor; ademas que cada antitoxina estuviera marcada por una etiqueta de fusion
especifica que sea reconocida por el respectivo anticuerpo y sitios de reconocimiento para
tres enzimas de restriccion para facilitar la clonacion: la primera en el extremo 5 del gen
parD, la segunda, una enzima compartida tanto para el gen parD en su extremo 3’como
para el gen relB en su extremo 5y la tercera en el extremo 3" del gen relB (Figura 2-1 B).
Sin embargo, previo a realizar el disefio del plasmido se llevaron a cabo los siguientes

pasos:
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Figura 2-1. Esquema de los genes de las antitoxinas parD y relB de los sistemas toxina-
antitoxina en el plasmido p06-1619-NDM. A. Ubicacion de los operones putativos parDE y relEB
en el Tn6368 del plasmido p06-1619-NDM. Se observa que la secuencia codificante de cada
antitoxina esta regulada bajo su propio promotor. B. Secuencia de ADN hibrida disefiada para la
codificacion de las antitoxinas ParD y RelB de los sistemas TA putativos parDE y relEB del plasmido
p06-1619-NDM que incluye un promotor bajo el cual estan regulados los genes de las antitoxinas,
mismas que adicionan una etiqueta de fusion diferente y sitios de reconocimiento para tres enzimas

de restriccion.

» Busqueda de vectores de expresion usados en el género Providencia.
La busqueda de articulos cientificos que indicaran en su metodologia procesos de
mutagénesis, especificamente procesos de complementacién en los que un plasmido de
expresion con la secuencia de un gen de interés fuese transformado en una cepa del
género Providencia, se realiz6 empleando operadores booleanos en el buscador de

Google de la siguiente manera: Providencia AND bacteria AND mutant AND deletion AND

complement AND plasmid. En el vector de expresion seleccionado fue considerada la

resistencia conferida, debido a que la cepa con la que se trabajo (P. rettgeri B221) es

multirresistente.

» Seleccién de las etiquetas de fusion (Tag).
Las etiquetas de fusion se seleccionaron con base a su bajo tamafio, entre 18 — 24
nucleétidos, de modo que no interfirieran con la estructura o funcion de las proteinas diana

y que los anticuerpos empleados para su deteccion fueran comerciales [97].
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= Anaélisis de enzimas de restriccion.
El andlisis de las enzimas de restriccion que escindian la secuencia de los genes parD y
relB se realizd6 a travées de NEBcutter V2.0 (http:/tools.neb.com/NEBcutter).

Adicionalmente, se realiz6 un andlisis comparativo entre las enzimas de restriccion que
escindian los genes parD y relB y los sitios Unicos de reconocimiento para enzimas de

restriccion del sitio de clonacion multiple (SCM) del vector de expresion seleccionado.

= Disefio de oligonucleo6tidos especificos.
El disefio de oligonucledtidos especificos para obtener la secuencia de ADN que codificara
las antitoxinas parD y relB del plasmido p06-1619-NDM se realiz6 en el programa
SnapGene® siguiendo las recomendaciones sugeridas por Nelson y colaboradores para
la construccion de transgenes por PCR de solapamiento [98]. Segun esto, los
oligonucleétidos disefiados para la amplificacion de cada antitoxina debian tener 23
nucledtidos de la secuencia de la cadena de sentido y de la cadena de anti sentido de cada
gen, adicionalmente el oligonucle6tido sentido para el gen parD recombinante (parD-his)
debia incorporar un sitio de reconocimiento para la enzima Sacl, y el oligonucleétido anti
sentido, la secuencia codificante para la etiqueta His-Tag, el codén de parada (Stop) y un
sitio de reconocimiento para la enzima Xbal; en tanto que el oligonucleétido sentido para
el gen relB recombinante (relB-flag) debia incorporar un sitio de reconocimiento para el
gen parD-his que incluyera la etiqueta His-Tag, el codon de parada y el sitio de
reconocimiento para la enzima Xbal, y el oligonucleétido anti sentido, la secuencia
codificante para la etiqueta FLAG-Tag y un sitio de reconocimiento para la enzima EcoRI
(Figura 2-2). Los oligonucleétidos disefiados se denominaron parD_F (GN665), parD_R
(GN666) para parD-his y relB_F (GN667), relB_R (GN666) para relB-flag (Tabla 2-1) y su
temperatura de fusion Optima (Tm) se determiné en Thermo Fisher Tm Calculator

(https://www.thermofisher.com).

Tabla 2-1. Oligonucleétidos usados en este estudio.

Caédigo Secuencia )
Secuencia 523’ o Referencia
LGMB objetivo
GN665 | GAGCTCATGGCTCGTACAACAAGTGTAAC Este estudio
TCTAGATTAGTGGTGATGGTGATGATGTACATTATG Antitoxina parD _
GN666 Este estudio
AGCGTTCTTCACTT
CATCATCACCATCACCACTAATCTAGATGGGTAGCA
GN667 Antitoxina relB Este estudio

TTAACCTGCGTAT


http://tools.neb.com/NEBcutter
https://www.thermofisher.com/

26 Participacion de los sistemas de muerte post-segregacional en la estabilidad de la
resistencia a carbapenémicos en Enterobacterias
GNG6S GAATTCACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCGAGTTC Este estudio
ATCCAGCGTCACACGTA
GP309 ATTTAGGTGACACTATAG Promotor SP6 LGMB
GP438 TAATACGACTCACTATAGGG Promotor T7 LGMB
GN669 | AATTAACCCTCACTAAAGGG Promotor T3 Este estudio
GN569 GCCCCCTTCAAGCTGAATTA dnaA [35]
GN570 GCGTCAGTTCCACAAAAGTCA P. rettgeri [35]
GN573 | TACCGACGAAAACGGCAAGA uidA [35]
GN574 | CGGTGATATCGTCCACCCAG E. coli [35]
GN575 = GGCTCTTGCCCTCCAGATAGA Plasmido (35]
GN576 | TGGCTGCGTAAATACCCCA p06-1619-NDM [35]
GN438 | TTGGCCTTGCTGTCCTTG LGMB
GN485 | ACACCATTAGAGAAATTTGC Plaons LGMB
GN704 A GCGACTGGGAACAAGCCAAC repA Este estudio
GN705 | TGCGTCACCTTCCAGGCTTC Tn6368 Este estudio
GN706 | ATCGGGCATTCCTTCGCCAC tnpM Este estudio
GN707 | GGGGCGAACCCTTTGTCGT Tn6368 Este estudio
GN708 | TAACCGGGCAAACAGACGCA IS5 Este estudio
GN709 | CTGTTTACGCAGCCACAGGG Tn6368 Este estudio
A B
parD_R relB_R
parD L relB |
5 3 5 3
3 5 3 5
— |
parD_F relB_F
Gen parD Sacl His-Tag mssmStop mssm Xbal Gen relB FLAG-Tag EcoRlI
Figura 2-2. Esquema de los oligonucleétidos disefiados para la amplificacion de las

antitoxinas parD y relB de los sistemas TA del pldsmido p06-1619-NDM. A. En el gen parD,

parD_F incorpora un sitio de reconocimiento para Sacl en el extremo 5, parD_R incorpora la

secuencia codificante para la etiqueta His-Tag, el codén de parada (Stop) y un sitio de

reconocimiento para Xbal en el extremo 3’. B. El gen relB, relB_F incorpora un sitio de

reconocimiento para el gen parD recombinante que incluye la etiqueta His-Tag, el codon de parada

y el sitio de reconocimiento para Xbal en el extremo 5’; y relB_R incorpora la secuencia codificante

para la etiqueta FLAG-Tag y un sitio de reconocimiento para EcoRI en el extremo 3’.
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= Prediccion de la amplificacién de los genes recombinantes, del hibrido
recombinante y de la clonacién en el vector de expresion.
La prediccién de la amplificacion de los genes de las antitoxinas recombinantes parD-his y
relB-flag y del hibrido recombinante parD-his — relB-flag, asi como de la clonacion y
direccionalidad en el vector de expresion se realizé en el programa SnapGene®.

= Prediccién de las proteinas recombinantes.
La prediccion de la secuencia de las proteinas recombinantes ParD-His y RelB-FLAG, asi

como su tamafio en aminoacidos y su peso en kDa se realiz6 en el programa SnapGene®.

2.1.2 Fase in vitro

La fase in vitro consistié en obtener el plasmido recombinante para la expresion de las
antitoxinas recombinantes ParD-His y RelB-FLAG clonado en Escherichia coli BL21 (DE3).
Sin embargo, previo a obtener el plasmido recombinante se llevaron a cabo los siguientes

pasos:

» Cepas bacterianas y plasmidos.
La cepa bacteriana que se utilizé en este estudio fue P. rettgeri B221 que transporta el
plasmido p06-1619-NDM y que provino de un brote epidemioldgico previamente reportado
en Monterrey, México [25] y cuyo genoma fue completamente secuenciado utilizando la
plataforma PacBio RSII (Pacific Biosciences, USA) [17]. Adicionalmente se utilizaron cepas
de E. coli TOP 10 para el almacenamiento y propagacién de los plasmidos y E. coli BL21
(DE3) para la expresién de las proteinas. Las cepas bacterianas y los plasmidos usados

en este estudio son descritos en la Tabla 2-2.

= Extraccion de ADN total.
Para la extraccion del ADN total de las cepas utilizadas se utilizo el Kit Wizard® Genomic
DNA Purfication (Promega®) de acuerdo con las instrucciones sugeridas por el fabricante
para bacterias Gram negativas, considerando o0 no el uso de antibiéticos en el cultivo inicial
(ceftazidime 30 pg/mL, ampicilina 100 pg/mL, cloranfenicol 30 o 200 pg/mL). La
cuantificacion y pureza del ADN fue determinada mediante la relacién de la absorbancia a
260nm, 280nm, 230 nm en el equipo NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific™). EI ADN

fue almacenado a -20°C hasta su uso.
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Tabla 2-2. Cepas bacterianas y plasmidos usados en este estudio.

Plasmidos

Plasmido
pGEM®-T Easy

pBC SK(+)

pGEM-T-AT

pBC SK-AT

Plasmidos y cepas bacterianas

Caracteristicas

Vector de clonacion.

Vector de expresion.

Derivado de pGEM®-T Easy clonado con el

hibrido recombinante parD-his — relB-flag.

Derivado de pBC SK(+) clonado con el hibrido

recombinante parD-his — relB-flag.

Cepas bacterianas

Cepa
TOP10

BL21 (DE3)

TOP-AT

BL21-BC

BL21-AT

B221

B221-BC

B221-AT

B221ATn6368

B221::Tn6368

Especie
E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

P. rettgeri

P. rettgeri

P. rettgeri

P. rettgeri

P. rettgeri

Caracteristicas
Cepa de clonacion.

Cepa de expresion.

Derivada de TOP10, parD-his — relB-flag
positivo.

Derivada de BL21 (DE3), parD-his — relB-
flag negativo.

Derivada de BL21 (DE3), parD-his — relB-
flag positivo.

Aislamiento clinico NDM-positivo aislado

en Monterrey, México.

Derivada de B221, parD-his — relB-flag

negativo.

Derivada de B221, parD-his — relB-flag
positivo.

Derivada de B221, con confirmacién por
secuenciacion de depuracion del gen
blanom-1y del plasmido p06-1619-NDM.
Derivada de B221, con confirmacién por
secuenciacion de depuracion del gen
blanowm-1y del plasmido p06-1619-NDM.

Resistencia
amp’

cm'

amp’

cm’

Plasmido(s)
No tiene

No tiene

pGEM-T-AT

pBC SK(+)

pBC SK-AT

p06-1619-NDM
p06-1619-2

p06-1619-NDM
p06-1619-2
pPBC SK(+)

p06-1619-NDM
p06-1619-2
pBC SK-AT

p06-1619-2

p06-1619-2

Referencia
Promega®

Aligent®
Este
estudio
Este

estudio

Referencia
Invitrogen™

Invitrogen™
Este
estudio
Este
estudio
Este
estudio
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» Estandarizacion de latemperatura de hibridacion parala amplificacién de los
genes recombinantes parD-his y relB-flag.

La estandarizacion de la temperatura de amplificacion de los genes parD-his y relB-flag se
realiz6 por PCR evaluando diferentes temperaturas de hibridacion para cada pareja de
oligonucledtidos disefiados (Tabla 2-1) en el equipo T100™ Thermal Cycler (BIO-RAD)
usando el siguiente perfil de andlisis: 95°C de denaturacién inicial por cinco minutos,
seguido de 30 ciclos de amplificacién que comprendieron un paso de denaturacion a 95°C
por 30 segundos, hibridacion a un rango entre 55-70 °C por 30 segundos y extension a
72°C por un minuto; finalmente el proceso termind con un paso de elongacién a 72°C por
cinco minutos. Los productos de PCR fueron separados en gel de agarosa al 1.5% p/v
durante 60 minutos a 100 V, tefiidos con solucién de bromuro de etidio 0.1% y foto
documentados en el equipo Gel Doc XR System (BIO-RAD). Los fragmentos
correspondientes a los genes recombinantes fueron purificados a partir de gel usando el
Kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen®) de acuerdo con las instrucciones sugeridas por el
fabricante. Los fragmentos purificados fueron cuantificados y almacenados a -20°C. La
concentracion de cada fragmento en ng/uL fue convertida a pmol/uL empleando el
programa BioMath Calculators-Promega
(https://worldwide.promega.com/resources/tools/biomath/).

» Estandarizacién de la temperatura de hibridacion para la amplificacién del
hibrido recombinante parD-his —relB-flag.

La estandarizacion de la temperatura de amplificacion para el hibrido recombinante parD-
his — relB-flag se realiz6 mediante PCR de solapamiento (OE-PCR, Overlap Extension
PCR) [98] usando adicionalmente los oligonucleétidos parD_F y relB_R, para esto una
cantidad equimolar de cada fragmento purificado fue combinada en la mezcla de reaccién
para un valor total de 0.1 pmol por fragmento (el volumen de solucién de cada fragmento
fue calculada como 0.1/uL). Segun esto, se realizé la estandarizacién de la temperatura
de hibridacion en el equipo T100™ Thermal Cycler (BIO-RAD) usando el siguiente perfil
de andlisis: 95°C de denaturacion inicial por cinco minutos, seguido de 30 ciclos de
amplificaciéon que comprendieron un paso de denaturacion a 95°C por 30 segundos,
hibridacion a un rango entre 55-65 °C por 30 segundos y extension a 72°C por un minuto;
finalmente el proceso termind con un paso de elongaciéon a 72°C por cinco minutos. Los
productos de PCR fueron separados en gel de agarosa al 1.5% p/v durante 60 minutos a

100 V, tefidos con solucién de bromuro de etidio 0.1%, foto documentados y purificados a
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partir de gel. El fragmento correspondiente al hibrido recombinante fue cuantificado y

almacenado a -20°C.

= Clonacion del hibrido recombinante parD-his —relB-flag en el vector pGEM®-
T Easy y transformacion en E. coli TOP10.

La clonacion del hibrido recombinante purificado parD-his — relB-flag en el vector pPGEM®-
T Easy (Promega®) se realiz6 de acuerdo con las instrucciones sugeridas por el fabricante
en una relacion molar inserto:vector de 3:1 usando T4 DNA ligasa. El producto total de la
ligacion fue transformado en células quimicamente competentes de E. coli TOP10
mediante choque térmico (42°C, 50 segundos). La recuperaciéon de la suspensién
bacteriana se realiz6 en caldo LB (Luria Bertani) a 37°C, 60 minutos, 200 rpm. La seleccién
de las bacterias transformantes se realiz6 en placas de agar LB suplementado con
ampicilina (100 pg/mL), IPTG (0.5 mM) y X-Gal (80 pug/mL) después de una incubacion a
37°C, 16 horas. Luego, las colonias transformantes se recuperaron en placas de agar LB
suplementado con ampicilina (100 pg/mL) durante toda la noche a 37°C y seguidamente
se realizé una extraccién de ADN por ebullicién [99]. El plasmido recombinante pGEM-T-
AT (Tabla 2-2) se confirmd por PCR usando los oligonucledtidos especificos para los
promotores T7 y SP6 (Tabla 2-1). Para la extraccion del plasmido recombinante pGEM-T-
AT se utilizé el Kit Wizard®Plus Minipreps DNA Purification System (Promega®) de
acuerdo con las instrucciones sugeridas por el fabricante a partir de la cepa recombinante
E. coli TOP10-AT (Tabla 2-2). La cepa E. coli TOP10-AT fue almacenada a -80°C en caldo
Tripticasa Soya (TSB) con glicerol 15% y ampicilina (100 pg/mL) hasta su uso.

* Clonacion del hibrido recombinante parD-his — relB-flag en el vector pBC
SK(+) y transformacion en E. coli BL21 (DE3).

Para la clonacion del hibrido recombinante parD-his — relB-flag en el vector pBC SK(+), el

plasmido pGEM-T-AT y el vector se sometieron a doble digestibn con enzimas de

restriccion Sacl y EcoRl (New England BioLabs®) de acuerdo con las instrucciones

sugeridas por el fabricante a través de NEBcloner® (https://nebcloner.neb.com/#!/). Los

productos digeridos fueron separados en gel de agarosa al 1.5% p/v durante 80 minutos a
100 V, tefidos con solucién de bromuro de etidio 0.1%, foto documentados y purificados a
partir de gel. Para la clonacién se utilizé la enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen™) de

acuerdo con las instrucciones sugeridas por el fabricante en una relacion molar
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inserto:vector de 3:1, para esto el producto total de la ligacion fue transformado en células
quimicamente competentes de E. coli BL21 (DE3) mediante choque térmico. La
recuperacion de la suspension bacteriana se realizé en de caldo LB a 37°C, 60 minutos,
200 rpm. La seleccion de las bacterias transformantes se realizo en placas de agar LB
suplementado con cloranfenicol (30 pg/mL), IPTG (0.5 mM) y X-Gal (80 pg/mL) después
de una incubacién a 37°C, 16 horas. Luego las colonias transformantes se recuperaron en
placas de agar LB suplementado con cloranfenicol (30 pg/mL) durante toda la noche a
37°C y seguidamente se realiz6 una extraccion de ADN por ebullicion. El plasmido
recombinante pBC SK-AT (Tabla 2-2) se confirmé por PCR usando los oligonucleétidos
especificos para los promotores T7 y T3 (Tabla 2-1) y por secuenciacién convencional de
Sanger. El plasmido recombinante pBC SK-AT se extrajo con el kit antes mencionado a
partir de la cepa recombinante E. coli BL21-AT (Tabla 2-2). Adicionalmente se realiz6 la
transformacion del plasmido pBC SK(+) en E. coli BL21 (DE3) (BL21-BC) de acuerdo con
la metodologia antes indicada. Las cepas E. coli BL21-AT y BL21-BC fueron almacenadas

a -80°C en caldo TSB con glicerol 15% y cloranfenicol (30 pg/mL) hasta su uso.

» Evaluacion de laexpresion de las antitoxinas recombinantes ParD-His y RelB-
FLAG.

La cepaE. coli BL21-AT fue cultivada en placas de agar LB suplementado con cloranfenicol
(30 pg/mL) e incubada a 37 °C por 24 horas. Una colonia de este cultivo fue inoculada en
cinco mL de caldo LB suplementado con cloranfenicol (30 pug/mL) e incubada a 37°C, ON,
200 rpm. A partir de este cultivo, se realiz6 una dilucién 1:100 en caldo LB suplementado
con cloranfenicol (30 pg/mL) y se incub6 a 37°C, 200 rpm hasta una densidad 6ptica a 600
nm (ODeoo) de 0.6 — 0.7. Una vez alcanzada la OD, se tomé una alicuota (tiempo 0) y se
adicion6 IPTG 1 mM al cultivo restante, a continuacion se tomaron alicuotas a los minutos
10, 20, 40, 60, 120 y 180 post-induccién segun lo sugerido por Dubiel y colaboradores
[100]. El botén bacteriano de cada tiempo se recuper6 por centrifugaciéon a 14000 rpm por
10 minutos y se resuspendio en buffer lisis para proteinas con inhibidores de proteasas
(Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail, Thermo Scientific™), se incub6 a 37
°C, una hora y se lis6 por sonicacién en hielo por cuatro minutos con pulsos de 30
segundos con descansos de 15 segundos. Los extractos fueron cuantificados en mg de
proteina por mL de extracto. Como control del proceso, se usaron extractos proteicos de
las cepas E. coli BL21 (DE3) y BL21-BC. La evaluacion de la expresion de las proteinas

recombinantes ParD-His y RelB-FLAG se realizé mediante SDS-PAGE usando el sistema
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de electroforesis MiniPROTEAN® tetra cell (BIO-RAD). El montaje del sistema se realizé
de acuerdo con las condiciones previamente estandarizadas en el laboratorio. Los geles
de poliacrilamida, concentrador y separador fueron preparados a una concentracion de 5%
y 15% respectivamente. Las muestras se prepararon con la misma cantidad de proteina
de acuerdo con el volumen total de la mezcla que contenia Buffer Laemmli 1X, SDS 1% y
H-O. Posteriormente, las muestras se calentaron por 10 minutos a 95°C y se sembraron
en el gel usando el marcador de peso Spectra Multicolor Low Range Protein Ladder
(Thermo Scientific™). Los corridos se llevaron a cabo a 100 Voltios por dos horas y 45
minutos. El gel se tifié con Azul de Coomassie R-250 (BIO-RAD) durante una hora y se
decoloro con una solucion de &cido acético-isopropanol. El gel fue visualizado en el equipo
Gel Doc XR System (BIO-RAD).

La identificacion de las proteinas recombinantes ParD-His y RelB-FLAG se realizd por
Western blot de acuerdo con las condiciones ya estandarizadas en el laboratorio,
brevemente las proteinas separadas en un gel de poliacrilamida al 15% fueron transferidas
a una membrana de PVDF 0.45um (Thermo Scientific™) a 200 mA por dos horas,
inmediatamente se inicié el proceso de bloqueo de la membrana con una solucién al 5%
de leche descremada en buffer TBST (tris-HCI pH 7,5 10mM, NaCl 150mM, tween-20
0,1%) durante 16 horas, después se retir6 la solucién de blogueo, se afiadid el anticuerpo
primario monoclonal Anti-His 1:4000 (Thermo Scientific™) o Anti-FLAG 1:1000 (Sigma-
Aldrich®) y se incubd 16 horas a 8°C con agitacion suave. La membrana fue lavada con
buffer TBST (3x10 minutos). Luego, se afiadid el anticuerpo secundario Anti-Mouse IgG-
HRP 1:1000 (Amersham™) y se incub6 una hora a temperatura ambiente con agitacion
suave; la membrana fue lavada nuevamente (3x10 minutos). El revelado se hizo mediante
deteccion quimioluminiscente con Luminol/Enhancer Solution:Peroxidase Solution (1:1). El

gel fue visualizado en el equipo Gel Doc XR System (BIO-RAD).

Considerando los resultados obtenidos para la deteccién de las antitoxinas recombinantes,
se decidi6 evaluar su transcripcion. Para esto, se realizé una extraccion de ARN por el
método TRIzol™ (Invitrogen) de acuerdo con las indicaciones sugeridas por el fabricante
a partir de un cultivo de las cepas E. coli BL21-AT y BL21-BC después de 180 minutos de
induccion con IPTG 1 mM. El ARN fue cuantificado y almacenado a -80°C. Posteriormente,

el ARN fue tratado con DNasa usando el kit RQ1 RNase-Free DNase (Promega®) seguido
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de una transcripcion inversa usando el kit M-MLV Reverse Transcriptase (Promega®). El
ADNCc fue almacenado a — 20°C hasta su uso. Los transcritos correspondientes a los genes
recombinantes fueron evaluados por PCR usando los oligonucleétidos de los promotores
T7 y T3 correspondientes al plasmido pBC SK(+). La amplificacion del gen cromosomal
uidA de Unica copia de E. coli (Tabla 2-1) se usé como control de la transcripcion.

2.2 Resultados

2.2.1 Disefio in silico del plasmido recombinante para la expresion
de las antitoxinas ParD y RelB
La fase in silico consistié en disefiar un plasmido recombinante para la expresién de las
antitoxinas ParD y RelB de los sistemas de muerte post-segregacional del plasmido p06-
1616-NDM. Para esto lo primero que se determiné fue el vector a ser empleado para la
expresion de las proteinas. Segun esto, al realizar la busqueda de vectores empleados en
ensayos de complementacién en Providencia (ensayos en los que una cepa de Providencia
mutante de un gen especifico, fuese transformada con un vector de expresion clonado con
el gen de interés), los resultados arrojados fueron varios; sin embargo, ninguno especifico
para P. rettgeri, ya que la informacién existente para esta especie bacteriana es escasa en
comparacion con otras especies de la familia Enterobacteriaceae; de ahi que los articulos

consultados fueron de Providencia stuartii.

El articulo consultado de mayor interés fue Rhomboids of Mycobacteria: Characterization
Using an aarA Mutant of Providencia stuarti and Gene Deletion in Mycobacterium
smegmatis [101]. En este articulo utilizaron el plasmido pBC SK(+) clonado con genes de
proteinas romboidales micobacterianas bajo la regulacion del promotor lac para
complementar fenotipos pleiotrépicos en P. stuartii. Entonces, al revisar el articulo
anteriormente indicado, se evidencid que el vector empleado en procesos de
complementacion en el género Providencia fuel el vector pBC SK(+), mismo que fue
utilizado para el disefio de la expresion de las antitoxinas ParD y RelB de los sistemas de
los sistemas PSK del plasmido p06-1619-NDM de P. rettgeri bajo la regulacién del

promotor lac.
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El pBC SK(+) es un vector que tiene caracteristicas de plasmido y de fagémido, debido a
gue presenta un origen de replicacion derivado del fago F1 y otro derivado del plasmido
pUC. Como plasmido, tiene un tamafio de 3400 pb, promotores T7, T3 y lac, un gen de
resistencia al cloranfenicol (cm"), una secuencia de codificacion de la subunidad a de la -
galactosidasa (lacZ’), un SCM extenso con mas de 20 sitios Unicos de reconocimiento para
enzimas de restriccién y una orientacion SK, en donde, el sitio Sacl es el sitio de restriccion

mas cercano al promotor lac y Kpnl es el mas alejado [102] (Figura 2-3).
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Figura 2-3. Vector de expresion pBC SK(+). Figura tomada de SnapGene®

Una vez que el plasmido pBC SK(+) fue escogido como el vector de expresion para las
antitoxinas recombinantes, se definié que la secuencia codificante para la etiqueta His-Tag
fuese adicionada al gen parD y FLAG-Tag a relB, debido a su pequefio tamafo que
raramente interfiriere con la estructura o funcién de las proteinas. Adicionalmente, se
precis6 que las enzimas de restriccion Sacl, Xbal y EcoRI fuesen adicionadas a los
oligonucleétidos disefiados, debido a que el andlisis comparativo entre las enzimas de
restriccion que escinden los genes de las antitoxinas parD, relB y el SCM del pBC SK(+)
(Tabla 2-3) mostré que estas enzimas no cortan los genes y constituyen los sitios mas

cercanos al promotor lac bajo el cual se realiz6 la regulaciéon de los genes recombinantes
de las antitoxinas.
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Tabla 2-3. Enzimas de restriccion del sitio de clonacion multiple del vector pBC SK(+).

Enzimas de restriccién (SCM) de pBC SK(+)

Sacl Eagl TspMI BspDI PaeR7I?
Eco53kKlI Xbal Pstl Hincll? Abs|?
BstXI Spel EcoRI Accl Apal
Sacll BamHI EcoRV? Sall Eco0109I
Alel Smal Hindlll Xhol? PspOMI
Notl Xmal Clal PspXI? Kpnl
Acc65I

Rojo: *Enzimas que escinden parD. ?Enzimas que escinden relB.

El disefio de los oligonucledtidos en el programa SnapGene® constituyd un paso crucial
para adicionar todas las caracteristicas antes mencionadas a los genes de las antitoxinas,
asi como para obtener el hibrido recombinante que fusionara los dos genes. Si bien, en
biologia molecular se manejan ciertas condiciones para el disefio de los oligonucleotidos
como lo son la longitud (15 — 30 nucle6tidos), el contenido de GC (40 — 60%), la presencia
de una G o C en el extremo 3’ y una Tn, final para ambos oligonucleétidos no mayor a 5 °C
[103], estas recomendaciones no fueron consideradas para este disefio, debido a las
modificaciones adicionales que debia llevar cada oligonucle6tido para obtener la secuencia
de ADN que codificara las antitoxinas parD y relB por PCR de solapamiento. Con base a
eso, fue necesario establecer las caracteristicas de los oligonucleétidos como su longitud,

%GC y Tm (Tabla 2-4) para los procesos de estandarizacion de los productos deseados.

Tabla 2-4. Caracteristicas de los oligonucleoétidos disefiados para la amplificacion de los genes
recombinantes parD-his y relB-flag.

Longitud Tm* UEmEhie
Gen Secuencia 5’ > 3’ %GC i producto
(nt) (C) .
(pb)
GAGCTCATGGCTCGTACAACAAGTGTAAC 29 48 66.7
parD-his 273
TCTAGATTAGTGGTGATGGTGATGATGTACATTA 50 38 71.9
TGAGCGTTCTTCACTT '
CATCATCACCATCACCACTAATCTAGATGGGTAG 49 42 73.3
CATTAACCTGCGTAT ’
relB-flag 294
GAATTCACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCGAG 54 a4 752
TTCATCCAGCGTCACACGTA )

*Tm estimado segin Tm Calculator — Thermo Scientific™.
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Figura 2-4. Prediccion de los genes recombinantes parD-his, relB-flag y del hibrido
recombinante parD-his - relB-flag, obtenido con SnapGene®. A. Antitoxina parD-his, incorpora
un sitio de reconocimiento para Sacl y Xbal y la etiqueta His-Tag. B. Antitoxina relB-flag, incorpora
un sitio de complementariedad con parD-his, la etiqueta FLAG-Tag y el sitio de reconocimiento para
EcoRI. C. Hibrido recombinante parD-his — relB-flag resultado de OE-PCR entre los genes de las
antitoxinas recombinantes gracias a un solapamiento de 27 nucle6tidos entre las dos secuencias

(His-Tag, cédon de parada de parD y Xbal).
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Establecidas las caracteristicas de los oligonucle6tidos disefiados, se procedié con la
amplificacién de los genes recombinantes en el programa SnapGene®. Los resultados
mostraron que para el gen parD-his se obtuvo un producto de 273 pb que incluia los sitios
de reconocimiento para Sacl y Xbal, el marco abierto de lectura del gen nativo parD (243
pb) y la secuencia codificante para His-Tag (Figura 2-4 A). En tanto que, para el gen relB-
flag se obtuvo un producto de 294 pb que incluia la secuencia complementaria con el gen
parD-his (His-Tag, coddn de parada, Xbal), el marco abierto de lectura del gen nativo relB
(243 pb), la secuencia codificante para FLAG-Tag y el sitio de reconocimiento para EcoRl
(Figura 2-4 B). Adicionalmente, se predijo la amplificacién del hibrido recombinante parD-
his — relB-flag por PCR de solapamiento utilizando los dos genes recombinantes predichos.
Los resultados mostraron que se obtuvo un producto de 540 pb que integraba los dos
genes recombinantes con el sitio de reconocimiento para Sacl, el ORF del gen parD-his,
el sitio de reconocimiento para Xbal, el ORF del gen relB-flag y el sitio de reconocimiento
para EcoRI. El hibrido recombinante se obtuvo gracias a un solapamiento de 27
nucleotidos entre las secuencias de las antitoxinas recombinantes que incluyé la etiqueta

His-Tag, el codon de parada de parD-his y la enzima Xbal (Figura 2-4 C).

Una vez predicho el hibrido recombinante parD-his — relB-flag, se realizé su clonacién in
silico en el vector pBC SK(+) en el programa SnapGene®. Primero se efectud una doble
digestion con las enzimas de restriccion Sacl y EcoRI al hibrido recombinante y al vector;
posteriormente una ligacion. Los resultados mostraron que el hibrido recombinante fue
clonado correctamente en el vector y estaba regulado por el promotor lac debido a la
incorporacion del sitio de reconocimiento para Sacl que corresponde a la primera enzima
del SCM del vector y, por tanto, la mas cercana a dicho promotor. El plasmido

recombinante pBC SK-AT tuvo un tamafio de 3880 pb (Figura 2-5).
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Figura 2-5. Plasmido recombinante pBC SK-AT, obtenido con SnapGene®. En rojo la clonacion
del hibrido recombinante parD-his — relB-flag en el plasmido pBC SK(+) y en flechas verdes los ORF

de las antitoxinas recombinantes bajo la regulacién del promotor lac.

En el plasmido recombinante pBC SK-AT se evidencio que los marcos abiertos de lectura
correspondientes a los genes recombinantes parD-his y relB-flag estaban en sentido 3’ —
5’ (sentido en el que se encuentra el promotor lac en el vector) y se traducian de manera
independiente dado que cada uno incorporé su coddn de inicio y parada; de igual manera
se verificd la presencia de las etiquetas de fusion, para el caso de la antitoxina
recombinante ParD-His se observdé que seguidamente de la secuencia proteica
correspondiente a la antitoxina ParD, fueron adicionados los aminoacidos de la etiqueta
His-Tag (-HHHHHH-); en tanto que para la antitoxina recombinante RelB-FLAG se observo
gue seguidamente de la secuencia proteica correspondiente a la antitoxina RelB, fueron
adicionados los aminoacidos de la etiqueta FLAG-Tag (-DYKDDDDK-) (Figura 2-6). El
programa también permitié predecir el tamafio de las proteinas recombinantes, en este
caso para ParD-His el tamafio fue de 86 amino&cidos (9.5 kDa) y para RelB-FLAG de 87

aminoacidos (10.1 kDa).
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relB_R : N\
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Figura 2-6. Marco abierto de lectura de las antitoxinas parD-his y relB-flag y secuencia
proteica de las antitoxinas recombinantes ParD-His y RelB-FLAG, obtenido con SnapGene®.

En verde la secuencia proteica de las antitoxinas recombinantes con la adicién de las etiquetas,

His-Tag para ParD y FLAG-Tag para RelB.

2.2.2 Obtencién in vitro del plasmido recombinante para la
expresion de las antitoxinas ParD y RelB

La fase in vitro consistio en obtener el plasmido recombinante pBC SK-AT para la

expresion de las antitoxinas recombinantes ParD-His y RelB-FLAG clonado en E. coli BL21
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(DE3J). Inicialmente se estandariz6 la temperatura de hibridacion (Tw) para cada pareja de
oligonucleétidos disefiados considerando su temperatura de fusion descrita en la Tabla 2-
4; asi se probaron temperaturas entre 55 — 70°C (Figura 2-7). En este ensayo se encontrd
gue, para todas las temperaturas, excepto 68°C y 70°C para el gen parD-his y de 55°C
para relB-flag fue evidente la amplificacion de los productos esperados, con formacién de
dimeros de los oligonucleétidos debido a su gran tamafio, pero sin generacion de bandas
inespecificas cercanas a los productos. Teniendo en cuenta que los valores més altos de
temperatura favorecen la especificidad y disminuyen la formacion de productos
secundarios, se decidi6 utilizar una Tn de 65°C para parD-his y de 70°C para relB-flag.

Una vez establecidas las condiciones para la amplificacion de las antitoxinas
recombinantes, se estandariz6 la temperatura de hibridacién para la obtencién del hibrido
recombinante parD-his — relB- flag por PCR de solapamiento [98] utilizando los productos
purificados correspondientes a las antitoxinas parD-his y relB-flag que sirvieron como
plantilla y los oligonucleétidos >parD_F y >relB_R que garantizaron que solo se amplifique
el producto de fusién deseado probando temperaturas entre 55 — 65°C ya que en ese rango
de temperatura se evidencié amplificacion de los productos plantilla (Figura 2-8). En este
ensayo se encontré que, para todas las reacciones fue evidente la amplificacién del

producto esperado y se decidié utilizar una Ty de 65°C.

parD-his relB-flag
(273 pb) (294 pb)
Marcador ADN
(Pb) 55 57 59 61 62 63 65 67 68 70 (-) (R) 55 57 59 61 62 63 65 67 68 70 (-) (R) T(C)
1000 - —
500 - .-
L . L e 0 e e e e o ve e

250 | -

.
.

50 -

Figura 2-7. Estandarizacion de la temperatura de hibridacion de los oligonucleétidos
disefiados para la amplificacién de las antitoxinas recombinantes parD-his y relB-flag por
PCR. (-) Control negativo: P. rettgeri B253. (R) Control de reactivos.
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parD-his — relB-flag
(540 pb)

T(C) 55 57 61 63 65 (R) Marca:gz;' ADN

Figura 2-8. Estandarizacion de la temperatura de hibridaciéon parala amplificacion del hibrido

recombinante parD-his —relB-flag por PCR de solapamiento. (R) Control de reactivos.

En vista de que se obtuvo el hibrido recombinante por fusién de los genes recombinantes,
se realizé la clonacion del producto purificado en el plasmido pGEM-T® Easy y se
transformo en E. coli TOP10. La seleccion de las colonias transformantes se realiz6 por su
resistencia a ampicilina y coloracion blanca. En este ensayo se obtuvo el vector
recombinante pGEM-T-AT por amplificacién de un producto de 720 pb correspondiente a
540 pb del hibrido recombinante parD-his — relB-flag y 180 pb del SCM del plasmido pGEM-
T® Easy para las colonias analizadas (carril 1-10) (Figura 2-9). Este resultado indic6 que
se obtuvo la cepa recombinante E. coli TOP10-AT portadora del plasmido pGEM-T-AT.

A B E. coli TOP-10-AT
PGEM-T-AT
(720 pb)
Tl- Marcador ADN 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (R)
e .’ (pb)
Scal 1820 ;
g
E | 1423 | w— :
o o - oo - — - - — - - - — -
PGEM*-TEasy  jocZ = 600
Vector 180pb} | | 720pb :
(3015bp) 1 ! L
st | E |
é 174 -
L4 |
Q i s
|
Tors t

Figura 2-9. Clonacién del hibrido recombinante parD-his — relB-flag en pGEM-T® Easy. A.
Esquema del plasmido pGEM-T® Easy y posicion de los oligonucledétidos de los promotores T7 y
SP6 (pldsmido no recombinante 180 pb, plasmido recombinante 720 pb). B. Confirmacion de la
clonacién del hibrido parD-his — relB-FLAG en el plasmido pGEM-T® Easy (pGEM-T-AT) para diez

colonias recombinantes TOP10-AT. (R) Control de reactivos.
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Posteriormente, el plasmido recombinante pGEM-T-AT y el plasmido pBC SK(+) fueron
sometidos a una doble digestion enzimatica con Sacl y EcoRI. En este ensayo se obtuvo
la liberacion del hibrido recombinante parD-his — relB-flag y la linealizacién del plasmido
pBC SK(+) (Figura 2-10 B). A continuacidn, se realizo la purificacion del inserto y del vector;
y se procedi6 con la clonacién y transformacion en E. coli BL21 (DE3). La seleccion de las

colonias transformantes se realizé por su resistencia a cloranfenicol y coloracion blanca.

La produccion del plasmido recombinante pBC SK-AT se confirmd por amplificacion de un
producto de 646 pb correspondiente al inserto y plasmido después de la digestion para las
colonias analizadas (carril 1-4) (Figura 2-10 C). En el carril 5 no se observo clonacion del
hibrido sino unicamente amplificacién del SCM del vector pBC SK(+). La secuenciacién
del hibrido recombinante dentro del plasmido recombinante no mostré6 mutaciones
respecto a los genes parD-his y relB-flag de referencia después de la secuenciacién
convencional (Anexo A).Como control de transformacion, se obtuvo la cepa E. coli BL21-
BC transformada con el vector pBC SK(+) que fue seleccionada por su resistencia al
cloranfenicol y coloracién azul; su confirmacion se realizé por amplificacién de un producto
de 166 pb correspondiente al SCM del vector para las colonias analizadas (carril 1-12)
(Figura 2-10 D). Estos resultados indicaron que se obtuvieron las cepas recombinantes E.
coli BL21-AT y BL21-BC portadoras de los plasmidos pBC SK-AT (vector recombinante) y

pBC SK(+) (vector vacio), respectivamente.
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Figura 2-10. Clonacion del hibrido recombinante parD-his — relB-flag en pBC SK(+). A.
Esquema del pldsmido pBC SK(+) y posicion de los oligonucle6tidos de los promotores T7 y T3
(pladsmido no recombinante 166 pb, plasmido recombinante 646 pb). B. Digestion de pGEM-T-AT y
pBC SK(+), se evidencia la liberacion de un fragmento (flecha roja) correspondiente al hibrido parD-
his — relB-flag. C. Confirmacién de la clonacion del hibrido parD-his — relB-FLAG en el plasmido
pBC SK(+) para cinco colonias recombinantes E. coli BL21-AT. D. Confirmacién de transformacién
de E. coli BL21 con el plasmido pBC SK(+) para doce colonias recombinantes E. coli BL21-BC. (+)
Control positivo: pBC SK(+). (-) Control negativo: E. coli BL21 (DE3). (R) Control de reactivos.
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Con el fin de evaluar la expresién de las proteinas recombinantes ParD-His y RelB-FLAG
en E. coli BL21-AT, se realizaron los ensayos de induccién de las proteinas recombinantes
y se evaluaron los extractos totales bajo condiciones denaturantes. De acuerdo con el
programa SnapGene®, ParD-His tenia un peso de aproximadamente 9.5 kDa y RelB-
FLAG de 10.1 kDa. Este ensayo no permitio demostrar la expresion de las antitoxinas
recombinantes debido a ausencia de bandas en el tamafio esperado para los tiempos
evaluados; sin embargo, se observé la expresion de una proteina de peso molecular
aproximado entre 17 — 26 kDa que podria corresponder al cloranfenicol acetiltransferasa
(25.6 kDa) que confiere resistencia a cloranfenicol y que solo se encontrd en las cepas
portadoras de los plasmidos pBC SK (Figura 2-11). Sabiendo que la técnica de inmunoblot
es mas sensible a bajas concentraciones de proteinas que no pueden ser visualizadas por
SDS-PAGE, se procedi6 con la deteccion inmunolégica tanto para la proteina
recombinante ParD-His como para RelB-FLAG; a pesar de esto, en este ensayo no hubo
deteccién de ninguna de las dos proteinas recombinantes al emplear anticuerpos frente a
sus etiquetas de fusioén.

E. coli BL21 (DE3)

pBC SK (+) 2 + 2 g = 5 2 & =
pBC SK-AT = = + + + + + + +

IPTG 1TmM - 2 + + + + + + +

MP 0 10 20 40 60 120 180 Tiempo (min)
(kDa) - e » == === = =

-~ WE_.EEEEE

26—

B o o g, D Bl aasn cesn QD
10—
46—

Figura 2-11. Evaluacién de la expresion de las proteinas recombinantes ParD-His y RelB-
FLAG. SDS-PAGE de extractos totales de proteinas de E. coli BL21-AT en distintos tiempos de
induccion. Expresion de una proteina (flecha roja) que podria corresponder al cloranfenicol

acetiltransferasa (25.6 kDa).
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Teniendo en cuenta que no fue posible evidenciar la expresién de las antitoxinas
recombinantes ParD-His y RelB-FLAG por ninguno de los dos métodos empleados (SDS-
PAGE y/o Western blot), se realizo el proceso de transcripcion inversa a partir del ARN
extraido de la cepa recombinante BL21-AT y empleando como control la cepa BL21-BC,
dado que esta técnica permite detectar los transcritos de un gen. Los resultados de RT-
PCR usando ADNc mostraron la amplificacion de un fragmento especifico de 646 pb que
corresponde al plasmido clonado con los genes hibridos recombinantes parD-his — relB-
flag y que no se obtuvo en los controles de ARN ni en la cepa Unicamente transformada
con el vector de expresiéon pBC SK(+) (Figura 2-12 A). Como control de la transcripcion
(RT-PCR) se us6 la amplificacion del gen cromosomal uidA de E. coli, en los cuales se
evidencia la amplificacién de un fragmento de 119 pb usando ADNCc y la ausencia usando
ARN (Figura 2-12 B). La evidencia de la transcripcion de los genes hibridos en E. coli
sugiere que el constructo quimérico o hibrido recombinante estd siendo transcrito
activamente y posiblemente traducido a proteina; sin embargo, los resultados observados
por SDS-PAGE y Western blot sugieren una baja produccion de las proteinas o una rapida
degradacion debido a la baja estabilidad de las antitoxinas de los sistemas TA tipo Il [81].

A B
E. coli BL21 (DE3) E. coliBL21 (DE3)
pBC SK (+) pBC SK-AT uidA
(166 pb) (646 pb) (119 pb)
ADN ARN ADNc ADN ARN ADNc
Marcador ADN Marcador ADN
(o) 2 1 1 2 1 2 (R) (pb) 1 2 1 2 1 2 (R)
3000 —| s 3000 —
1000 - = 1000 - —
L. —
500 —| w— 500 —|
200 - A = | — 200 - - -
100 - 100 -

Figura 2-12. Transcripcion del hibrido recombinante parD-his — relB-flag E. coli BL21-AT. A.
Transcripcion del hibrido recombinante parD-his — relB-flag B. Transcripcion del gen cromosomal
uidA de E. coli. 1. E. coli BL21-BC, 2. E. coli BL21-AT. (R) Control de reactivos.






3.Transformacién del plasmido recombinante
pBC SK-AT en Providencia rettgeri B221

3.1 Materiales y métodos

3.1.1 Determinacion de la concentracion inhibitoria minima

La determinacion de la concentracion inhibitoria minima (MIC) frente a cloranfenicol se
realiz6 por medio del método de microdiluciébn en caldo siguiendo los criterios y
recomendaciones del CLSI 2018 [104].

3.1.2 Preparacion de células electrocompetentes

Se prepararon células electrocompetentes de P. rettgeri B221, para lo cual se realizdé un
cultivo de la cepa en placas de agar LB suplementado con ceftazidime (30 pg/mL). Luego
se inoculd una colonia del cultivo en cinco mL de caldo LB y se incub6 a 37°C durante seis
horas a 200 rpm. Posteriormente se realizé una dilucién 1:50 en 250 mL de caldo LB y se
incubd a 37°C, 200 rpm hasta una densidad 6éptica ODsoo de 0.5 — 0.6. Una vez alcanzada
la OD, el cultivo se enfri6 durante 15 minutos, y luego se colectaron las células por
centrifugaciéon a 4000 rpm por 15 minutos. El botdn se resuspendié en 1/10 del volumen
inicial en glicerol al 10% estéril y frio, luego se colectaron las células por centrifugacion y
se hicieron dos lavados con 1/10 del volumen de glicerol al 10% con agua destilada
desionizada estéril (DDE) fria, y finalmente se resuspendié en el 1/100 del volumen inicial
de cultivo en glicerol al 10%. Con las células asi obtenidas se prepararon alicuotas de 50

ML que fueron almacenadas a -80°C.

3.1.3 Electroporacion del plasmido recombinante pBC SK-AT

El plasmido recombinante pBC SK-AT fue incorporado a células competentes de P. rettgeri

B221 mediante electroporacion empleando el equipo MicroPulser™ (BIO-RAD) vy



48 Participacion de los sistemas de muerte post-segregacional en la estabilidad de la

resistencia a carbapenémicos en Enterobacterias

manejando las siguientes condiciones: temperatura 4 °C, voltaje 2.5 kV/cm, capacitancia
25 pF, resistencia 200 Q y duracion del pulso 5 ms. Una vez terminado el proceso, la
recuperacion de la suspension bacteriana se hizo en caldo LB, 60 minutos, 200 rpm. La
seleccién de las bacterias transformantes se realiz6 en placas de agar LB suplementado
con ceftazidime (30 pg/mL) y cloranfenicol (200 pg/mL) después de una incubacion a 37°C,
16 horas. Las colonias transformantes se recuperaron en placas de agar LB suplementado
con ceftazidime (30 pg/mL) y cloranfenicol (200 pg/mL) durante toda la noche a 37°C y
seguidamente se realiz6 una extraccion de ADN por ebullicion. La cepa recombinante
B221-AT con el plasmido pBC SK-AT se confirmé por PCR usando los oligonucleotidos
especificos para los promotores T3 y T7 (Tabla 2-1). Adicionalmente se realiz6 la
transformacioén del plasmido pBC SK(+) en P. rettgeri B221 (B221-BC) de acuerdo con la
metodologia antes indicada. En las cepas P. rettgeri B221, B221-BC y B221-AT, se realiz6
la confirmacién adicional del gen cromosomal dnaA especifico de P. rettgeri, del plasmido
p06-1619-NDM y de la resistencia por el gen blanow-1 por PCR utilizando los
oligonucleétidos especificos para cada reaccion (Tabla 2-1). Las cepas confirmadas fueron
almacenadas a -80°C en caldo TSB con glicerol 15%, ceftazidime (30 pg/mL) y

cloranfenicol (200 ug/mL) hasta su uso.

3.1.4 Evaluacion de la expresion de las antitoxinas recombinantes
ParD-His y RelB-FLAG

La evaluacion de la expresion de las antitoxinas recombinantes ParD-His y RelB-FLAG en

la cepa P. rettgeri B221-AT se realizé segun la metodologia indicada en el capitulo 2 con

variaciones en cuanto al uso de las cepas B221, B221-BC y B221-AT (Tabla 2-2), la

ausencia de induccion con IPTG 1mM vy el uso de cloranfenicol a una concentracion de

200 pg/mL.

3.2 Resultados

3.2.1 Obtencion de Providencia rettgeri B221 recombinante

Inicialmente se determiné la concentracion minima inhibitoria (MIC, minimum inhibitory
concentration) de la cepa P. rettgeri B221 frente al cloranfenicol con la finalidad de

establecer la concentracion de antibiotico que se necesitaba para la seleccion de las
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colonias transformantes con el pldsmido pBC SK-AT o pBC SK(+). En este ensayo se
obtuvo que la MIC para el cloranfenicol de la cepa P. rettgeri B221 fue de 64 pg/mL, segun
esto se determind que la concentracion 6ptima para la seleccion de las transformantes fue
de 200 pg/mL porque corresponde a una concentracion de antibiotico superior a la MIC de
la cepa B221, pero subinhibitoria para las cepas recombinantes de P. rettgeri B221, ya que
el plasmido pBC SK(+) expresa una acetiltransferasa que confiere resistencia a
cloranfenicol. Una vez determinada la MIC, se procedid con la transformacion de la cepa
P. rettgeri B221 con el plasmido recombinante pBC SK-AT. La seleccidon de las colonias
transformantes se realizdé por un aumento de la resistencia a cloranfenicol y persistencia
de la resistencia a B-lactamicos (ceftazidime), pero no por coloracion. En este ensayo se
obtuvo la cepa recombinante P. rettgeri B221-AT que fue confirmada por amplificacién del
plasmido recombinante pBC SK-AT (646 pb) para las colonias analizadas (carril 1-10)
(Figura 3-1A). Como control de transformacion, se obtuvo la cepa recombinante P. rettgeri
B221-BC con el vector pBC SK(+) que fue confirmada por amplificacién del plasmido pBC

SK(+) (166 pb) para las colonias analizadas (carril 1-10) (Figura 3-2B).

A P. rettgeri B221-AT B P. rettgeri B221-BC
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Figura 3-1. Transformacién del pldsmido pBC SK-AT y pBC SK(+) en P. rettgeri B221. A.
Confirmacion de transformacion de P. rettgeri B221 con el plasmido pBC SK-AT para diez colonias
recombinantes B221-AT. (+) Control positivo: E. coli BL21-AT (-) Control negativo: P. rettgeri B221.
(R) Control de reactivos. B. Confirmacion de la transformacion de P. rettgeri B221 con el plasmido
pBC SK(+) para diez colonias recombinantes B221-BC. (+) Control positivo: E. coli BL21-BC. (-)

Control negativo: P. rettgeri B221. (R) Control de reactivos.

Teniendo en cuenta la importancia de que las cepas recombinantes B221-BC y B221-AT
se trataran de una P. rettgeri transportadora del plasmido p06-1619-NDM y pBC SK-AT o
pBC SK(+), respectivamente y que fueran resistentes a -lactamicos (por el gen blanom-1);

y que la cepa B221 no transportara ninguno de los plasmidos recombinantes, fue necesaria
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la confirmacion de especie, plasmido NDM positivo, resistencia a p-lactamicos y plasmidos
recombinantes. Los resultados mostraron que las cepas B221, B221-BC y B221-AT eran
P. rettgeri por la amplificacion de un producto de 133 pb correspondientes al gen dnaA
especifico de esta especie bacteriana (Figura 3-2 A), adicionalmente que todas las cepas
transportaban el plasmido p06-1619-NDM por la amplificacién de un producto de 112 pb
correspondiente al plasmido NDM positivo (Figura 3-2 B) y que todas las cepas eran
resistentes a antibiéticos B-lactamicos por la amplificacion de un producto de 819 pb
correspondiente al gen blanom-1 (Figura 3-2 C). Adicionalmente se evidencié que las cepas
recombinantes transportaban los pladsmidos pBC SK-AT o pBC SK(+) por la amplificacion
de un producto de 646 pb y de 166 pb respectivamente; y que la cepa B221 (P. rettgeri sin
transformar) no transportaba ninguno de los dos plasmidos por ausencia de amplificacién
en comparacién con el tamafio de los productos antes mencionados (Figura 3-2 D). Los
resultados fueron indicativos de que las cepas recombinantes transportaban los plasmidos
pBC SK-AT o pBC SK(+), respectivamente y que todas las cepas eran P. rettgeri,
portadoras del plasmido p06-16-19-NDM y del gen blanpwm-1.
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1000 | 1619-NDM (B), resistencia a antibiéticos B-lactamicos (C)
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. P. rettgeri B221, B221-BC y B221-AT. 1. Cepa B221. 2.
250- ! o - Cepa B221-BC. 3. Cepa B221-AT (+) Control positivo: P.
. rettgeri B221, *E. coli BL21-BC, **E. coli BL21-AT. (-) Control

. . negativo: E. coli BL21 (DE3). (R) Control de reactivos.
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Con el fin de evaluar la expresion de las proteinas recombinantes ParD-His y RelB-FLAG
en P. rettgeri B221-AT, se evaluaron los extractos proteicos totales sin induccion bajo
condiciones denaturantes. La no induccién en la cepa recombinante B221-AT se debio6 a
gue en P. rettgeri B221 se evidencio la ausencia del gen represor lacl después del andlisis
bioinformético entre su genoma completo y el gen lacl de E. coli K12 (nimero de acceso
GenBank: NC_000913.3), lo que sugiere que, al no haber represor, se da la transcripcion
una vez reconocido el promotor lac incorporado en el plasmido recombinante pBC SK-AT,
y que habria una auto induccién. Considerando lo anterior, el ensayo de SDS-PAGE no
mostro la expresion de las antitoxinas recombinantes debido a ausencia de bandas en el
peso molecular esperado (9.1 kDa para ParD-His y 10.1 kDa para RelB-FLAG) para los
tiempos evaluados; sin embargo, se observé la expresion de la misma proteina visualizada
en la cepa de E. coli BL21-AT cuyo peso molecular aproximado esta entre 17 — 26 kDa y
gue solo se encontré en las cepas portadoras de los pldsmidos pBC SK (Figura 3-3).
Seguidamente se procedi6 con la deteccion inmunolégica para las proteinas
recombinantes; sin embargo, al igual que en la cepa de E. coli BL21-AT, no hubo deteccién
de ninguna de las dos proteinas.

P. rettgeri B221

pBC SK (+) - + - = - 5 - ” e
pBC SK-AT — " + - - + + + +
MP 0 10 20 40 60 120 180 Tiempo (min)
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Figura 3-3. Evaluacién de la expresién de las proteinas recombinantes ParD-His y RelB-
FLAG. SDS-PAGE de extractos totales de proteinas de P. rettgeri B221-AT en distintos tiempos sin
induccion. Expresiéon de una proteina (flecha roja) que podria corresponder al cloranfenicol

acetiltransferasa (25.6 kDa).

Los resultados anteriores fueron indicativos de que las proteinas recombinantes no se

estan produciendo; sin embargo, no son concluyentes debido a que las proteinas se
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pueden estar produciendo en bajas cantidades o degradandose rapidamente debido a su
baja estabilidad, por lo que se justifico detectar la transcripcion de los genes, técnica que
permite determinar la transcripcion activa de los genes, que no es una evidencia definitiva
de la produccién de las proteinas pero que sugiere su produccion. Los resultados de RT-
PCR usando ADNc mostraron la amplificacién de un fragmento especifico de 646 pb que
corresponde al pladsmido clonado con los genes hibridos recombinantes parD-his — relB-
flag; no obstante, se obtuvo una ligera amplificacion del mismo producto en el control de
ARN después del tratamiento con DNAsa (Figura 3-4 A); sin embargo, evaluando el control
de la transcripcion que correspondié al gen cromosomal dnaA de P. rettgeri, se observo la
amplificacién de un producto de 119 pb para la muestra de ADNc y que no se obtuvo en
los controles de ARN (Figura 3-4 B); lo que sugiere una posible contaminacion con ADN
en el momento de realizar la PCR; a pesar de ello, el resultado estd en proceso de
validacion. La evidencia de la transcripcidon de los genes hibridos en P. rettgeri sugiere que
el constructo quimérico o hibrido recombinante estd siendo transcrito activamente vy
posiblemente traducido a proteina; no obstante, los resultados observados por SDS-PAGE
y Western blot sugieren una baja produccion de las proteinas o una rapida degradacion

debido a la baja estabilidad de las antitoxinas de los sistemas TA tipo Il [81].
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Figura 3-4. Transcripcion del hibrido recombinante parD-his — relB-flag en P. rettgeri B221-
AT. A. Transcripcion del hibrido recombinante parD-his — relB-flag. B. Transcripcion del gen
cromosomal dnaA de P. rettgeri. 1. P. rettgeri B221-BC, 2 P. rettgeri B221-AT. (R) Control de

reactivos.
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3.3 Discusion

El disefio in silico de plasmidos de expresion o constructos genéticos, es una herramienta
versatil que permite realizar cambios en las secuencias nucleotidicas para mejorar
significativamente la expresién de uno o varios genes que se van a introducir dentro del
genoma [105]; sin embargo, es necesario considerar varios puntos antes de expresar las
proteinas de interés, como lo es la eleccién del vector de expresion, el organismo en el
gue se va a realizar la expresion y las condiciones bajo las cuales se va a dar dicha
expresion [106]. En el presente trabajo, el organismo final para la expresion de las
antitoxinas (ParD y RelB) de los sistemas TA del plasmido p06-1619-NDM, fue un
aislamiento clinico de Providencia rettgeri, por lo que la busqueda de vectores de expresion
fue encaminada hacia este género bacteriano, encontrandose al plasmido pBC SK (+), que
se utilizé como vector para la expresion de las proteinas recombinantes ParD-His y RelB-
FLAG. En el disefio in silico del plasmido de expresion se aprecié la regulacion de los
genes de las antitoxinas parD y relB bajo el promotor lac y la traduccion a proteinas con la
adicion de las respectivas etiquetas de fusion, por lo que se procedié con la obtencién in

vitro del plasmido recombinante.

El plasmido recombinante pBC SK-AT productor de las antitoxinas recombinantes ParD-
His y RelB-FLAG de los sistemas TA del plasmido p06-1619-NDM de P. rettgeri se obtuvo
de acuerdo con lo disefiado in silico después de la verificacibn por secuenciacion
convencional, la misma que no mostr6 deleciones o inserciones de nucleétidos que
pudiesen afectar el marco abierto de lectura de los genes de interés. La evaluacion de la
produccién de las antitoxinas recombinantes inicialmente se realizé en E. coli BL21 (DE3),
cepa hospedera que fue transformada con el vector de expresion, debido a que este
organismo carece de sistemas TA a nivel cromosomal, a diferencia de cepas E. coli
derivadas de la cepa K-12 (TOP10, J53, XL1-Blue) después de haber realizado un
alineamiento pareado entre los genes de las antitoxinas frente a los genomas reportados
en el NCBI. Adicionalmente, E. coli BL21 (DE3) es deficiente en la proteasa Lon [106], que
degrada proteinas extrafias, como lo son las antitoxinas ParD y RelB [107], por lo que era
probable que las antitoxinas recombinantes ParD-His y RelB-FLAG fueran méas estables
en E. coli BL21 (DE3). Sin embargo, al realizar la evaluacién de la expresion de las
antitoxinas recombinantes en E. coli BL21 (DE3) por medio de técnicas inmunoldgicas, no

fue posible observar su deteccion, de manera similar ocurrio en la cepa nativa P. rettgeri.
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Una de las posibles razones de la no deteccion de las proteinas recombinantes en la cepa
E. coli BL21 (DE3) y P. rettgeri son las modificaciones postraduccionales. La
transformacién del plasmido recombinante se dio en la cepa de E. coli BL21 (DE3), que, si
bien es una cepa de referencia, existe la posibilidad de que se den cambios
postraduccionales de las proteinas; adicionalmente también se transformé en una P.
rettgeri proveniente de un aislamiento clinico, en la cual los sistemas de regulacion son
desconocidos y es posible que sucedan cambios proteicos. Las modificaciones
postraduccionales de proteinas se consideraban restringidas a eucariotas; sin embargo,
también ocurren en un numero bajo de proteinas procariotas, siendo E. coli el
microrganismo de referencia en el cual se han realizado los estudios; sin embargo, al
pertenecer P. rettgeri a la familia Enterobacteriaceae junto con E. coli, es posible suponer
cambios en el género Providencia [108]. Con base a datos de prote6mica, se han
identificado posibles modificaciones que ocurren preferiblemente en los extremos N-
terminal y C-terminal de las proteinas. En el N-terminal ocurren dos tipos de
modificaciones: la primera son modificaciones raras que ocurren en un pequefio nimero
de posiciones a alta frecuencia como lo es la formilacion y acetilacién; y la segunda
corresponde a modificaciones comunes que ocurren a baja frecuencia en un mayor nimero
de posiciones, como lo es la oxidacién y protonacion. En tanto que en el C-terminal ocurre
glutamilacion, oxidacién y fosforilacion [109], de estas; la fosforilacién es la modificaciéon
postraduccional que puede ocurrir con mas frecuencia debido a la presencia de enzimas
tipo quinasa y fosfatasa en la célula bacteriana. En las bacterias, la fosforilacion se ha
detectado en residuos de serina (S), treonina (T), tirosina (Y), histidina (H), arginina (R),
lisina (K), acido aspartico (D) y cisteina (C) [106]. Indagando los amino&cidos presentes en
el extremo C-terminal de las proteinas recombinantes ParD-His y RelB-FLAG, la antitoxina
recombinante ParD acopla una etiqueta de fusion de histidinas (-HHHHHH-) y RelB una
etigueta FLAG (-DYKDDDDK-), adicionalmente, las dos antitoxinas en su extremo C-
terminal presentan algunos aminoacidos que son susceptibles de fosforilacion como
arginina, lisina y aspartato, con base a esto, es probable que las antitoxinas recombinantes
después de su traduccion en los sistemas bacterianos (E. coli y P. rettgeri) hayan sufrido
esta modificacion postraduccional, principalmente en la etiquetas y residuos de
aminoacidos presentes en el extremo C-terminal de la proteina que no permitieron su
deteccidn por técnicas inmunoldgicas. Se sabe que las modificaciones postraduccionales

gue se presentan en proteinas bacterianas se dan en bajas proporciones, por lo que no
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estan presentes en todas las moléculas de una proteina determinada [108]; por tanto, es
posible que no toda la proteina recombinante traducida haya sufrido modificacion y la
proteina sin cambios haya sido degradada por proteasas celulares debido a la baja
estabilidad de las antitoxinas.

Otro factor que posiblemente no permitié la deteccion de las proteinas recombinantes fue
la inestabilidad de las antitoxinas. Las antitoxinas de los sistemas TA tipo I, se caracterizan
por ser proteinas inestables con tiempos de vida cortos debido a un extremo C-terminal no
estructurado que desencadena un plegamiento parcial de la proteina y la hace mas
susceptible al ataque por proteasas celulares, de ahi que para su caracterizacion se
requieren grandes niveles de expresion [78, 91, 110]. En el presente estudio se pretendi6
expresar las proteinas de interés (antitoxinas ParD y RelB) en cepas provenientes de
aislamientos clinicos (Providencia rettgeri) que expresan proteinas a niveles fisioldgicos,
entre ellas, las proteasas celulares que posiblemente degradaron las antitoxinas
recombinantes, lo que no permitio la deteccién. No obstante, las antitoxinas ParD y RelB
han sido caracterizadas a partir de E. coli BL21 (DE3) bajo la regulacion de promotores
como T7, tac o araPgap [100, 111-114]. Los promotores T7, tac 0 araPgap Se caracterizan
por ser promotores altamente utilizados para la expresion de proteinas recombinantes a
nivel de laboratorio utilizando cepas de referencia (como los es E. coli BL21) que poseen
magquinaria adicional que permite la trascripcion de genes, como lo es la expresion de la
T7 ARN polimerasa u otras enzimas exégenas que permiten la expresion en grandes
cantidades de proteinas recombinantes; adicionalmente, estas cepas suelen ser carentes
de proteasas celulares (Lon y/o Clp), por lo que la deteccion y purificacion de las proteinas
recombinantes resulta ser facil y eficiente. Sin embargo, en este estudio, la expresion de
las antitoxinas se realiz6 en P. rettgeri (aislamiento clinico) que no poseen dicha
maguinaria y que expresa las proteinas a niveles fisioldgicos. En el género Providencia, el
promotor utilizado en la regulacion para la expresion de proteinas, ha sido el promotor lac
[101]; por lo que se decidi6 utilizar este promotor para la regulacion de la expresion de las
antitoxinas del sistema de muerte post-segregacional del plasmido p06-1619-NDM; sin
embargo, el promotor lac y su derivado lacUV5 a pesar de ser altamente utilizados, son
bastante débiles y, por lo tanto, no son muy utiles para la produccion de proteinas
recombinantes en grandes cantidades [106]. La debilidad del promotor lac en comparacion
con los promotores mas utilizados para la expresion de proteinas recombinantes (T7, tac,

araPsap) puede sugerir la baja produccioén de las proteinas (ParD-His y RelB-FLAG) tanto
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en E. coli como en P. rettgeri, que no permitié su deteccion mediante técnicas sensibles
(Western Blot), esto sumado a la inestabilidad de las antitoxinas y a sus posibles cambios
postraduccionales, lo que configura una limitante técnica y un reto adicional a nivel de

laboratorio para el desarrollo de este proyecto.

Los factores anteriormente enfocados hacia la no deteccion de las proteinas
recombinantes estan relacionados con posibles cambios postraduccionales, inestabilidad
proteica y baja expresion de las proteinas recombinantes en E. coli y P. rettgeri bajo
regulacion del promotor lac; sin embargo, se deben considerar posibles factores durante
la deteccion de las antitoxinas recombinantes usando Western blot (WB), ya que una de
las principales preocupaciones en esta técnica es la transferencia de las proteinas,
principalmente cuando se deben detectar proteinas poco abundantes, de bajo peso
molecular o con modificaciones postraduccionales debido al requerimiento de cantidades
de muestra relativamente grandes [115]. Es posible que este sea una de las limitantes para
la deteccion de las proteinas recombinantes ParD-His y RelB-FLAG, ya que como se sabe,
el tamafio de las antitoxinas recombinantes es pequefio (9.5 kDa y 10.1 kDa,
respectivamente) y debido a su inestabilidad es posible que se encuentren en bajas
cantidades, de ahi que resulta necesario estandarizar muy bien la técnica para la deteccién
de estas proteinas, principalmente con los tiempos de transferencia a la membrana y el
uso de membranas de PVDF de menor tamafio de poro, de modo que se retenga la mayor
cantidad de proteinas recombinantes para su posterior deteccion inmunolégica por WB.
Sin embargo, otra técnica que podria acompafar a la deteccion por WB seria la detecciéon
inmunoldgica por ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) utilizando
anticuerpos frente a las antitoxinas y no Unicamente frente a la etiqueta de fusion de cada
antitoxina (Anti-6xHis y/o Anti-FLAG) como sucede en el WB. El tipo de ELISA que se
podria aplicar seria tipo sandwich, en el cual el anticuerpo Anti-ParD o Anti-RelB se
inmovilizaria sobre la placa, seguidamente se adicionaria los extractos proteicos
provenientes de las cepas recombinantes E. coli BL21 (DE3) o P. rettgeri, posteriormente
el anticuerpo primario frente a las etiquetas de fusion de cada antitoxina recombinante
(Anti-6xHis y/o Anti-FLAG) y finalmente, el anticuerpo secundario de deteccion (Anti-
Mouse 1gG) que podria estar acoplado a biotina. De este modo, se podrian detectar las
antitoxinas recombinantes probando varios extractos proteicos provenientes de diferentes

tiempos de induccién en las cepas recombinantes; sin embargo, ELISA debe ir
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acompafnado de WB para determinar el tamafio de las proteinas recombinantes. Este tipo
de alternativa para poder detectar las proteinas recombinantes ParD-His y RelB-FLAG se
podria aplicar a corto plazo para confirmar la traduccién de las proteinas recombinantes.






4.Estabilidad del plasmido p06-1619-NDM en
Providencia rettgeri B221-AT

4.1 Materiales y métodos

4.1.1 Cepas bacterianas usadas para el analisis de la estabilidad
plasmidica
Se analiz6 la estabilidad del plasmido p06-1619-NDM en presencia del plasmido
recombinante pBC SK-AT que codifica para las antitoxinas ParD-His y RelB-FLAG, por lo
gue fue analizada la cepa B221-AT (que transporta los dos plasmidos) con el fin de
determinar si se producen diferencias en la estabilidad del plasmido p06-1619-NDM
cuando coexiste con el plasmido pBC SK-AT con capacidad para producir las antitoxinas
en P. rettgeri B221-AT. Adicionalmente, como controles fueron analizadas las cepas B221-
BC (cepa con plasmido pBC SK(+) vacio) y B221 (cepa nativa) con el fin de determinar si
la estabilidad del plasmido p06-1619-NDM es dependiente de la produccion de las
antitoxinas recombinantes y no del material genético del plasmido pBC SK(+) (plasmido
vacio). Las caracteristicas generales de las cepas incluidas en el estudio de estabilidad

plasmidica fueron resumidas en la Tabla 2-2.

4.1.2 Condiciones de cultivo para la determinacion de la
estabilidad plasmidica
Para la determinacion de la estabilidad plasmidica en diferentes bacterias hospedadoras
se utilizd el protocolo descrito por Marquez-Ortiz A. [35] con algunas modificaciones.
Basicamente, se partié de una Unica colonia que fue cultivada en cinco mL de caldo BHI
(Brain Heart Infusion) suplementado con ceftazidime 30 ug/mL para la cepa B221 y con
ceftazidime 30 pug/mL y cloranfenicol 200 pyg/mL para las cepas B221-BC y B221-AT
generando una presion selectiva para garantizar como punto de partida que el 100% de la

poblacién bacteriana presentara el/los plasmido/s. Después de 12 horas de incubacion a
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37°C, con agitacién constante a 200 rpm, este cultivo bacteriano fue centrifugado a 4000
rpm durante siete minutos, y posteriormente el medio con antibiético fue removido. Las
bacterias recuperadas fueron lavadas dos veces con solucién salina (NaCl 0.89% p/v) y
resuspendidas en el mismo volumen inicial de caldo BHI sin antibiético para la cepa B221
y de caldo BHI suplementado con cloranfenicol 200 pg/mL para las cepas B221-BCy B221-
AT con el fin de garantizar la permanencia de los plasmidos pBC SK(+) y pBC SK-AT,
respectivamente. Se tomé una alicuota de este cultivo bacteriano para la cuantificacion
relativa de ADN plasmidico en el tiempo cero. Adicionalmente, a partir de este cultivo
(tiempo cero) se realizé una dilucion 1:1000 en caldo BHI bajo las condiciones de
antibiéticos anteriores y se incubo nuevamente por 12 horas a 37°C con agitacion
constante. Transcurrido ese tiempo, se realizé una nueva dilucién 1:1000 y se incubd
nuevamente. Después de 12 horas de incubacién se tomé otra alicuota y se realizdé una

nueva dilucién para garantizar un crecimiento continuo.
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Figura 4-1. Estrategia usada para la determinacion de la estabilidad plasmidica. En el dia cero
las bacterias fueron cultivadas en caldo con presién selectiva (antibiético), posteriormente la presion
selectiva fue removida para el plasmido NDM positivo y se mantuvo un crecimiento continuo

realizando diluciones 1:1000 cada 12 horas por 30 dias.
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Este proceso se realizé cada 12 horas durante 30 dias para cada cepa y fueron tomadas
alicuotas diarias del cultivo y almacenadas en caldo TSB con glicerol 15% a -80°C para
determinar la estabilidad plasmidica en cada punto (Figura 4-1). La presencia de los
plasmidos p06-1619-NDM, pBC SK (+) y pBC SK-AT fue confirmada en las cepas por

técnicas moleculares (ver capitulo 3). Se realizaron minimo dos replicas por experimento.

4.1.3 PCR para cuantificacién de la estabilidad plasmidica

La estabilidad plasmidica fue cuantificada por medio de PCR, para tal fin se sigui6 la
estrategia de cuantificacion relativa del ADN plasmidico (ADNp) con respecto al ADN
cromosomal (ADNcr) disefiada por Marquez-Ortiz A. [35], la cual asume que la cantidad
de ADNcr es constante, mientras que la de ADNp varia durante el desarrollo del
crecimiento continuo dependiendo del nimero de copias y la estabilidad de cada plasmido.
Para la cuantificacién de ADNcr se utilizaron los oligonucleétidos correspondientes al gen
de Unica copia dnaA de P. rettgeri, y para el ADNp los oligonucleétidos para los plasmidos
p06-1619-NDM, pBC SK(+) y pBC SK-AT (oligonucleétidos correspondientes a los
promotores T3y T7). Los oligonucle6tidos usados se muestran en la Tabla 2-1.

Para la extraccion del ADN total de los cultivos bacterianos se utilizd el kit comercial
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega) siguiendo las recomendaciones del
fabricante para bacterias Gram negativas. Después del proceso de purificacién el ADN fue
resuspendido en agua y cuantificado por triplicado espectrofotométricamente usando el
equipo NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific™). Con el promedio de las
concentraciones para cada dia se prepararon diluciones a una concentracion final de 20
ng/uL, las cuales fueron usadas posteriormente en las reacciones de PCR. ElI ADN fue

almacenado a -20°C hasta su uso.

4.1.4 Recuperacion de aislamientos sensibles a ceftazidime
derivadas de la cepa Providencia rettgeri B221

Durante los experimentos de estabilidad plasmidica se realiz6 la recuperacién de

aislamientos derivados de la cepa P. rettgeri B221 sensibles a ceftazidime sin fenotipo de

resistencia por ausencia del gen blanpw1. Estos aislamientos fueron caracterizados

microbiol6gica y molecularmente de la siguiente manera: una alicuota del cultivo

bacteriano correspondiente al dia 30 de la curva de estabilidad de la cepa B221 fue tomada
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y centrifugada a 7000 rpm durante siete minutos, posteriormente el medio con glicerol fue
removido. Las bacterias recuperadas fueron resuspendidas en el mismo volumen inicial de
caldo BHI y a partir de esta suspension se prepararon diluciones decimales seriadas con
solucion salina. Un volumen de cada dilucién fue sembrado por superficie en placas de
agar BHI sin y con antibiético (ceftazidime 30 pg/mL) y se incubd a 37°C durante 24 horas.
Después de ese tiempo, se procedi6 a realizar el conteo de las unidades formadoras de
colonia (UFC) y de la placa de agar BHI sin antibiético correspondiente a la dilucién decimal
mas baja (10), se recuperaron 100 colonias en placas de agar BHI sin antibiético durante
toda la noche a 37°C y seguidamente se realiz6 una extraccion de ADN por ebullicion.
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Figura 4-2. Estrategia usada para la recuperacion de aislamientos sin fenotipo de resistencia
a antibiéticos B-lactamicos. El cultivo bacteriano correspondiente al dia 30 de la curva de
estabilidad plasmidica fue sometido a diluciones decimales seriadas que fueron sembradas en
placas de agar sin y con presion selectiva (antibiético). Un total de 100 colonias de la menor dilucion
fueron monitoreadas por técnicas moleculares para establecer las caracteristicas fenotipicas y la

ausencia de la resistencia a antibiéticos p-lactamicos.
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Posteriormente, se prepararon 10 grupos de bacterias cada uno con diez muestras de ADN
extraido y se realiz6 la confirmacion del gen cromosomal dnaA de P. rettgeri, del plasmido
p06-1619-NDM y de la antitoxina parD por PCR usando oligonucleétidos especificos (Tabla
2-1). Con base a los resultados obtenidos, se seleccion6 un grupo de bacterias y a las diez
muestras de ADN se les realiz6 la confirmacion del gen cromosomal dnaA, del plasmido
p06-1619-NDM, de las antitoxinas parD y relB por PCR, y posteriormente a las muestras
gue fueran P. rettgeri con ausencia del plasmido p06-1619-NDM, pero con las antitoxinas,

se les realiz6 la confirmacién de gen blanpm-1 (Figura 4-2).

Considerando los resultados obtenidos para los aislamientos B221 sin fenotipo de
resistencia, fueron disefiados oligonucle6tidos especificos para la deteccion del
transposon Tn6368 usando la herramienta Primer-BLAST [116]. Se consideraron tres sitios
de reconocimiento para darle seguimiento al transposon que fueron los genes tnpM y repA
y la secuencia de insercién IS5 (Figura 4-3). Los parametros que se tuvieron en cuenta
fueron: tamafo del oligonucleétido (18-22 pb), temperatura de fusion de los
oligonucleétidos (~63°C) y tamafio de los amplicones entre 400-750 pb con diferencias de
100-150 pb entre ellos para una PCR mdltiple [117]. La especificidad de los
oligonucleétidos disefiados fue verificada por comparaciones pareadas de su secuencia
frente a las secuencias de los plasmidos p06-1619-NDM (namero de acceso GenBank:
KX832928.1), p06-1619-2 (numero de acceso GenBank: KX832929.1) y cromosoma
(secuencia en base de datos de LGMB) de la cepa B221 usando la herramienta BLASTn
[118].

p06-1619-NDM = e s sl i -
(54.71Kb) 2
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N
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/ N
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,/ 502 pb ¢ Transposition
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Figura 4-3. Sitios de reconocimiento de los oligonucleotidos en el transposén Tn6368. El

seguimiento del transposén Tn6368 se realiz6 usando los oligonucleétidos que se marcan como
triangulos rojos en la secuencia (repA: 445 pb, thpM: 592 pb, IS5: 720 pb).
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Finalmente, se procedi6 a realizar la estandarizacion de las condiciones de temperatura
en la reaccion de PCR multiple, evaluando diferentes temperaturas de anillamiento para
todos los oligonucledtidos en el equipo T100™ Thermal Cycler (BIO-RAD) usando el
siguiente perfil de andlisis: 95°C de denaturacion inicial por cinco minutos, seguido de 30
ciclos de amplificacion que comprendieron un paso de denaturacion a 95°C por 45
segundos, hibridacién a un rango entre 60-65 °C por 30 segundos y extensién a 72°C por
45 segundos; finalmente el proceso terminé con un paso de elongacion a 72°C por cinco
minutos. Los productos de PCR fueron separados en gel de agarosa al 1.5% p/v durante
60 minutos a 100 V, tefiidos con solucion de bromuro de etidio 0.1% y foto documentados.

4.1.5 Secuenciacion, ensamblaje y anotacién de genomas

Con base a los resultados obtenidos de recuperacion de aislamientos sin fenotipo de
resistencia, se tomaron las muestras de P. rettgeri sensibles (cepas B221::Tn6368 y
B221ATn6368) para la secuenciacién y ensamblaje de sus genomas. Para la extraccion
de ADN total con calidad de secuenciacion, se partio de cultivos bacterianos en caldo LB
en fase exponencial (~4.5 horas de cultivo) usando el kit comercial UltraClean® Microbial
DNA lIsolation Kit (MoBio Laboratories, Inc.) de acuerdo con las instrucciones sugeridas
por el fabricante. La integridad del ADN fue determinada por electroforesis en gel de
agarosa al 0.6%, la cuantificacién y pureza mediante la relacion de la absorbancia a
260nm, 280nm, 230 nm en el equipo NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific™). Se tuvo
en cuenta que el ADN debia cumplir unos criterios de calidad como pureza con una relacién
A260/280 superior o igual a 1.8 y A260/230 igual a 2.0.

Debido a las diferencias moleculares entre los aislamientos sin fenotipo de resistencia, se
escogieron dos tecnologias para su secuenciacion. Para la muestra B221ATn6368 se
prepar6 una libreria de ADN usando el kit TruSeq® DNA Nano (lllumina®). La libreria fue
secuenciada usando la plataforma NovaSeq™ 6000 de lllumina®. Las lecturas obtenidas
fueron sometidas a un control de calidad por medio del programa FastQC v0.11.8 [119] y
posterior a este control, las lecturas obtenidas fueron depuradas removiendo los extremos
y lecturas de baja calidad (extremos con calidad por base y lecturas con calidad promedio
menor a Q20) y restos de secuencias de adaptadores por medio del programa
Trimmomatic [120]. Después de la limpieza de datos, se verific6 nhuevamente la calidad

con FastQC v0.11.8 [119] y seguidamente, las librerias fueron ensambladas de novo
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usando SPAdes v3.10.1 [121] de acuerdo con los pardmetros definidos por el programa;
la calidad del ensamblaje del genoma fue evaluado por medio del programa QUAST v4.0
[122]. A continuacion, se realiz6 un mapeo de referencia de las lecturas obtenidas frente
al genoma de referencia de P. rettgeri B221 (secuencia del cromosoma obtenida de las
bases de datos de LGMB; plasmido p06-1619-NDM, numero de acceso GenBank:
KX832928.1; plasmido p06-1619-2, numero de acceso GenBank: KX832929.1) por medio
del software BWA-MEM v7.12 [123]. En tanto que, para la muestra B221::Tn6368 se
prepard una libreria SMRTbell™ de ADN, haciendo una seleccién por tamafio de 20 Kb
con el sistema BluePippin™ (Sage Science), para garantizar fragmentos de alto peso
molecular. La libreria fue secuenciada usando la plataforma PacBio RSIlI (Pacific
Biosciences, USA) con el paquete de reactivos P6-C4. Las lecturas obtenidas fueron
ensambladas de novo usando el programa HGAP3 por medio del SMRT Analysis v2.3
[124] y seguidamente para validar el ensamblaje, se hizo un mapeo de las lecturas
obtenidas con la técnica PacBio con cada contig ensamblado por medio del software BWA-
MEM v7.12 [123] y se inspecciond visualmente el ensamblaje usando el programa Tablet
v1.16.09.06 [125]. Posterior a la obtencion del ensamblaje, se realiz6 un alineamiento
pareado de cada uno de los contigs obtenidos frente al genoma de referencia de P. rettgeri
B221 (secuencia del cromosoma obtenida de las bases de datos de LGMB; plasmido p06-
1619-NDM, numero de acceso GenBank: KX832928.1; plasmido p06-1619-2, numero de
acceso GenBank: KX832929.1) con la herramienta de BLASTn v2.4.0 [118], determinando
gue contigs pertenecian a cromosoma, plasmidos u otras estructuras. Debido a la
naturaleza circular de cromosoma, plasmidos o unidades translocativas, la presencia de
extremos repetidos fue visualizado por medio de Artemis Comparison Tool (ACT) v16.0
[126] para la unidad translocativa. Por tal motivo se realizé su circularizacién manual, y
posteriormente, los puntos de origen (repA, 1S26, parD) de la unidad translocativa fueron
cambiados por medio de la herramienta Circlator v1.3.0 [127], y se visualizaron usando
ACT y Tablet.

Los genomas de las cepas B221ATn6368 y B221::Tn6368 fueron anotados usando Prokka
v1.12 [128]. La zona cercana a la insercion de la 1S6368 y la unidad translocativa TU6368
en la cepa B221::Tn6368 fueron curados manualmente usando como referencia el
plasmido p06-1619-NDM (numero de acceso GenBank: KX832928.1) BLASTn, BLASTp y
BLASTtx [118] y visualizados en Artemis [129]. El andlisis gendémico de inserciones y

deleciones se realiz6 por medio de alineamientos pareados usando BLASTn [118] y el
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resultado se visualiz6 mediante BRIG [130]. Luego de la identificacién de la secuencia de
insercion 1S6368 y de la unidad translocativa TU6368, se realizé un alineamiento pareado
de estas regiones de la secuencia con el cromosoma y plasmido p06-1619-NDM de la cepa
P. rettgeri B221, para visualizar las regiones codificantes e invertidos repetidos por medio
de EasyFig [131].

4.2 Resultados

4.2.1 Estabilidad del plasmido p06-1619-NDM

Como se mencioné anteriormente, en este estudio se analiz6 la estabilidad del plasmido
p06-1619-NDM (pNDM-BJO1-like) de P. rettgeri B221 en presencia del plasmido
recombinante pBC SK-AT productor de los transcritos de las antitoxinas recombinantes
ParD-His y RelB-FLAG, con el fin de determinar si existen diferencias en su estabilidad
cuando P. rettgeri transporta los dos plasmidos productores de antitoxinas (nativas y
recombinantes). Para determinar la estabilidad del plasmido p06-1619-NDM, se parti6 de
cultivos continuos sin presién selectiva y diariamente fueron tomadas alicuotas de cada
cultivo para extraccion de ADN total. En los extractos de ADN total fue determinada la
cantidad de ADNcr y ADNp por PCR.

Los andlisis de PCR mostraron que el plasmido p06-1619-NDM fue estable en P. rettgeri
B221-AT donde permanecio por los 30 dias de crecimiento continuo, aln en presencia del
plasmido recombinante pBC SK-AT productor de los transcritos de las antitoxinas
recombinantes ParD-His y RelB-FLAG, que también permanecioé estable debido a la
presion selectiva (cloranfenicol 200 pg/mL) que se manejaba para asegurar su
permanencia. Un resultado idéntico se encontrd en la réplica experimental (Figura 4-4 A).
Este resultado fue interesante, ya que sé planteo como hipotesis que la incorporacion de
un plasmido que expresara las antitoxinas de los sistemas putativos ParDE y RelEB,
disminuiria la estabilidad del plasmido NDM positivo, y con ello la resistencia a los
carbapenémicos; sin embargo; se evidencié que a pesar de estar presente el plasmido
recombinante pBC SK-AT productor de los transcritos de las antitoxinas recombinantes, el
plasmido p06-16-19-NDM presenta gran estabilidad. Es probable que estos resultados en
la estabilidad del plasmido NDM positivo a pesar de estar presente el plasmido

recombinante, se deba a que el plasmido recombinante pBC SK-AT no produzca
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eficientemente las antitoxinas, aunque nuestros resultados indican que se estan
transcribiendo activamente, tal vez su traduccidén sea muy baja o se deba a la inestabilidad
de las antitoxinas o cambios postraduccionales que no permiten la interaccién de la

antitoxina recombinante con la toxina nativa.
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Figura 4-4. Determinacion de ADN plasmidico y cromosomal por PCR para las muestras A.

B221-AT,B.B221-BCy C. B221. Después de 30 dias de crecimiento continuo en medio sin presion
selectiva para el plasmido p06-1619-NDM y con presion selectiva para los plasmidos pBC SK-AT y
pBC SK(+). Para todos los ensayos de PCR se utilizd la misma cantidad de ADN total (20 ng).
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Los controles presentaron un comportamiento similar. Para el caso de P. rettgeri B221-BC,
de igual manera se evidencio la estabilidad del plasmido p06-1619-NDM por los 30 dias
de crecimiento continuo en presencia del plasmido pBC SK(+) que no presentaba los
genes de las antitoxinas recombinantes y que también permanecio estable debido a la
presion selectiva (cloranfenicol 200 pg/mL) (Figura 4-4 B). Para el caso de P. rettgeri B221
también se evidencid la estabilidad del pldsmido p06-1619-NDM por los 30 dias de
crecimiento continuo (Figura 4-4 C). Estos resultados en la estabilidad del plasmido p06-
1619-NDM en las muestras analizadas de P. rettgeri (B221-AT, B221-BC y B221)
confirman lo reportado por Marquez-Ortiz A [35] sobre la estabilidad del pldsmido p06-
1619-NDM en P. rettgeri, que indica que en P. rettgeri este plasmido es estable por incluso
28 dias en un ensayo de estabilidad plasmidica sin presién selectiva (ausencia de
ceftazidime). Paratodos los casos se evidencio la amplificacion del gen cromosomal dnaA

especifico de Providencia rettgeri (Figura 4-4) para los 30 dias de crecimiento continuo.

Aunque en los experimentos mostrados en la Figura 4-4, P. rettgeri B221 (cepa nativa)
mantuvo el plasmido, en dos réplicas experimentales de estabilidad plasmidica
adicionales, esta cepa mostré una menor estabilidad del plasmido p06-1619-NDM (pérdida
del plasmido) desde el dia 20 de crecimiento continuo (Figura 4-5). El analisis de PCR
sugiere que una menor poblacion bacteriana es portadora del plasmido. Este resultado fue
interesante, debido a que la poblacién bacteriana de cada ensayo de P. rettgeri B221 se
comporté de manera distinta a pesar de haber estado sometida a las mismas condiciones
(crecimiento continuo por 30 dias sin presion selectiva), quizas debido a un proceso al azar
gue favoreci6 que en estas replicas experimentales se haya dado la pérdida del plasmido
gue no se da con frecuencia en las condiciones de laboratorio, puesto que de seis replicas
experimentales (cuatro mostradas en este estudio y dos reportadas por Marquez-Ortiz A
[35]), cuatro mostraron un comportamiento similar con permanencia del plasmido por los
dias de cultivo y Unicamente dos mostraron la pérdida del plasmido después del dia 20 de
estabilidad plasmidica. Sin embargo, los resultados entre las réplicas experimentales
fueron consistentes y mostraron el mismo comportamiento de la estabilidad plasmidica

partiendo de cultivos independientes y en ensayos diferentes.
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Figura 4-5. Determinacién de ADN plasmidico y cromosomal por PCR para la muestra B221.
Después de 30 dias de crecimiento continuo en medio sin presion selectiva. Para todos los ensayos
de PCR se utilizé la misma cantidad de ADN total (20 ng).

Los resultados de estabilidad plasmidica en general mostraron que el plasmido p06-1619-
NDM presenté una gran estabilidad en la poblacidn bacteriana, independientemente de la
presencia de otro plasmido (pBC SK-AT) productor de antitoxinas. Sin embargo, el
resultado mas interesante fue la menor estabilidad del plasmido NDM positivo en una de
las réplicas de la muestra B221 después del dia 20 de crecimiento continuo, lo que sugiere
gue hubo pérdida de este pldsmido en la poblacién bacteriana y que posiblemente
ocurrieron procesos genéticos espontaneos que desencadenaron la pérdida. Con base en
esto, se decidid caracterizar los aislamientos sensibles para determinar cuales fueron las
posibles razones genéticas que desencadenaron la pérdida espontanea del plasmido p06-
1619-NDM portador del gen blanom-1. Para esto, inicialmente se realiz6 un analisis
poblacional que permitiera recuperar aislamientos sensibles (ausencia de blanpw-1);
posteriormente se realizé la secuenciacion del genoma completo de cepas sensibles y
finalmente, se realizé un andlisis genémico comparativo de dos aislamientos sensibles

representativos.

4.2.2 Providencia rettgeri B221 sin fenotipo de resistencia a
antibioticos B-lactamicos

Después de evaluar la estabilidad del plasmido p06-1619-NDM vy evidenciar su menor

estabilidad a partir del dia 20 de crecimiento continuo en una de las réplicas de la cepa

B221, se realiz6 la recuperacion de aislamientos sin fenotipo de resistencia a antibiéticos

B-lactamicos (ausencia del gen blanow-1). Para tal fin, se realiz6 un abordaje microbiologico

y molecular que permiti6 determinar las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las

cepas sensibles. Inicialmente, se determind el nimero de UFC para la muestra analizada
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correspondiente al dia 30 del crecimiento continuo, asi como para sus diluciones seriadas.
Los resultados mostraron que en medio con presion selectiva (ceftazidime 30 pug/mL), el
namero de colonias con resistencia fue bajo en comparacion con el crecimiento en medio
sin presion selectiva, siendo de 286 UFC en la muestra madre (sin dilucion), de 27y 3 UFC
para las diluciones 1:10 y 1:100, respectivamente y ausencia de crecimiento en las
diluciones siguientes (Tabla 4-1). Este resultado de crecimiento en medio con presién
selectiva sugiere aun la presencia de colonias con fenotipo de resistencia a antibioticos 3-
lactamicos (por el gen blanpw-1), Yy por tanto la presencia del plasmido p06-1619-NDM a
pesar de no haber sido detectado por PCR en las muestras poblacionales a partir del dia
20 de la curva de estabilidad plasmidica, esto debido a que se trata de un andlisis
poblacional en el cual la cantidad de colonias que presentan el plasmido NDM positivo se
encuentra en una baja proporcion en comparacion a las colonias que no tienen el plasmido.
No obstante, en medio sin presion selectiva, no fue posible contar el nimero de UFC para
las diluciones evaluadas (rango de sensibilidad 25 — 300 UFC); sin embargo, en la menor
dilucién evaluada (1:10000) se obtuvieron colonias aisladas a pesar de no poder establecer
el nimero de UFC, lo que sugiere que la mayor parte de la poblaciéon bacteriana no

presentaba fenotipo de resistencia a antibiéticos B-lactamicos.

Tabla 4-1. Recuento de UFC para la muestra B221 en el dia 30 curva de estabilidad plasmidica.

UFC muestra B221, dia 30.

Dilucién
Medio cultivo
100 101 102 103 10+
Agar BHI >300 >300 >300 >300 >300
Agar BHI + CAZ 286 27 3 <1 <1

CAZ: ceftazidime

Con base en los resultados del conteo en placa y evidenciando el crecimiento de colonias
en placas sin presion selectiva en comparacion con las de presion selectiva, se
recuperaron 100 colonias de la placa correspondiente a la menor dilucion (1:10000) del
cultivo en medio sin presion selectiva y se realiz6é la confirmacion del gen cromosomal
dnaA especifico de P. rettgeri, del plasmido p06-1619-NDM y de la antitoxina parD por
PCR para las 100 colonias recuperadas en grupos bacterianos de 10 colonias cada uno.
Los resultados mostraron que el 100% de los grupos bacterianos eran P. rettgeri por

amplificacion de un producto de 133 pb correspondiente al gen cromosomal dnaA
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especifico de esta especie bacteriana y que el 0% de los grupos bacterianos tenian el
plasmido p06-1619-NDM por ausencia de amplificacion del producto de 112 pb
correspondiente al plasmido NDM positivo (Figura 4-6). Sin embargo, cuando se realizé la
amplificacién del gen parD, el 60% de los grupos bacterianos amplificaron la antitoxina por
la presencia de un producto de 273 pb (Figura 4-6); este resultado fue interesante, ya que
el gen de la antitoxina parD presente en el operén parDE es exclusiva del plasmido p06-
1619-NDM al ser movilizado por el transposén Tn6368, pero no hubo amplificacién para el
plasmido NDM positivo, lo que sugiere la presencia del operdn parDE vy, por tanto, de la
antitoxina parD en una estructura genémica que no es el plasmido p06-1619-NDM, pero

gue podria ser el cromosoma o el plasmido p06-1619-2 presente en P. rettgeri B221.
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Figura 4-6. Recuperaciéon de aislamientos de P. rettgeri B221 sin fenotipo de resistencia a
antibiéticos B-lactamicos. Confirmacion de dnaA, p06-1619-NDM y parD para 100 colonias
aisladas de la cepa B221 correspondiente al dia 30 de la curva de estabilidad plasmidica, en grupos

bacterianos de 10 colonias cada uno. En el histograma se indica el porcentaje de cada resultado.
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Figura 4-7. Recuperacion de aislamientos de P. rettgeri B221 sin fenotipo de resistencia a
antibiéticos B-lactamicos. Confirmacion de dnaA, p06-1619-NDM, parD y relB para 10 colonias
aisladas de la cepa B221 correspondiente al dia 30 de la curva de estabilidad plasmidica y de blanow-
1 para cuatro colonias aisladas de la cepa B221 después de la confirmacién de especie, plasmido

NDM positivo y antitoxinas. En el histograma se indica el porcentaje de cada resultado.

Indagando al respecto acerca de la amplificacion del gen de la antitoxina parD, se
seleccion6 un grupo de bacterias al azar que hubiera amplificado para los genes dnaA 'y
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parD, pero no para el plasmido p06-1619-NDM, segun esto, se seleccioné el grupo
correspondiente a las colonias 11 — 20. A estas muestras se les realiz6 nuevamente la
confirmacion del gen cromosomal dnaA, del plasmido p06-1619-NDM y de las antitoxinas
parD y relB por PCR. Los resultados mostraron que el 100% de las muestras eran P.
rettgeri por amplificacion de un producto de 133 pb correspondiente al gen cromosomal
dnaA especifico de esta especie bacteriana, que el 0% de las muestras tenian el plasmido
p06-1619-NDM por ausencia de amplificacién del producto de 112 pb correspondiente al
plasmido NDM positivo (Figura 4-7), y que Unicamente el 20% de las muestras amplificaba
para las antitoxinas parD y relB por la presencia de un producto de 273 pb y 294 pb
respectivamente correspondientes a las antitoxinas (Figura 4-7). Una vez obtenidos estos
resultados, se seleccionaron cuatro muestras del grupo analizado, dos muestras al azar
sin amplificacion de las antitoxinas parD y relB (colonias 13 y 20), y las dos Unicas muestras
gue amplificaron las antitoxinas (colonias 16 y 17) y se les realiz6 la confirmacion del gen
blanom-1 por PCR. Los resultados mostraron que el 0% de las colonias tenia el gen de
resistencia blanow-1 por ausencia de amplificacion del producto de 819 pb correspondiente
a este gen (Figura 4-7).

Los resultados antes mencionados, indican que se obtuvieron dos aislamientos de P.
rettgeri curados del plasmido p06-1619-NDM vy sin fenotipo de resistencia a antibiéticos 3-
lactdmicos (ausencia del gen blanom-1) pero con diferencias moleculares entre ellas; la
primera con los genes de las antitoxinas parD y relB, la cual se denominé B221::Tn6368;

y la segunda libre los genes de las antitoxinas, la cual se denominé B221ATn6368.

Los genes de las antitoxinas parD y relB son exclusivos de los sistemas TA parDE y relEB,
respectivamente, que estan presentes en el elemento genético moévil Tn6368 que fue
insertado en el plasmido p06-1619-NDM de P. rettgeri B221 y que lo diferencia del resto
de plasmidos de la familia pPNDM-BJO1-like frecuentes en Acinetobacter spp.; sin embargo,
la confirmacion de la curacion del plasmido NDM positivo pero la amplificacion de las
antitoxinas sugiere la presencia del transposén Tn6368 en la cepa B221::Tn6368 y su
ausencia en la cepa B221ATn6368, por lo que se disefid una estrategia para la deteccion
del transposoén, que incluy6é su seguimiento por técnicas moleculares al amplificar tres
zonas del transposon: el gen modulador de la transposicion tnpM exclusivo de la secuencia

de insercion 1S6368, el gen de replicacion repA y la secuencia de insercion IS5. La
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especificidad de los oligonucledétidos para el transposon Tn6368 fue comprobada por

BLASTnN contra el cromosoma de P. rettgeri B221 y los plasmidos que ésta transporta.

B221 B221::Tn6368  B221ATn6368 (-)
A P. rettgeri B221 B
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(445, 592, 720 pb)
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Figura 4-8. Deteccion del elemento genético mévil Tn6368. A. Estandarizacion de la temperatura
de hibridacién (Tw) de los oligonucleétidos usados para deteccion del transposén Tn6368. (R)
Control de reactivos. B. Evaluacion de la presencia del transposén Tn6368 en las muestras curadas
del plasmido p06-1619-NDM y sin fenotipo de resistencia a antibiéticos 3-lactamicos B221::Tn6368
y B221ATn6368. (-) Control negativo: E. coli BL21.

Inicialmente se estandarizé la temperatura de hibridacion (Tw) para cada pareja de
oligonucleétidos descritos en la Tabla 2-4 para una PCR mudltiple; asi se probaron
temperaturas entre 60 — 65°C (Figura 4-8A). En este ensayo se encontré que, para todas
las reacciones fue evidente la amplificacion de los productos esperados: 445 pb para la
secuencia de insercion IS5, 592 pb para el gen tnpM y 720 pb para el gen repA, sin
generacién de bandas inespecificas cercanas a los productos esperados. Teniendo en
cuenta que los valores mas altos de temperatura favorecen la especificidad y disminuyen
la formacion de productos secundarios, se decidié utilizar una Tu de 65°C. Una vez
estandarizada la temperatura de hibridacion, se procedi6 a realizar la deteccion del
transposon Tn6368 en las cepas B221::Tn6368 y B221ATn6368. En este ensayd se
confirmo la presencia del transposon en la cepa B221::Tn6368 por amplificacion de las tres
zonas del transposon (tnpM, repA, IS5) y su ausencia en la cepa B221ATn6368 en
comparacion con la cepa control B221 (Figura 4-8B). Adicionalmente, a cada cepa se le

realiz6 nuevamente la confirmacién de especie, plasmido p06-1619-NDM, gen de
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resistencia blanow-1 Y genes de las antitoxinas parD y relB. Los resultados mostraron que
las cepas evaluadas presentaron las caracteristicas antes mencionadas en cuanto a
especie, plasmido y fenotipo de resistencia por la amplificacion de los productos
esperados.

4.2.3 Gendmica comparativa de Providencia rettgeri B221ATn6368
y B221::Tn6368 con Providencia rettgeri B221
La recuperacion de dos cepas sin fenotipo de resistencia a antibidticos B-lactamicos y
curadas del plasmido p06-1619-NDM, pero con diferencias moleculares entre ellas que
indicaban en una la presencia del transposén Tn6368 (B221::Tn6368) y en otra su
ausencia (B221ATn6368), determind la importancia de analizar su genoma completo con
el fin de determinar los cambios genéticos que presentaban y que podian estar asociados
a la menor estabilidad del plasmido p06-1619-NDM en la cepa P. rettgeri B221. Con base
en esto, se realiz6 un alineamiento pareado del plasmido p06-1619-NDM y p06-1619-2 con
el ensamblaje completo correspondiente a las cepas B221ATn6368 y B221::Tn6368 y
fueron ilustrados por medio de BRIG. Los andlisis de los ensamblajes de las cepas P.
rettgeri B221ATn6368 y B221::Tn6368 contra el plasmido p06-1619-NDM de P. rettgeri
B221 mostraron que ambas cepas (B221ATn6368 y B221::Tn6368) efectivamente
carecian del gen de resistencia a antibiéticos B-lactamicos (blanom-1) y por tanto, de los
remanentes del elemento genético movil que lo transporta, el transposon ATn125,
resultado que se valida con los ensayos moleculares (Figura 4-8). Adicionalmente, se
evidencio el bajo porcentaje de mapeo de las dos cepas frente al plasmido NDM positivo,
lo que permiti6 comprobar el resultado de curacion del plasmido en las dos cepas
analizadas (Figura 4-9 A). Sin embargo, la cepa B221ATn6368 presenté un mapeo de 12%
con una identidad de 100% contra el plasmido p06-1619-NDM. Esta pequefia porcién que
mapeo contra el plasmido p06-1619-NDM en la cepa B221ATn6368 (Figura 4-9 A) estaba
asociada a P. rettgeri B221 (cepa nativa), debido a que esta cepa presenta dos plasmidos,
el plasmido p06-1619-NDM responsable del transporte del gen blanom-1 Y €l plasmido p06-
1619-2 (pldsmido pPrY-like de circulacion exclusiva en P. rettgeri). El 12% de mapeo sobre
el plasmido que transporta NDM (p06-1619-NDM), se debi6 a una segunda copia de las
secuencias de insercion 1S6368 e IS5 en el segundo plasmido (p06-1619-2) que hacen
parte de la secuencia nativa de este pladsmido; es decir, no hacen parte de un nuevo evento

de movilizacion de estas dos secuencias de insercién. En tanto que, la cepa B221::Tn6368
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present6 una cobertura de 40% con una identidad de 99.8% contra el plasmido p06-1619-
NDM. Esta porcion de p06-1619-NDM que mapeo en la cepa B221::Tn6368 estaba
asociada a la secuencia nucleotidica del elemento genético movil, el transposén Tn6368
(Figura 4-9 A), ya que se evidencio la presencia de todas las estructuras de interés como
lo son las secuencias de insercion IS6368, IS5, 1S26, asi como los modulos de los sistemas
TA, los operones parDE y relEB.

Adicionalmente, los analisis de los ensamblajes de las cepas P. rettgeri B221ATn6368 y
B221::Tn6368 contra el plasmido p06-1619-2 (plasmido perteneciente a la familia pPrY-
like [35]) de P. rettgeri B221 mostraron que ambas cepas (B221ATn6368 y B221::Tn6368)
presentaron una cobertura e identidad de 100% con el plasmido analizado y que mantenian
la regién conservada que codifica la maquinaria de conjugacion Tra-Pre [35] de P. rettgeri
(Figura 4-9 B). Estos resultados sugieren gue ambas cepas transportan el plasmido p06-
1619-2 a pesar del crecimiento continuo al que la cepa B221 fue sometida por 30 dias sin
presion selectiva, lo que expone la gran estabilidad de este pladsmido a pesar de no
transportar genes de resistencia. La estabilidad de este plasmido en las dos cepas
recuperadas, valida la estabilidad de este tipo de pladsmidos en P. rettgeri y su posible papel

en la diseminacién de la resistencia, como fue reportado por Marquez Ortiz A [35].

Indagando al respecto sobre la localizacién de la secuencia nucleotidica que mapeo con
el plasmido p06-1619-NDM, se evidencié que dicha secuencia estaba presente en un Unico
contig (se generaron siete contigs). Teniendo en cuenta que la técnica de secuenciacion
utilizada (PacBio) parte de fragmentos de alto peso molecular (>10 Kbp) y qué basados en
la experiencia previa en el laboratorio, no es frecuente encontrar en los ensamblajes
derivados de esta técnica, contigs de bajo peso molecular (22283 pb), se evalu6é una
posible duplicaciéon de una secuencia preensamblada en otra estructura, encontrando que
no pertenecia nia ADN cromosomal o plasmidico al realizar la gendmica comparativa entre
el cromosoma y los plasmidos de P. rettgeri B221 (p06-1619-NDM y p06-1619-2). Este
resultado fue interesante, dado que la hipétesis de la que se partié es que el transposén
Tn6368 se movilizé a cromosoma o al plasmido p06-1619-2; sin embargo, al realizar el
mapeo de las secuencias, no fue asi. Este resultado sugiere que dicho contig corresponde

a una estructura independiente, y que podria tratarse de un elemento genético mévil que
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no est4 asociado ni a cromosoma ni al plasmido p06-1619-2 en la cepa P. rettgeri
B221::Tn6368.
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Figura 4-9. Comparacién pareada del ensamblaje del genoma de las cepas de Providencia
rettgeri B221ATn6368 y B221::Tn6368 contra los plasmidos A. p06-1616-NDM y B. p06-1619-
2 de la cepa P. rettgeri B221. El circulo negro corresponde al plasmido de referencia respectivo

incluido como control interno.
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4.2.4 Movilizacion de la secuencia de insercion 1S6368 a

cromosoma en la cepa Providencia rettgeri B221::Tn6368

La secuencia de insercion 1S6368 putativa corresponde a un elemento que se presenta
como dos copias idénticas flanqueando el transposén compuesto Tn6368 en el plasmido
p06-1619-NDM, como una Unica copia en el plasmido p06-1619-2 y como una secuencia
ausente en el cromosoma de P. rettgeri B221 (cepa nativa). Sin embargo, el analisis por
gendmica comparativa de los cromosomas de la cepa nativa (B221) y de una de las cepas
sin fenotipo de resistencia (B221::Tn6368) mostrd la movilizacién de la secuencia de
insercién 1S6368 al cromosoma de esta Ultima cepa. Los resultados muestran que la
secuencia de insercion 1S6368 se movilizé6 de manera completa (identidad nucleotidica
100%), con todos los genes implicados en la transposicion (genes tnpM, tnpR, tnpA) al
cromosoma de la cepa B221::Tn6368 en una regiéon no esencial del cromosoma, debido a
gue no truncé ningln gen de interés (Figura 4-10); adicionalmente, corriente arriba y abajo
de la insercion de la secuencia de insercién 1S6368 se observé la duplicacion de una
secuencia de nueve pb (5-CTTATACGT-3), que corresponde a las huellas genéticas que
muestran el evento de transposicion. Finalmente, la evidencia de la movilizacion de la
secuencia de insercién a cromosoma muestra que la IS6368 es una elemento genético

movil (EGM) funcional y ya no putativo como se indicé anteriormente [35].

B221 - Cromosoma
(2233012..2267221 pb)

B8221::Tn6368 - Cromosoma
(639246..673320 pb)

e | I?F‘- L S

po6-1619npm

(137555 ph)
156368 Teeres 1£ ITOO%

r Repetido directo: CTTATACGT

Figura 4-10. Inserciéon cromosomal en la cepa Providencia rettgeri B221::Tn6368 de la
secuencia de insercién I1S6368. La 1S6368 (morado) se movilizé6 a cromosoma sin truncar ningun
gen de interés en la cepa P. rettgeri B221::Tn6368. La secuencia de insercidn se corresponde a la
movilizada en el plasmido p06-1619-NDM que contiene todos los genes implicados en la
transposicion (tnpA, tnpR, tnpM). Las barras grises y rojas (secuencias invertidas) entre cada

secuencia corresponden a regiones con >98% de identidad nucleotidica.
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4.2.5 Unidad translocativa TU6368

El analisis de gendmica comparativa entre el genoma completo de la cepa P. rettgeri
B221::Tn6368 contra la cepa P. rettgeri B221 (cepa nativa), permitié identificar una
secuencia presente en un Unico contig (se generaron siete contigs) que no pertenecia ni a
cromosoma ni al plasmido p06-1619-2 transportado por la cepa B221::Tn6368. Este Unico
contig (contig seis) con un tamafio de 22283 pb present6 extremos repetidos (caracteristica
distintiva de estructuras circulares completamente secuenciadas [124, 127]), lo que
permitié realizar su circularizaciéon (Figura 4-11) eliminando una porcién de cada extremo
repetido, de tal manera que se minimizara la cantidad de falsos marcos de lectura

truncados, obteniéndose asi una estructura de 19301 pb.
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Figura 4-11. Zona de “circularizacion” la unidad translocativa TU6368 de Providencia rettgeri

B221::Tn6368. Se ilustra la visualizacion en Artemis Comparison Tool (ACT) del alineamiento
pareado por BLASTn en los extremos del contig seis correspondiente a la unidad translocativa
TU6368 del genoma de P. rettgeri B221::Tn6368. El recuadro amarillo representa la zona repetida,
la zona naranja muestra la regién de ADN que fue removida posterior al procedimiento y la linea

punteada es la zona de corte seleccionada para la respectiva circularizacién manual.

Debido a que los puntos de inicio de las secuencias son arbitrariamente asignados en el
proceso de ensamblaje, la posicién de inicio de la secuencia fue reacomodada usando tres

puntos de origen diferentes, el gen repA, la secuencia de insercion IS26 truncada y el gen
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parD (Figura 4-12). Estos resultados mostraron que al realizar la circularizacién de este
Gnico contig (contig seis), no hay cambios en el patrén de mapeo, en la profundidad ni
cobertura de las lecturas, lo que valida la caracteristica circular del contig obtenido. El
punto de inicio que se decidié dejar para este contig circularizado fue el gen repA, para
facilitar los analisis de genémica comparativa, dado que este gen corresponde al primer
gen corriente abajo de la secuencia de insercion 1IS6368 del transposén compuesto Tn6368
en el plasmido p06-1619-NDM.
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Figura 4-12. Mapeo de la unidad translocativa TU6368 con distintos puntos de inicio. Se
muestran los marcos abiertos de lectura de los genes de la unidad translocativa TU6368 con
distintos puntos de inicio A. gen repA, B. secuencia de insercion 1S26 truncada y C. gen parD y el

mapeo de las lecturas con respecto a cada punto de inicio.

Una vez decidido el punto de inicio del contig seis, los resultados de la circularizacion
mostraron que se obtuvo una estructura de 19301 pb (Figura 4-13) con una identidad
nucleotidica >94% sobre la secuencia del plasmido p06-1619-NDM. La estructura
nucleotidica correspondiente al contig seis conserva los sistemas toxina-antitoxina, los
operones parDE y relEB, el gen repA y las secuencias de insercion 1S5, 1S26 y una Unica
copia de la secuencia de insercidon 1S6368; sin embargo, las secuencias de insercion 1S26
e 1S6368 estdn truncadas en comparacion con las del plasmido p06-1619-NDM.
Adicionalmente, presenta el gen virB4 (que hace parte del sistema de secrecion tipo 1V)
truncado y en una posicion diferente a la original (corriente abajo de la 1S6368 en el
plasmido p06-1619-NDM). En el plasmido p06-1619-NDM, el gen virB4 no forma parte del

transposon compuesto Tn6368, sino que se localiza corriente abajo de este elemento
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genético movil; sin embargo, en el contig seis, el gen virB4 estd localizado entre la
secuencia de insercion 1S26 e 1S6368 (Figura 4-13), resultado que llama la atencion y que
posiblemente podria deberse a algin evento genético que genero la estructura circular del
contig seis a partir el transposdn compuesto Tn6368.
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Figura 4-13. Estructura de la unidad translocativa TU6368. Se muestran los marcos abiertos de
lectura de los genes de la unidad translocativa. Las secuencias de insercion 1S26 (lacre) e 1S6368
(morado) se observan truncadas. Los operones de los sistemas TA, parDE y relEB se corresponden
a los del plasmido p06-1619-NDM. Las barras grises y rojas (secuencias invertidas) entre cada

secuencia corresponden a regiones con >94% de identidad nucleotidica.

La caracteristica circular del contig seis, la presencia de una Unica copia de la secuencia
de insercién 1S6368, la presencia del gen virB4 y la posible formacién de esta estructura a
partir del transposén compuesto Tn6368, llevé a que se realicé una busqueda de posibles
elementos genéticos moviles que presenten alguna de las caracteristicas mencionadas.
Indagando a qué tipo de estructura circular pertenece este contig, se encontré informacion
reciente acerca de nueva familia de elementos genéticos moviles denominados unidades
translocativas (TU, translocatable units) [132]. La unidad translocativa es un segmento de
ADN circular que lleva una sola copia de una secuencia de insercién (IS) junto con un
segmento de ADN flanqueante formado a partir un transposén compuesto, con capacidad
de cointegrarse al genoma y sin capacidad de replicacion [132, 133]. Considerando esta
informacion y comparando con las caracteristicas antes mencionadas del segmento de
ADN correspondiente al contig seis, se estableci6 que se trataba de una unidad
translocativa, la cual se denominé TU6368, misma que mantiene los dos sistemas TA,

parDE y relEB. Este resultado confirma lo obtenido anteriormente por técnicas
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moleculares, en la gue se daba la amplificacion de los genes de las antitoxinas parD y relB,

pero no del transposén Tn6368.

4.3 Discusion

La estabilidad plasmidica asociada al transporte de pldsmidos con mecanismos de
resistencia es un factor importante para la diseminacion y adaptacion de patdgenos
oportunistas clinicamente significativos que estan emergiendo rapidamente, como los es
Providencia rettgeri, un patdégeno poco estudiado con alta resistencia a los antibiéticos [62].
En este capitulo se explord la estabilidad del pldsmido p06-1619-NDM (plasmido de la
familia pPNDM-BJO01-like) de P. rettgeri B221 en presencia del plasmido recombinante pBC
SK-AT productor de los transcritos de las antitoxinas recombinantes ParD-His y RelB-
FLAG. Los resultados mostraron que el plasmido p06-1619-NDM fue altamente estable en
P. rettgeri aun en presencia del plasmido recombinante (pBC SK-AT), resultado que
confirma lo reportado por Marquez-Ortiz A [35] sobre la estabilidad del plasmido p06-1619-
NDM en P. rettgeri.

A pesar de la estabilidad del plasmido p06-1619-NDM en P. rettgeri (cepa B221-AT), uno
de los resultados mas interesantes fue la menor estabilidad de este plasmido en una de
las réplicas de la muestra B221 (cepa nativa). En el presente estudio se recuperaron dos
cepas sin fenotipo de resistencia a antibiéticos B-lactamicos (eliminacion del gen blanpwm-1),
B221ATn6368 y B221::Tn6368, las cuales fueron curadas del plasmido NDM positivo, pero
transportaban el plasmido p06-1619-2 (pPrY-like), el cual presentd gran estabilidad en las
cepas recuperadas. La pérdida del plasmido p06-1619-NDM en las cepas anteriormente
mencionadas es posible que se haya dado por eventos genéticos al azar que ocurrieron
en el laboratorio y que no pudieron controlarse a pesar de trabajar bajo las mismas
condiciones. Si bien hay seis réplicas experimentales de la estabilidad del plasmido p06-
1619-NDM (cuatro mostradas en el presente trabajo y dos provenientes de los ensayos
realizados por Marquez Ortiz A [35]), cuatro de ellas exhiben alta estabilidad y dos baja
estabilidad; las dos réplicas experimentales que mostraron baja estabilidad se
desarrollaron de manera paralela. Teniendo en cuenta que en todas las réplicas
experimentales se buscé mantener al maximo las mismas condiciones, es posible que la

pérdida del plasmido se haya favorecido por factores ambientales como la temperatura o
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las épocas del afio en las que se desarrollaron los experimentos. La temperatura juega un
papel crucial en estos estudios, y aunque las cepas se mantenian constantemente a 37
°C, en los periodos cortos de tiempo en los que se realizaban los pases continuos, los
cultivos permanecian a temperatura ambiente. Es posible que esos cambios de
temperatura hayan desencadenado cambios genéticos al azar que concluyeron en la

pérdida del plasmido.

En la cepa B221::Tn6368, la menor estabilidad del plasmido p06-1619-NDM es posible
gue esté asociada con los sistemas de muerte post-segregacional o sistemas TA, debido
a la formaciéon un elemento genético mévil nuevo, la unidad translocativa TU6368 que
conservo los dos sistemas TA (parDE y relEB) que anteriormente estaban en el transposén
compuesto Tn6368 movilizado por el plasmido p06-1619-NDM. La presencia de estos dos
sistemas en una nueva estructura genética con capacidad de replicacion auténoma (por la
presencia del gen repA), posiblemente desencadené la menor estabilidad del plasmido
NDM positivo (p06-1619-NDM) en la cepa estudiada (B221::Tn6368), ya que estructuras
genéticas grandes pueden generar un costo 0 una carga metabdlica alta a la bacteria
hospedadora que los moviliza, por lo que sin presion selectiva (ausencia de antibiotico) o
con su regulaciéon presente en otra estructura mas pequefia, es posible que se diera la

pérdida del plasmido.

Como se indic6 anteriormente, la unidad translocativa es un segmento de ADN circular que
presenta una sola copia de una secuencia de insercion y que se forma a partir de un
transposon compuesto [132, 133], por tanto, es posible que la unidad translocativa TU6368
en la cepa B221::Tn6368 se haya formado a partir del transposén compuesto Tn6368. Sin
embargo, Harmer y colaboradores [132, 133] indican que para la formacién de una unidad
translocativa a partir de un transposén compuesto, las dos secuencias de insercion deben
estar en orientacion directa. Si observamos la orientacion de las secuencias de insercion
IS6368 en el transpos6n compuesto Tn6368 presente en el plasmido p06-1619-NDM
(Figura 4-13), se aprecia que las secuencias de insercion 1S6368 estan en orientacion
indirecta, por lo que, necesariamente previa a la formacion de la unidad translocativa se
debi6é dar una transposicion que generard la orientacion directa de las secuencias de
insercion 1S6368. Entonces para la formacion de la unidad translocativa TU6368, es
posible que primero se haya dado un mecanismo de transposicion intramolecular en trans

por parte de la secuencia de insercion IS26 hacia un sitio de reconocimiento corriente abajo
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de 1a 1S6368 (Figura 4-14) ya que el ADN entre la secuencia de insercion y el sitio objetivo
se invierte, y adicionalmente puede causar la eliminacion de la secuencia inmediatamente
adyacente a uno de sus extremos [134, 135], lo que se relaciona con lo ocurrido en la
unidad translocativa TU6368, en la cual, se dio la transposicion de la 1S26 hacia un gen
corriente abajo de la 1S6368, lo que generd una reorientacion del segmento de ADN
comprendido entre las dos secuencias de insercion 1S26, especificamente de la secuencia
de insercion 1S6368 y del gen virB4 que anteriormente no formaba parte del transposén
compuesto Tn6368 con la pérdida de una proteina hipotética que formaba parte del
transposon compuesto Tn6368 (Figura 4-13).

repA parDE
186368
Transposicion
Intramolecular en 1526
IEB
trans de la 1S26 B4 re
1S26 136368 relEB Is26 vire® 56368
relEB virB4 1526 / TU6368
parDE -E “y'\ @
repA

Resolucion basada
@ en 156368

156368 1526

\ blaypy.1 @

Figura 4-14. Posible explicaciéon de la formacion de la unidad translocativa TU6368.
Inicialmente se dio una transposiciéon intramolecular de la secuencia de insercion 1S26 (1) que
generd una orientacion directa de las secuencias de insercion 1S6368, a partir de las cuales se dio
la formacion de la formacién de la unidad translocativa TU6368 con la presencia del gen repay los
operones parDE y relEB, (2) seguido de un proceso de resolucién basada en la 1S6368 para el

remanente del plasmido p06-1619-NDM que conserva en gen de resistencia blanpm-1.

La transposicion intramolecular de la secuencia de insercion 1S26 permitid que las dos

secuencias de insercidon 1S6368 estuvieran en orientacion directa, y a partir de la cual
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seguidamente se dio la formacion de la unidad translocativa TU6368 conservando el gen
repA y los operones parDE y relEB (Figura 4-14). Tras la formacion de la TU6368, el
remanente plasmidico correspondiente al plasmido p06-1619-NDM sin transposon
Tn6368, es posible que haya sufrido un proceso de resolucion basada en la Unica copia
de la secuencia de insercion 1S6368 (Figura 4-14) que quedo después de la formacion de
la TU6368 y, en medio sin presion selectiva, como fue el caso de las condiciones que se
manejaron en la curva de estabilidad, es posible que la bacteria lo haya eliminado debido
a la posible carga metabdlica que genera; lo cual, corroboraria los resultados
microbioldgicos, moleculares y de secuenciacién, en los que no hay deteccion del plasmido

p06-1619-NDM y por tanto, del gen de resistencia blanpm-1.

Las unidades translocativas puede co-integrarse de manera especifica adyacente a una
secuencia de insercion existente por medio de la transposasa que cataliza el movimiento
de la secuencia de insercion a un nuevo sitio [134]; sin embargo, en la TU6368 los genes
correspondiente a la transposasa Tnp6368 y Tnp26 estan truncados, lo que posiblemente
no permitio la integracion de la unidad translocativa al cromosoma o al plasmido p06-1619-
2 que presentan secuencias de insercion 1S6368 y/o 1S26. La informacion con respecto a
la estabilidad de las unidades translocativas sugiere que estos elementos genéticos
moviles son segmentos intermedios que con el paso del tiempo pueden ser eliminadas por
su incapacidad de replicacion de no arrastrar un replicén en el proceso [134]; sin embargo,
la TU6368 es posible que constituya un segmento mas estable debido a la presencia del
gen de replicacion repA que codifica para la proteina iniciadora de replicacion RepA [136],
lo que posiblemente permiti6 su identificacion, siendo este el primer reporte de una unidad
translocativa asociada a 1S6368 obtenida experimentalmente en un aislamiento clinico; ya
gue hasta la fecha, la generaciéon de TU se han dado en cepas de referencia y han sido

creadas bajo técnicas de biologia molecular [134].

Adicionalmente, en la cepa B221::Tn6368 se dio la incorporacién de la secuencia de
insercion 1S6368 a nivel cromosomal, lo que demuestra que esta secuencia de insercion
ya no es una secuencia putativa, sino funcional. Es posible que la transposicion de la
IS6368 a cromosoma haya sido por un mecanismo replicativo, ya que se generé una
duplicacion del sitio blanco de insercion (TSD, target site duplication) de nueve pares de
bases 5’-CTTATACGT-3’, que en el cromosoma de la cepa B221::Tn6368 se encuentra
duplicada antes y después de la 1S6368.



86 Participacion de los sistemas de muerte post-segregacional en la estabilidad de la

resistencia a carbapenémicos en Enterobacterias

En este estudio también se pudo obtener una cepa (B221ATn6368) curada del plasmido
p06-1619-NDM, pero sin la presencia de la unidad translocativa TU6368 y sin la
incorporacion de la secuencia de insercion 1S6368 a nivel cromosomal; sin embargo, en el
andlisis de recuperacion de las cepas sin fenotipo de resistencia, este tipo de cepa fue la
mas predominante, se recuperd en 80% de las cepas evaluadas con respecto a la cepa
B221::Tn6368 (cepa con insercion de 1S6368 a nivel cromosomal y presencia de la unidad
translocativa TU6368). Estos resultados sugieren que en una misma poblacion bacteriana
sucedieron varios eventos genéticos espontaneos que desencadenaron una baja
estabilidad del plasmido p06-1619-NDM en P. rettgeri. En el presente estudio, se sugiere
gue inicialmente en una poblacién bacteriana de P. rettgeri B221 se dio la formacion de la
unidad translocativa TU6368 y seguidamente la movilizacion de la secuencia de insercion
1IS6368 a cromosoma en una fraccion de la poblacion bacteriana. La presencia de la unidad
translocativa con los operones de los sistemas TA parDE y relEB parece haber jugado un
papel clave en la pérdida de la estabilidad del plasmido p06-1619-NDM por la presencia
de dichos sistemas en una estructura de menor tamafio que de manera nativa y fisiolégica
podian contrarrestar los efectos téxicos de la toxina por la presencia y regulacién de los
operones parDE y relEB. Aunque se desconoce la estabilidad de la unidad translocativa
TUGB368 en P. rettgeri, es posible que no sea muy estable, debido a que se recuper6 en
tan solo un 20% de las cepas evaluadas y que se pueda perder bajo condiciones de cultivo
continuo, dando lugar a cepas con ausencia de esta unidad como la cepa B221ATn6368.
Adicionalmente, es posible que una pequefia fraccién de la poblacién bacteriana haya
conservado las caracteristicas de la cepa original; es decir, la presencia del plasmido p06-
1619-NDM vy con esto, la presencia del gen blanow-1, Ya que sSe recuperaron cepas
resistentes a ceftazidime, lo que sugiere que en una misma poblaciéon bacteriana se

encontraban cepas sensibles y resistentes a antibidticos B-lactdmicos (Figura 4-15).
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Figura 4-15. Posibles eventos genéticos para la obtencién de cepas sin fenotipo de
resistencia a carbapenémicos. En una etapa inicial posiblemente se dio la formacién de la unidad
translocativa TU6368 en la poblacidon bacteriana (A, B) y seguidamente la movilizacién de la
secuencia de insercion 1IS6368 a cromosoma en una fraccion de la poblacion bacteriana (B). La
presencia de la unidad translocativa con los operones de los sistemas TA (parDE, relEB)
posiblemente desencadend la pérdida del plasmido p06-1619-NDM, y con ello del gen de resistencia
a antibidticos B-lactamicos (blanom-1) (A,B). Una baja estabilidad de la unidad translocativa,
posiblemente permiti6é su eliminacion (A, B), dando lugar a cepas libres del plasmido NDM positivo
y de la unidad translocativa. Una fraccion de la poblacién bacteriana posiblemente permanecio sin
cambios genéticos espontaneos, conservando las caracteristicas de la cepa original (resistencia a
B-lactamicos) vy el plasmido p06-1619-NDM (C).






5. Conclusiones y recomendaciones
5.1 Conclusiones

Fue posible disefiar un plasmido con los genes de las antitoxinas parD y relB y se pudo
demostrar la transcripcion del constructo; sin embargo, no fue posible demostrar la
produccién de las proteinas quiméricas recombinantes, lo que sugiere una baja estabilidad,

0 baja produccién de estas proteinas en enterobacterias.

El plasmido p06-1619 NDM present6 una gran estabilidad en la poblacién bacteriana,
independientemente de la presencia de otro plasmido (pBC SK-AT) productor de los
transcritos de las antitoxinas ParD y RelB de los sistemas de muerte post-segregacional
del plasmido p06-1619-NDM. Es posible que la estabilidad del plasmido p06-1619-NDM,

no dependa Unicamente de los sistemas TA.

Fue posible curar la cepa de P. rettgeri del plasmido p06-1619-NDM vy, por tanto, obtener
cepas sin fenotipo de resistencia a antibiéticos B-lactamicos (ausencia del gen blanpm-1).
Las diferencias entre cepas curadas del plasmido NDM positivo, posiblemente
corresponden a eventos genéticos espontaneos asociados a elementos genéticos moviles

(secuencias de insercion).

Aunque no se pudo demostrar de manera directa la participacion de los sistemas de muerte
post-segregacional o sistemas TA en la estabilidad del plasmido p06-1619-NDM
transportador del gen de resistencia blanom-1 por la expresion exdégena de las antitoxinas
ParD y RelB, la presencia de la unidad translocativa TU6368 transportando los operones
parDE y relEB en una de las cepas recuperadas sin fenotipo de resistencia, sugirié su

participacion de manera indirecta en la estabilidad del plasmido NDM positivo en P. rettgeri.
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La secuencia de insercién 1S6368 que forma parte del transposén compuesto Tn6368
movilizado en el pldsmido p06-1619-NDM, es una secuencia funcional, dado que se dio su
transposicion a nivel cromosomal mediante un mecanismo replicativo por la generacion de

duplicados en el sitio blanco de insercién.

5.2 Recomendaciones

Se recomienda realizar un analisis poblacional de P. rettgeri B221 (cepa nativa) que
present6 menor estabilidad del plasmido p06-1619-NDM, con el fin de determinar en qué
dia se dieron los eventos genéticos espontdneos que desencadenaron la pérdida del
plasmido NDM positivo, puesto que la evidencia encontrada sugiere que se perdio entre el
dia 20 del crecimiento continuo; sin embargo, en el presente trabajo, Unicamente se evallo
el dia 30 de la curva de estabilidad plasmidica. Confirmar experimentalmente la presencia
de la unidad translocativa TU6368 en la poblacién bacteriana que presentd menor
estabilidad del plasmido p06-1619-NDM y evaluar su estabilidad. Adicionalmente, evaluar
por curvas de crecimiento el impacto asociado al trasporte del plasmido p06-1619-NDM en
otros géneros de la familia Enterobacteriaceae (Proteus spp., Providencia spp., Morganella
spp., Klebsiella spp., Citrobacter spp.) puede dar luces para entender el costo metabdlico
asociado al transporte de este plasmido y el entendimiento de su baja frecuencia de

circulacion en esta familia bacteriana.

Es importante recalcar que en este trabajo se obtuvieron dos cepas valiosas que no tienen
el pladsmido p06-1619-NDM, y que quedan disponibles para futuros trabajos en el

Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana.



A. Anexo: Secuenciacion
convencional de Sanger: plasmido
pBC SK-AT

Promotor lac Operador lac
5’ ..aggctttacactttatgcttccggctcgtatgttgtgtggaattgtgagecggataacaatt

Primer T3

tcacacaggaaacagctatgaccatgattacgccaagcgcgcaattaacecctcactaaagggaa

Sacl
caaaagctggagctcatggctcgtacaacaagtgtaacaatcggggctcaattggatgagttt

M A R T T S Vv T I G A Q L D E F

gtcaatcaactcatttcgtcaggaagatatggctcaacaagtgaagtcgttcgectctgectcecta
v N ¢ L I s s G R Y G s T S R VvV V R S A L

cgtttacttgaggtccaagaaaagcaaacagcagcattgaagatgttaattgatgcaggtgag
R L. L.BE VvV 0 E K 0 T A A L K M L I D A G E

caaagtggtgagtcgtcgttaacactccaagatatcgctaagaaagtgaagaacgctcataat
@ s G B S s L T L © D I A K K V K N A H N

His-Tag Xbal
gta_taatctagatgggtagcattaacctgcgtattgacgatgaa
V H H H H H H stop M G s I N L R I D D E

cttaaagcgcgttcttacgccgecgecttgaaaaaatgggcgtaactcecttcectgaagegettegt
L K A R S Y A A L E K M G V T P S E A L R

ctcatgctcgagtatatcgctgacaatgaacgcttgccgttcaaacagacactcctgagtgat
r »~» L ¥ vy I A DN E R L P F K O T L L S D

gaagatgctgaacttgtggagatagtgaaagaacggcttcgtaagcctaagccagtacgtgtyg
E D A E L V E I V K E R L R K P K P V R V
FLAG-Tag EcoRlI

acgctggatgaactc_tgaattcgatatcaagcttatcga

T L D E L D Y K D D D D K stop
Primer T7

taccgtcgacctcgagggggggcccggtacccaattcgcectatagtgagtegtattacgegeg

ctcactgge..3’
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Figura Anexo A. Secuencia nucleotidica y traduccion a aminoacidos de los genes de las
antitoxinas recombinantes parD y relB clonadas en el plasmido pBC SK (+). Las posiciones de
los primers empleados para de la identificacion de la secuencia de los genes se observan resaltadas
con gris, los sitios de reconocimiento para las enzimas Sacl, Xbal y EcoRI se observan marcadas
de colores especificos. El promotor lac y el operador lac se observan resaltados en amarillo y celeste
respectivamente. El codén de inicio (ATG) del gen parD y relB se observan en un circulo verde y
naranja, respectivamente. La secuencia para las etiquetas de fusion His-Tag y FLAG-Tag estan

resaltadas en verde y oliva, respectivamente.
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