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Resumen

Salmonella typhi es una bacteria de importancia médica debido a que presenta resistencia a varios
antibioticos; sin embargo, se define como un hospedero pobre de plasmidos. Por otro lado, tenemos a
pHN32, un plasmido inestable que se desensambla en el hospedero. Se sabe que el estrés juega un papel
muy importante en las comunidades bacterianas, ya que puede dar lugar al estado de persistencia (estado
metabdlico latente) o activar mecanismos de protecciéon celular que a su vez genera mutaciones o
rearreglos que comprometen la estabilidad plasmidica. Entre los inductores de estrés menos
documentados se encuentran los pesticidas de los cuales se sabe, son capaces de inducir la seleccion de
colonias persistentes. Con base en lo anterior, como hipétesis se propone que, ante el estado de
persistencia inducido en S. typhi por metil paration, el plasmido pHN32 contenido en la bacteria, sufrira
modificaciones (rearreglos) reflejadas en variaciones fenotipicas, dando lugar a una pérdida en la

estabilidad de éste.

Metodologia: Se expuso a la cepa que contiene el plasmido con resistencia a tetraciclina y
estreptomicina, a diversas concentraciones de metil paration, en un intervalo y bajo condiciones
especificas. Posteriormente se realizd6 un conteo para determinar la supervivencia, y un test de
variaciones fenotipicas plasmidicas para indicar el estado de la estabilidad plasmidica. Finalmente, por
medio de un ensayo en medio Bochner, se corroboraron los resultados con las células portadoras del

plasmido.

Resultados: La concentracién minima inhibitoria de S. typhi respecto al metil paration es de 0.6127
mg/ml. Las bacterias que crecieron en medio sin selector, alcanzaron una D.O.¢00 = 0.4 a las 4h de
incubacion. La supervivencia bacteriana para 1x de la MIC equivale al 3% como valor mas alto y
0.000073% para 3x como valor mas bajo. Se observo que de 200 parches en medios NB, NBTc, NBSm y
NB con ambos selectores solamente uno de ellos se perdié. Finalmente se realizd una contra seleccion en

medio Bochner encontrando la presencia de células TcR para la cepa estudiada.

Conclusiones: La concentracion minima inhibitoria es diferente en Salmonella typhimurium y S. typhi.
Las bacterias que se encuentran en medio selectivo tuvieron un crecimiento mas lento con relacion al
crecimiento en medio sin selector. El porcentaje de supervivencia de las células es inversamente
proporcional, respecto a la concentracion del pesticida. Contrario a lo esperado, encontramos que

posterior a la exposicion al pesticida y al salir de un estado de persistencia, el plasmido se conserva



estable. En un medio de cultivo se aislé un mutante resistente a Tc y Sm, pero sensible a la accion
conjunta de ambos antibidticos; esto debido posiblemente a un conflicto de manejo energético que

implicarian ambos antibi6ticos.



1.1

1.

Introduccion

Los plasmidos

Las bacterias son organismos procariontes, que existen desde hace millones de afios. Pueden vivir en
condiciones extremas y proliferar ante agentes estresantes, en parte debido a la integracion de elementos
genéticos extra cromosomales, como los plasmidos. La mayoria de los plasmidos son, moléculas
circulares de DNA de doble hebra. Se encuentran como copias unicas o multiples, las cuales solo logran

replicarse dentro de la célula hospedera (Fig. 1) [1,2].

Durante el descubrimiento de los plasmidos en 1957, se observo que existe una relacion directa entre su
presencia en la célula y la resistencia a los antibidticos. Esto sugiere que la mayoria de los plasmidos
benefician a las bacterias, confiriéndoles resistencia a uno o mas antibidticos. Adicionalmente, esta
documentado que los plasmidos también presentan genes de resistencia a metales pesados e incluso a
productos quimicos industriales, tales como pesticidas, herbicidas o derivados del petréleo. Ademas de
proporcionar factores de virulencia o colonizacién, que necesitan las bacterias infecciosas para invadir a
su hospedero. Sin embargo, la introduccion del plasmido a la bacteria tiene un costo metabdlico y por
ende, puede provocar conflictos en el correcto funcionamiento celular [1].
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Figura. 1. Esquema representativo de una bacteria conteniendo plasmidos. El plasmido es material genético
extracromosomal, formado por DNA circular de doble hebra con multiples copias. Dentro del material
genético del plasmido se encuentran genes de resistencia, que pueden conferirles beneficios a las bacterias,
incluyendo la capacidad de crecer ante antibidticos, metales pesados y productos quimicos.



1.2

Plasmidos conjugativos

Una manera de clasificar a los plasmidos es por la capacidad que presentan de transferirse de una célula a
otra. Los plasmidos conjugativos son aquellos que codifican los elementos necesarios para la
transferencia de material genético entre células: 1) una secuencia que codifica el origen de la
transferencia (OriT); 2) una maquinaria de procesamiento de DNA, que incluye la relaxasa que corta y
se une al OriT; y 3) un sistema de secrecion de tipo IV (T4SS). A través de dichos elementos se
transfiere DNA y una proteina de acoplamiento; siendo la conexion entre los componentes intracelulares,
con el sistema de secrecion como lo son los genes de movilidad (MOB), asi como el pilus, encargado de

poner en contacto a la célula donadora con la receptora (Fig. 2) [3,4].

Durante la conjugacion el plasmido ingresa a la nueva célula como DNA monocatenario, produciendo
una activacion transitoria de la respuesta SOS. Esto es resultado de un mecanismo de proteccion ante el
estrés para reparar DNA dafiado, aumentando las tasas de mutacidn y recombinacion. La activacion del
grupo de genes SOS también da como resultado la inhibicion de la division celular. Dicha respuesta
puede durar varias generaciones, dando lugar a mutaciones cromosémicas compensatorias, mismas que
promueven la adaptacion del hospedero a su plasmido, disminuyendo el costo metabdlico del mismo
[5,6].

relaxasa
( proteina
Ooplndo;.a
T4CP
__
pilus
Célula donadora Célula receptora

Figura 2. Esquema de principales elementos de la conjugacion plasmidica. Se muestran dos células donadora
(izquierda) y receptora (derecha), mediadas por el pilus. También se muestra, el sitio OriT el cual codifica el
origen de la transferencia. Genes MOB, los cuales se encargan de la movilizacion. Relaxasa, proteina que
reconoce y corta el sitio OriT para “relajar” el superenrollamiento. Sistema de secrecion, el cual, entra en
contacto con la relaxasa, por la proteina acopladora (T4CP).



1.3

Factores para mantener la estabilidad plasmidica

La estabilidad plasmidica se define como el mantenimiento del pldsmido en la poblacion celular,
conservando y heredando sus caracteristicas fenotipicas. Por lo tanto se dice que un plasmido es inestable
si en una poblacion donde estan presentes, los miembros de ésta los van perdiendo. Se ha demostrado
que la estabilidad del plasmido esta influenciada por diversos factores, siendo la replicacion y la
segregacion esenciales para la misma. Uno de los procesos de replicacion mas frecuente, es la Ilamada
replicacién en circulo rodante. En ésta, a partir del sitio ORI se corta una hebra del DNA de doble hebra,
obteniendo dos regiones de una sola hebra. EI DNA se sintetiza comenzando por el final de la hebra rota,
mientras que la otra hebra circular se utiliza como plantilla y se rellena el espacio dejado por el corte de

la hebra inicial [1].

Otro factor importante para la estabilidad plasmidica es el nimero de copias de plasmidos en la célula.
Esto tiene implicaciones para el nivel de expresion génica y el costo energético del mismo para la célula
hospedera. Durante la replicacion plasmidica, se pueden producir multimeros, que son genomas de
plasmidos fusionados. Esto se debe a defectos en la terminacion de la replicacion o por recombinacion
homologa. Los plasmidos multiméricos implican una reduccion del nimero de copias, por lo tanto, es
una de las principales causas de inestabilidad. En consecuencia, muchos plasmidos contienen un sistema
activo de resolucién de multimeros (MRS, por sus siglas en inglés) que facilita la conversion de
multimeros en mondémeros. Para que los plasmidos se puedan heredar es necesario segregar copias de
estos durante la division celular. La segregacion de plasmidos con pocas copias normalmente se basa en
sistemas de particion activa (ParAB), el cual se encarga de distribuir las copias en las células hijas (Fig.
3). Otros factores que influyen en la segregacién son: 1) la adaptacién plasmido-hospedero; 2)
condiciones ambientales, como la temperatura; y 3) nutrientes en el medio o condiciones selectivas
[1,7,9].

Figura 3. La replicacién es crucial para la presencia del
pldsmido en la célula. Una falla en la replicaciéon conduce a la
/\ pérdida del pldsmido. La replicacién. puede ir acompafada de
/ | la formacién de multimeros. Al no realizar la resolucién de los
| mismos, puede conducir a la pérdida de plismidos. La
segregacion de plismidos en células hijas durante la divisién
celular puede verse facilitada por mecanismos de particién. La
;€3 ) / rticié L falla en la segregacién equitativa puede conducir a la pérdida
\ 7‘"‘ =i 3 - de pldsmidos (Modificado de Wein. T.. & Dagan. T. 2020)




1.4

Sistema toxina-antitoxina para mantener plasmidos

El sistema toxina-antitoxina (T-A, por sus siglas en inglés) es un mecanismo que llevan a cabo los
plasmidos para asegurar que la célula hospedera no los pierda. Consta de dos elementos importantes: una
toxina, la cual es letal para la célula, y un antidoto o antitoxina. La antitoxina generalmente se compone
de un dominio N-terminal que contiene sitios de dimerizacion y unién al DNA, ademas de un dominio C-
terminal esencial para la unién y neutralizacion de la toxina. EI dominio de unién al DNA de la
antitoxina, se une a la region promotora de su propio operdn y reprime su transcripcién, asegurando la
presencia del plasmido (Fig. 4). Las toxinas que pertenecen a los sistemas tipicos del sistema T-A
funcionan como RNasas que interfieren con la traduccion del RNA. Asi como con la replicacién del
DNA al interferir con la DNA girasa y la topoisomerasa 1V, ademéas de degradar el NAD+ e interferir
con el crecimiento bacteriano. Estudios recientes han demostrado que los sistemas T-A pueden mejorar
la estabilidad plasmidica. Por otra parte, se ha observado, que muchos plasmidos presentan dos 0 mas
sistemas diferentes para disminuir las posibilidades de que la célula sobreviva después de perderlos. Esto
podria relacionarse, ya que la expresion de algunos de sus genes ademas de neutralizar su propia toxina
en el sistema T-A, podrian influir en el correcto funcionamiento de la maquinaria celular, aportandole un

beneficio a la célula [1,10].
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Figura 4. Ilustracion del sistema T-A. Si la toxina y la antitoxina estan presentes en la célula, se puede
asegurar la supervivencia de la misma y el mantenimiento del plasmido. Ya que la toxina es mas estable que
la antitoxina, al perderse esta tiltima la bacteria detendra su crecimiento y morira.



1.5

Genes implicados en el mantenimiento del plasmido

Existen dos genes esenciales para mantener al plasmido estable en la célula hospedera, los genes
Particion (PAR). ParA codifica una ATPasa que proporciona la energia requerida para el movimiento
intracelular y la segregacion de los plasmidos, mientras que ParB codifica una proteina de union a DNA

que ensambla los plasmidos para dirigir su segregacion en las células hijas.

Se sugiere que las regiones PAR interaccionan con proteinas de la membrana externa bacteriana,
permitiendo que durante su division, los plasmidos se distribuyan equitativamente en las células hijas
(Fig. 5). Los sitios PAR se consideran anélogos a los centrobmeros, ya que también son los sitios de
ensamblaje de la maquinaria de segregacion [11,7].

Otros genes implicados en la estabilidad plasmidica son Hok/Sok, los cuales forman parte de un sistema
de muerte post-segregacional. Estos se basan en la inhibicion postranscripcional de la sintesis de
proteinas de toxinas, por parte del RNA antisentido. Hok codifica una proteina transmembranal toxica,
la cual provoca un rapido colapso del potencial de membrana y detiene la respiracion de la célula. La
expresion de Hok esta regulada postranscripcionalmente por el RNA antisentido Sok, mismo que es
complementario a la secuencia inicial o region lider del mMRNA de Hok [12].

Particion

Células hijas sin segregacion equitativa

Figura 5. Los genes PAR, son los encargados de llevara cabo el proceso de particionen la célula huésped. Al
codificar una ATPasa para permitir el movimiento v segregacién equitativa de los plasmidos. Permitiendo

que durante su division todas las células hijas los mantengan.



1.6

Estabilidad plasmidica en patdgenos de importancia clinica

El género Salmonella pertenece al grupo de bacterias gram-negativas causantes de diversas infecciones,
por lo que es considerado como patdgeno prioritario, debido a las variaciones genéticas que surgen
durante la infeccion del hospedero; asi como nuevos genes adquiridos a través de la transferencia
horizontal (Fig. 6). Esto ha permitido a Salmonella evolucionar su mecanismo de patogénesis para
adaptarse a multiples especies de vertebrados. Entre las adaptaciones evolutivas, se han encontrado
serotipos especificos de un hospedero como Salmonella enterica serovar Typhi (S. typhi), agente causal
de la fiebre tifoidea. Dicha enfermedad afecta predominantemente a nifios en edad escolar, especialmente
en los paises en vias de desarrollo. S. typhi ingresa al hospedero via oral, invadiendo y destruyendo
células del tejido linfoide de la mucosa intestinal, diseminandose a todos los 6rganos via sanguinea.
Aungue la fiebre tifoidea se puede tratar eficazmente con antibidticos, existe preocupacion por el elevado

numero de cepas resistentes a los antibidticos que se han aislado [13,14,15].

Hasta 1972 no se habia documentado la presencia de resistencia a antibi6ticos en cepas de S. typhi. Sin
embargo, tras una epidemia de fiebre tifoidea en 2004 se encontraron cepas resistentes a maultiples
antibioticos, a pesar de que la bacteria no porta genes de resistencia, es posible que la presencia de
plasmidos sea la causa de esta capacidad [16]. En un estudio al analizar diversos plasmidos, se encontrd
que la bacteria los perdia facilmente describiéndola como un hospedero pobre. A excepcion de pHN32,
un plasmido conjugativo resistente a tetraciclina y estreptomicina (TcR, SmF) el cual, a pesar de perder
resistencias al entrar a la bacteria, se segregd con un proceso cinético muy lento, abriendo una incognita
sobre la estabilidad del plasmido en la bacteria. Tomando en cuenta que la diseminacion mundial de
plasmidos que codifican resistencia a los antibi6ticos representa un problema urgente para la salud

humana y la sociedad.
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Figura 6. Representacion del genoma de S. nphi. Los
genes estan codificados por colores segin su funcién: azul
oscuro, patogenicidad/adaptacion: negro, metabolismo
energético: rojo, transferencia de informacion: verde
oscuro, membranas/estructuras  superficiales: cian,
degradaciéon de macromoléculas: parpura, degradacion de
moléculas pequeiias; amarillo, metabolismo
central/intermedio:  azul  claro. reguladores: rosa,
fago/elementos IS: naranja, conservado hipotético: verde
palido, funcién desconocida: marrén. pseudogenes
(Tomado de Parkhill ez al., 2001).



1.7

Estrés da como resultado mutaciones

El estrés implica la exposicion de las bacterias a un cambio ambiental que para compensar la nueva
situacion requiere de una respuesta, incluso transcripcional; El cambio en el ambiente puede incluir la
presencia de agentes toxicos en dosis subletales que producen un estado de incompatibilidad con las
funciones bioldgicas regulares. La exposicion a bajas concentraciones de agentes toxicos, tiene un efecto
estimulante para la transcripcion de genes unicos. Por otro lado, una dosis elevada puede provocar la
activacion de regulones completos, que forman parte de los mecanismos globales de respuesta al estrés.
Las bacterias pueden llegar a un estado de estrés por diversos motivos, principalmente ambientales
como: 1) la presencia de antibidticos u otras soluciones quimicas, 2) la composicion del medio de
cultivo, 3) los cambios de temperatura; y 4) las fluctuaciones de oxigeno, entre otros. Dichos factores
pueden elevar la tasa de mutacion y promover recombinacion entre secuencias, dando lugar a la

inestabilidad estructural del plasmido [17].

Como se mencioné anteriormente, ante un factor estresante que dafie al DNA, la célula da lugar a la
respuesta SOS, la cual contiende el dafio. Dicha respuesta es mediada por proteinas como RecA y LexA;
en ausencia de estrés, LexA actla como un represor de los genes de respuesta al dafio. En contraste,
como resultado de la induccion de estrés a la célula, se genera DNA monocatenario (SSDNA). RecA
detecta la acumulacién de ssDNA y se polimeriza para formar un filamento de nucleoproteina helicoidal,
mismo que transduce la sefial de estrés al regulador LexA, provocando una actividad latente de serina
proteasa dentro de LexA que conduce a su autoescision y degradacion. La escision de LexA provoca la
activacion del gen reprimido Pol-V, mismo que se replica, dando como resultado mutaciones (Fig. 7).
Los promotores de la respuesta SOS también participan en la aceleracion de intercambio genético,
ademas de promover vias de tolerancia como la formacion de biopeliculas [18,19].

Célula bacteriana

Activacion @ @
—

Rt Y Yoo iﬁ%/

/

Figura 7. Esquema de la respuesta SOS. Se produce estrés en la célula, dando lugar a dafio al DNA. Activando a RecA
tras la acumulacién de DNA monocatenario (ssDNA). Estos filamentos de DNA monocatenario RecA* facilitan la
reparacion de roturas de cadena, o reinician complejos de replicacion estancados. Sin embargo. los filamentos también
inducen la autoescision de la proteina represora transeripeional SOS, LexA. La escision de LexA provoca la activacion de
la expresion de la DNA Polimerasa V (PolV). Misma que se replica, dando como resultado mutaciones (Imagen
modificada de Cirz & Romesberg 2007).



1.8

Inductores de estrés en la bacteria y su repercusion en plasmidos

Por su propia naturaleza quimica, los antibidticos proporcionan una fuente de estrés para las bacterias.
Por lo tanto, muchos antibiéticos inducen mutagénesis. En varios estudios se demuestra una relacién
entre la resistencia a los antibidticos y el uso de biocidas (agentes quimicos destinados a contrarrestar y
controlar el desarrollo de cualquier organismo considerado nocivo para el ser humano). Los biocidas,
incluyendo pesticidas, son productos quimicos muy comunes no regulados, que se encuentran en
constante contacto con bacterias y a su vez con plasmidos. Se ha documentado que los pesticidas
promueven la transferencia horizontal de plasmidos resistentes a multiples farmacos. Lo anterior se debe
a que el estrés quimico aumenta la permeabilidad de la membrana celular, promoviendo la conjugacion
de plasmidos, ademés de la respuesta SOS que puede provocar dafios oxidativos en el DNA, en los
componentes celulares y en las membranas celulares; por lo tanto, se incrementa la frecuencia de

conjugacion [20,21,22].

El pesticida metil paration (Fig. 8) es un solido cristalino blanco, el cual es disuelto en una solucion de
xileno para su comercializacion. Es tdxico por inhalacién, ingestion y absorcién cutanea. Se utiliza como
insecticida, es del grupo quimico de los organofosforados y se encuentra en la categoria toxicolégica
Clase I, es decir extremadamente toxico. Su mecanismo de accion es la inhibicion de la
acetilcolinesterasa. Respecto a los antibidticos, se encuentra la tetraciclina (Tc) la cual actla inhibiendo
la biosintesis protéica a nivel de los ribosomas 70 y 80s, inhibiendo asi la traduccion al obstaculizar el
ingreso del MRNA al interior de la subunidad 30s del ribosoma. La Tc ingresa al interior de la célula por
difusion pasiva y transporte activo. EI mecanismo de resistencia bacteriana involucra las bombas de
expulsion y pérdida de la permeabilidad celular. Por otra, parte la estreptomicina (Sm) ejerce varios
efectos sobre las bacterias, ya que ademas de que inhibe la sintesis de proteinas, produce una lectura
erronea de la informacion del mRNA, determinando la incorporacion de algunos aminoacidos incorrectos
en la cadena peptidica. Los principales mecanismos de resistencia incluyen la alteracion del sitio blanco,

por mutacion de los genes de proteinas ribosomales [23, 24, 25, 26].

Rivera [25] realizO wuna busqueda de

S
resistencia cruzada entre antibioticos y Fhe i /O\p//
N ~\..__—CHs
I \_/ i
o S

plaguicidas, encontrando que el metil paration
CHy

(Fl g . 8) es uno de IOS com puestos méS téxlcos_ Figura 8. Estructuraquimica de metil paration (Acido fosforoditioico, O, O-dimetil O-(4-nitrofenil) éster).
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1.9

Persistencia

La persistencia bacteriana se caracteriza por un conjunto de variantes fenotipicas que suceden en una
subpoblacién pequefia de bacterias, las cuales son llamadas células persistentes. Estas células se forman
espontaneamente en respuesta a la exposicion a estrés, permitiéndoles sobrevivir. No obstante, sus
caracteristicas no son heredadas a su progenie a diferencia de la resistencia antimicrobiana que si es
heredable y causada por mutaciones genéticas. Otra caracteristica es su estado metabdlico latente con
funciones carentes o deprimidas, como el bajo nivel de produccién de ATP, entre otros. La union de
estas células persistentes mas células regulares, da lugar a un biofilm, el cual se define como una
comunidad de microorganismos que crecen embebidos en una matriz de exopolisacaridos. Los
antimicrobianos no pueden erradicarlos, ya que estan protegidas por un factor de inmunidad reanudando
su crecimiento después de retirar el tratamiento (Figura 10). Entre los mecanismos implicados en la
formacion de persistentes se encuentran los mddulos T-A, que activan la muerte celular programada en
respuesta al estrés, dafio al DNA y exposicion a los antibidticos, ademas de estar muy sobreexpresados
en las células persistentes. El sistema T-A encontrado en E. coli posee el gen HipA, el primer gen de
persistencia descrito in vitro el cual detiene la sintesis de DNA y RNA asi como proteinas que inhiben el
crecimiento celular, dicho gen es neutralizado por HipB. La respuesta SOS interviene en la produccion
de biofilms, ademas de contribuir a la reparacién del DNA pero también induce el desarrollo de médulos
T-A. Una de las principales toxinas responsables de la formacion de persistentes en respuesta SOS, es la
toxina TisB, la cual interrumpe la fuerza motriz protonica, conduciendo a la disminucion de los niveles

de ATP y, como consecuencia, la inactivacion celular (Fig. 9) [27].

S .
R estres

Figura 9. Modelo de toerancia bacteriana en biofilm,
donde se encuentra una poblacion formada por células
sensibles a los antibidticos (color rosa). las cuales pueden
ser erradicadas por el tratamiento con antibidtico, ademas
se encuentran células persistentes (color azul) originadas
y/o seleccionadas por el mismo tratamiento. las cuales

— Biofilm

Células persistentes

vuelven a crecer después de la disminucion de la
concentracion del antibidtico. La toxina TisB esta
presente en el modulo T-A y se expresa en respuesta al
dafio causado en el DNA por antibiéticos. que dafian al
DNA. lo que induce la respuesta SOS que regula su
reparacién y también causa la expresion de la toxina
TisB. lo que provoca una disminucion en la fuerza motriz
protonica y los niveles de ATP, llevando a la célula a un
estado persistente y tolerante a los antibiéticos (Suclupe-

Persistencia

Latencia Campos et al., 2020).

Tolerancia
a farmacos
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Planteamiento del problema

S. typhi es una bacteria de importancia médica descrita como un anfitrién asiduo de plasmidos. Sin
embargo, debido a la desestabilizacion de estos, ya que la maquinaria de esta bacteria genera deleciones
que implican la pérdida de informacion genética relevante para la estabilidad plasmidica, S. typhi pierde
los plasmidos con facilidad. Mendoza, et. al, [28] reportaron que S. typhi puede recibir plasmidos R de
otras enterobacterias, ademas de acumular estructuras diméricas, recordando, que las formas
monomeéricas permiten mayor estabilidad del plasmido en el huésped. En los plasmidos estudiados por el
grupo de Mendoza, la segregacion del marcador de resistencia a antibioticos, dependiente de RecA,

antecede a la pérdida del plasmido completo en dicha bacteria.

Sheppard [29] sugiere que los plasmidos son uno de los elementos mas peligrosos en el contexto de la
salud publica, al portar genes de resistencia a multiples antibioticos. Adicionalmente, la OMS prevé que
para 2050 no existan antibidticos suficientes para combatir a las bacterias multirresistentes. A pesar de
estos datos, hasta 2018 no existian moléculas terapéuticas disponibles que bloqueen el mantenimiento y
la propagacion de los plasmidos. Por lo tanto, estudiar y conocer sobre, la estabilidad y la transmision de
plasmidos tiene una gran relevancia, ya que dicho conocimiento, puede ayudar a desarrollar estrategias
de control novedosas y necesarias para contender con la multiresistencia a los antibidticos [29].

Por otra parte, se sabe que la exposicidén a metil paration, genera estrés bacteriano, el cual, podria activar
mecanismos de respuesta como la persistencia, similares a los que activan los antibiéticos [25,26]. Por lo
tanto, demostrar el comportamiento de los plasmidos y los efectos de la exposicion a factores estresantes
podria ayudar a comprender los mecanismos de estabilidad y segregacion de estos, lo cual se relaciona

con la propagacion de la resistencia a los antibiéticos mediada por plasmidos [22].
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V.

Hipdtesis

El estrés inducido por metil paration en S. typhi genera una respuesta de persistencia, por lo cual la

estabilidad del plasmido pHN32, contenido en la bacteria, sufrira alteraciones.

Objetivos

General

Determinar si la exposicion de S. typhi a metil paration modifica la estabilidad del plasmido pHN32.

Particulares

Evaluar el efecto del metil paration como factor de estrés en S. typhi.
Determinar si previo al estrés extremo por metil paration se modifica la estabilidad del plasmido pHN32.
Determinar si existe una variacion fenotipica del plasmido pHN32 en S.typh para asi evaluar si el

plasmido se desensambla.

13



V.

5.1

Material y métodos

Cepas, pesticida y plasmido utilizados en este trabajo

Tabla 1. Cepa bacteriana y plasmido utilizado

DESIGNACION GENOTIPO REFERENCIA

Cepa RC-1689 Plasmido de cepa clinica Mendoza et al.

S. typhi (1993)

Cepa RC-4 hisC10081::MudF(lacZ502::Tn10d- Cepa obtenida por el Dr. Rafael

Camacho Carranza.
S. typhimurium

Mendoza et al.

(1993)
Plasmido HN32 TcR SmR inestable en S. typhimuriur Mendoza et al.
Conjugativo (1993)

El pesticida metil paration se eligié con base en la toxicidad que se ha reportado, asi como en el indice de
letalidad, previo a la exposicion a bacterias, éste se encuentra en una solucion al 62.8%, en xileno. Fue
una donacién indirecta del laboratorio denominado BAYER CropScience®, obtenida por medio del

Instituto de Ciencias de la Atmosfera de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

El plasmido utilizado, identificado como pHN32 es conjugativo y ademas fue aislado de una cepa
mexicana, descrito por Mendoza-Medellin et al. (1993). Contiene los genes de resistencia a tetraciclina
(Tc) y a estreptomicina (Sm). Originalmente se encuentra en cepas de E. coli aisladas de pacientes no

relacionados.

Respecto a los antibidticos utilizados, ambos son de la marca Sigma-Aldrich. La tetraciclina se encuentra
como sal pura al 98.0% vy la estreptomicina como sal sulfatada. La concentracién de la Tc es 5 mg/ml y

la de la Sm es de 10 mg/ml con base en Sambrook [30].
14



5.2

5.3

Célculo de la concentracion minima inhibitoria

Respecto a la determinacion de la concentracién minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés), la
dosis y el tiempo de exposicion, se realizd con base en la Dosis Recomendada de Aplicacion (DRA) en
Rivera [25, 26] para S. typhimurium; donde la MIC se obtuvo en una incubacién de 30 minutos con el
pesticida. En este caso, se expuso a S. typhi a diversas concentraciones del pesticida, partiendo de una
solucion inicial de 0.4085mg/ml en incubacion constante, durante un intervalo de 30 minutos. Esto con la
finalidad de determinar el volumen del pesticida que previene el desarrollo visible de la cepa. En
seguida se realizd un overnight (o/n) partiendo de una concentracidn bacteriana de aproximadamente
1x10® UFC/ml a 37°C con agitacion a 150 rpm. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas en
solucion de NaCl al 0.85%, tomando 10ul del o/n, llevando a un volumen final de 1ml, buscando obtener
1x10° UFC/ml. Cada dilucion se sembro en medio Nutrient Broth (NB) solido, dejando en incubacion a

37°C, sin agitacion por 24 h.

Estandarizacion de la bacteria

Se recupero la cepa RC-1689 a partir de un tubo con DMSO, aislando en siembra por estria en medio
solido de NB no selectivo. Una vez que transcurrieron 24 h, a partir del aislado se incub6 18 h a una
temperatura de 37°C a 150 rpm en medio liquido NB con Tc como selector del plasmido. Se incubéd en
agitacion hasta que el cultivo alcanz6 una densidad dptica (DOsoo) de 0.4 lo cual equivale a ~1x108
UFC/ml.
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Figura 10. Esquema de metodologia para calcular la MIC (concentracién minima inhibitoria)



5.4

Induccion de estrés y caracterizacion fenotipica

A partir del cultivo estandarizado, se distribuyeron alicuotas de 1ml, con la finalidad de llevar a una
fuerza centrifuga relativa o fuerza g de 1816.75 g, por 10 minutos a 37°c en una microcentrifuga NuAire
Awel modelo MF20-R. Se decantd el sobrenadante y se adicion6 1ml de solucion de NaCl al 0.85%. Se
diluyo la pastilla de bacteria con ayuda de la punta estéril, procurando no generar turbulencia en el
medio. En seguida se tomaron 100ul de la solucion, exponiendo a estrés por pesticida metil paration, a
una concentracién 1x, 1.5x, 2.5x y 3x, aforando con NaCl al 0.85%, llevando a un volumen final de 1ml.
Se incubaron a 37°c en un intervalo de 2 horas a 150 rpm. Una vez que finalizo el tiempo de incubacion,
se centrifugd nuevamente con las mismas especificaciones, manteniendo el volumen final de 1ml. A
partir de estos tubos se realizaron diluciones seriadas, hasta tener aproximadamente 1x102 UFC/ml. Cada

dilucion se sembro en placas con medio NB sélido no selectivo y se incub6 durante 24 h (Fig. 10).

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se llevd a cabo conteo viable para cada caja;
posteriormente, se seleccionaron 200 colonias al azar, realizando un “master plate” en medio NB solido
sin selector. Incubando por 24 horas a 37°C. Transcurridas las 24 horas, se realizd “replica printing”
(R.P.) partiendo de una placa con medio no selectivo (NB). Finalmente, se repiti6 el patron en medio
selectivo NB con tetraciclina (NBTc), NB con estreptomicina (NBSm) y NB con ambos antibioticos
(NBTcSm) (Fig.11 y anexo 1).
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5.5

5.6

Contra seleccién a la resistencia a tetraciclina

Para verificar si las células contenian el plasmido y si la supervivencia se mantenia o se perdia, se realizé
un ensayo de Bochner. Dicha técnica se basa en que las células resistentes a la Tc son hipersensibles a
los agentes quelantes lipofilos, como el acido fusarico [50]. Se sabe que la expresion de genes de
resistencia a la Tc produce alteraciones en la membrana de la célula hospedera, lo cual interfiere con su
permeabilidad, confiriéndole resistencia a la misma. Asi, un quelante lipofilo (&cido fusarico o acido
quinaldico) en un medio especifico se encarga de la inhibicidn selectiva de las células TcR; se realiz6 un
experimento de contra seleccion, con ayuda de medio Bochner. Se recuperaron las cepas RC-1689 y RC-
4 en medio NB solido sin selector. Se realiz6 un o/n en 5 mL de NB liquido méas Tc para RC-1689 y NB
sin antibiotico para RC-4. Reiniciamos el cultivo hasta alcanzar una DOeoo de 0.4, equivalente a ~1x108
UFC/ml. Se centrifugd a 1816.75 g a 37°C por 10 min, se decantd el sobrenadante para después
adicionar NaCl al 0.85% al boton y llevar al volumen final de 1 mL. Posteriormente se incub6 por 2 h a
37°C y una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se centrifugd nuevamente. Se decant6 y desechd el
sobrenadante y se adiciond0 NaCl a 0.85%, llevando a 1mL. Finalmente, se realizaron diluciones
seriadas, sembrando cada una en medio Bochner e incubando por 24 y 72 h. A término se realiz6 un
conteo de viabilidad para calcular el indice de pérdida de resistencia a tetraciclina, contenida en el

plasmido.

Analisis de datos

Los valores obtenidos se registraron en Microsoft Office Excel 2007. Se utiliz6 de igual manera el

programa GraphPad Prism 8 para elaborar graficas y ChemDraw Professional 17.0 para elaborar figuras.
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VI.

6.1

Resultados

Concentracion minima inhibitoria de S. typhi

La concentracion minima inhibitoria (MIC) para S. typhi es de 0.6127 mg/ml de metil paration.
Recordando que la MIC es la concentracion mas baja de una solucion que inhibe el crecimiento de las
bacterias, se tom6 como referencia para determinar las siguientes concentraciones a las cuales se expuso
la cepa (Tabla 2). Debido a que se utilizd6 como referencia la metodologia de la MIC para Salmonella
entérica (Tabla 3), se realiz6 una comparacion entre las concentraciones para ambas. En el Anexo 2 se

encuentra informacién adicional.

Tabla 2. Concentracién minima inhibitoria de metil paratién que inhibe el crecimiento de Salmonella
typhi

0.6127
0.9190
1.2253
1.5316
1.8379

Tabla 3. Concentracion minima inhibitoria de metil paration que inhibe el crecimiento de Salmonella
enterica

0.4085
0.6127
0.8169
1.0211
1.2253



6.2  Crecimiento comparativo en presencia de antibiotico

Se observo que a las 4.5 h la bacteria alcanza la DOgoo de 0.4, lo cual indica que a partir de este tiempo
en el medio hay ~1x108 UFC/ml. Esto es una referencia para conocer la concentracion bacteriana inicial
de la que se partd, asi como el numero aproximado de bacterias contenidas por mililitro previo a la
exposicion al agente de estrés. Al comparar el incremento de la DOsoo a l0 largo del tiempo, se observo
que en un medio sin antibi6tico se alcanza la densidad dptica esperada antes que en un medio con
antibiético (Fig. 12).

Curva de crecimiento de la cepa S. fyphi previo a exposicion

0.45

0.4 Dh, 04 .ﬁi:'u antibidtice
0.35 o ansibsditicn
0.3
0.0, 0.27
§ 0.25

o
a 02

0.1

0.05

Tiempo (horas)

Figura 12. Curvas de crecimiento de la cepa S. fyphi en medio NB selectivo (Tc) v no selectivo.
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6.3

Ensayo de tasa de supervivencia por medio de induccion a estrés por exposicion al metil

paration

Con la finalidad de conocer las tazas de de supervivencia, posterior al estrés por exposicion a metil
paration, se determiné la viabilidad por contabilidad de colonias en diferentes diluciones de los cultivos
expuestos y su control. Se encontrd6 que todas las concentraciones disminuyen el porcentaje de
supervivencia respecto al control, siendo la de 3x la que mostro el principal descenso. Se tomé en cuenta
la exposicion a DMSO por dafio del disolvente del metilparation. Se observé que el DMSO afecta la

supervivencia pero en niveles menores comparado con los del compuesto activo (Fig. 13).

Relacion entre tasa de viabilidad y tratamiento

0.00% -

0.01% -

0.10% -

1.00% -

Taza de viabilidad/Control

10.00% -

Co
100.00% =

Figura 13. Se muestra el porcentaje de las colonias obtenidas posterior a la exposicion a estrés por metil paration,
considerando como referencia el control (C) que equivale a las células sin exposicidn al pesticida, (1x) que es la MIC para S.
typhi asi como 1.5x, 2x, 2.5x y 3x que esquivale al nimero de veces de la MIC (se detalla en la Tabla 2). Se compara el
porcentaje de supervivencia respecto al control versus el tratamiento empleado.

22



6.4

Estabilidad fenotipica del plasmido

Una vez que se llevo a cabo el conteo viable, se realizaron cuatro master plate de 50 parches cada una,
con un total de 200 colonias, en medio NB, NB con tetraciclina (NBTc), NB con estreptomicina (NBSm)
y NB con ambos antibidticos NBTcSm. Después de 24 h se realizaron sellos de Lederberg, con la
finalidad de observar si se conservaba el plasmido, se desensamblaba o se perdia totalmente, dadas sus
caracteristicas fenotipicas, como es la resistencia a los antibidticos. Se encontr6 que en tres master plates
crecieron los 50 parches iniciales, en medio NB, NBTc, NBSm y NBTcSm y en una placa sélo 49

parches en el medio con doble seleccién (Fig. 14).

Figura 14. Se muestran resultados de la prueba con sellos de Lederberg, donde se observa el crecimiento de los 50 parches del
master plate en todas las cajas con selectores (Tc., Sm., y ambos). Se encontré que en la fila B en medio con ambos selectores
no hubo crecimiento de un parche. En la primer columna encontramos cajas en medio NB no selectivo, en la segunda cajas
con medio NB vy tetraciclina como selector (NBTc), en la tercera columna tenemos NB con estreptomicina (NBSm) y en la

Gltima columna medio NB con ambos selectores (NBTcSm).
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6.5

Contra seleccién a resistencia a la tetraciclina

Con la finalidad de conocer el indice de pérdida del plasmido, en ausencia de estrés, se realizd una
prueba en medio Bochner, tomando como referencia los controles, es decir, las cepas con genes que no
codifican para la resistencia a tetraciclina. Debido a que el fundamento del medio es que al contener
bacterias sensibles a tetraciclina, se vuelven &cido fusarico resistentes y viceversa. Esto da lugar a un
crecimiento visible de las cepas que han perdido la resistencia, ya que el medio Bocher contiene éacido
fuséarico, entre otros. Realizamos un conteo viable a las 24 y 72 h (Fig. 15). Se encontré que en la
concentracion 2.5x hubieron 5.6/1x10°® sobrevivientes o persistentes. Esto equivale a 0.000056 células
sensibles a tetraciclina, mientras que en la cepa que no presentaba resistencia se observd crecimiento
desde el dia 1 (24 h).

A (1x109) B (1x10°) C (1x10°) D (1x10°)

Figura 15. Contra seleccién por resistencia a tetraciclina, por medio Bocher. La hilera superior muestra a la cepa que no
contiene resistencia a tetraciclina (TcS) en su genoma, mostrando crecimiento visible desde las 24h. En la hilera inferior
tenemos a la cepa RC1689 la cual es tetraciclina resistente (TcR) mediante su plasmido, el cual codifica para esta resistencia,
observando que no hay crecimiento visible hasta las 72h, lo que indica la presencia de células TcS. Observando la
comparacion en la columna A donde hay mayor concentracion de bacterias para ambos casos, sin embargo de la primera

hilera hay crecimiento visible a diferencia de la segunda, donde no hay colonias.
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VII.

7.1

7.2

Discusion
La MIC para S. typhi vs S. enterica

Para conocer la dosis recomendada de pesticida que se debia adicionar al experimento fue necesario
elaborar un ensayo en el cual se conociera la concentracién minima inhibitoria de la cepa utilizada (S.
typhi). El protocolo que se siguié fue el de Rivera-Ramirez (2016), donde se sometié a la bacteria S.
enterica a diversos pesticidas, encontrando que el metil paration el que provoca mayor letalidad por lo
tanto, fue el que se utilizo en el presente trabajo. Una vez que se obtuvo la MIC para S. typhi con el metil
paratiéon, se comprard con el de S. entérica, encontrando que la dosis para observar una inhibicién del
crecimiento bacteriano en S. typhi fue mayor respecto al de S. enterica. Realizando una relacién directa,
la MIC para S. typhi seria la equivalente al 1.5x de S. enterica. Por lo tanto, podria deducirse que ambas
bacterias tienen un umbral de reaccion diferente al estrés. Dado lo anterior, se esperarian resultados
variables con base en los trabajos previos ya citados. También pudo observarse que el 1x del MIC para S.
typhi equivale a 0.6127mg/ml, debido a que esta concentracion logrd evitar el crecimiento del 100% de
las células tratadas. Sin embargo, en algunos ensayos se observo crecimiento bacteriano y una aparente
ausencia de respuesta de estas al exponerlas al pesticida. Lo anterior pudo ser resultado del efecto
indculo, el cual se caracteriza por una disminucion del efecto bactericida en infecciones con alto nimero
de bacterias, ya que se encuentran en fase estacionaria disminuyendo las proteinas de unién a los

bactericidas en la pared celular [25].
Las bacterias con medio selectivo mostraron un crecimiento mas lento

Se selecciond a S. typhi como modelo biolégico debido a su caracteristica multirresistente, a pesar de ser
un hospedero pobre de plasmidos. Al plasmido pHN32 el cual es clasificado como un plasmido inestable
que se desensambla facilmente y al pesticida metil paratién, empleado como un inductor de estrés
bacteriano. Con la finalidad de conocer cuantas unidades formadoras de colonia aproximadamente serian
sometidas al tratamiento, fue necesario estandarizar a la bacteria, considerando que se trabajé con la
frecuencia de supervivencia de uno en un millén. Se realizd una curva de crecimiento de la bacteria en
medio selectivo (Tc y Sm) y se compard con la de un medio sin selector, buscando conocer cuéntas
unidades formadoras de colonia, aproximadamente, se contenian por 1 mililitro. Se encontré que el
crecimiento bacteriano en el medio con selectores fue mas lento en comparacion con el medio sin

selectores, lo cual podrian deberse a la carga metabdlica o de la aptitud ejercida por el plasmido al
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hospedero, que podria implicar una disminucion en el crecimiento bacteriano o comprometer el

funcionamiento de la maquinaria esencial para la célula.

De modo que las células en medio sin selectores no presentan el costo extra de la maquinaria del
plasmido, contario a los medios con selectores donde se genera una carga metabdlica que disminuye el
crecimiento bacteriano. Sin embargo, se ha demostrado que en condiciones selectivas existen variantes
genéticas emergentes en el plasmido o en el hospedero, que conducen a una reduccién del costo de
aptitud de este, donde imponer la seleccion para mantenerlo da lugar a una evolucion compensatoria. Por
otro lado, se sabe que la imposicion de una presién de seleccidn para la presencia de plasmidos, conduce
a un fuerte cuello de botella de poblacién, dando lugar a su fijacién debido a la deriva génica. De modo
que un evento selectivo constituye un barrido selectivo de alelos, manteniendo y fijando a los plasmidos
en la poblacién [8,9,31].

Supervivencia bacteriana posterior a la induccién a estrés por metil paration

Los pesticidas se encuentran entre los productos quimicos no antibiéticos mas comunes a escala mundial.
Sin embargo, solo el 30 % de éstos actian sobre las plantas, mientras que el resto permanece en el
ambiente. Un articulo publicado en India reporta que para 2019 el uso total de pesticidas alcanzo entre
las 2.0 y 3.5 millones de toneladas al afio [32]. Las bacterias pueden estar expuestas a pesticidas y
antibioticos en entornos tan diversos como el cuerpo humano, granjas, hospitales, hogares, etcétera. Esta
exposicion puede promover la resistencia de las bacterias a los antibioticos. Debido a que los pesticidas
ejercen una presion selectiva sobre las comunidades bacterianas, jugando un papel esencial en la
variacion de los genes resistentes a los antibidticos y los elementos genéticos moviles, favoreciendo la
evolucion de las comunidades bacterianas resistentes a los antibidticos. Ademas de que los pesticidas
promueven: 1) la activacion de bombas de eflujo, 2) la inhibicidn de los poros de la membrana externa
para la resistencia a los antibidticos y 3) la induccién de mutaciones genéticas. Por otra parte, se sabe que
las bacterias aisladas de suelos contaminados con insecticidas mantienen un alto nimero de copias de
plasmidos, lo que podria implicar un aumento del desarrollo de resistencia a multiples farmacos. Por lo
tanto, la exposicién a pesticidas tiene el potencial de acelerar la tasa de evolucion de la resistencia a los
antibioticos. Los efectos de los pesticidas en la diseminacion de genes de resistencia a los antibioticos
estan influenciados por varios factores, como la concentracion de pesticidas, el tipo de antibi6tico y la

estructura bacteriana. Adicionalmente, estos efectos toxicos pueden inducir resistencia adaptativa a los
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antibioticos relacionada con la sobreexpresion de genes o la diversidad genotipica mediante mutaciones o

transferencia horizontal de genes [25,26,32,33].

En un estudio [33] se reporta que el estrés por herbicidas incrementa la presencia de genes relacionados
con proteinas de membrana, que tienen la capacidad de transferir plasmidos; debido a que el estrés
aumenta la permeabilidad de la membrana celular bacteriana, probablemente debido a la
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno. Por otro lado, se promueve la
transferencia conjugativa al facilitar el contacto celular a través de una mayor expresion genética
codificada por el pilus, disminuyendo la carga de la superficie celular y proporcionando energia adicional
para la transferencia de DNA al mejorar la fuerza motriz de los protones [33]. Los pesticidas inducen la
transmision de genes de resistencia a los antibioticos, principalmente promoviendo la transferencia
horizontal a través de la transferencia conjugativa, al aumentar la permeabilidad de la membrana celular
bacteriana. Estd documentado que el estrés puede favorecer la presencia de plasmidos conjugativos,
siendo el pesticida un factor relevante de estrés para las bacterias [33]. Por lo tanto es posible que en este
trabajo, la exposicion de las bacterias al pesticida diera lugar a la conservacion y proliferacion de los

plasmidos.

Los estimulos estresantes exigen una sobreexpresion genética, ademas de la carga metabdlica que ejerce
el plasmido sobre el hospedero. Por lo tanto, se espera que la presencia del plasmido se vea
comprometida. Sin embargo, se asume que la mayoria de los costos de aptitud de la adquisicion de
plasmidos provienen de interacciones perjudiciales especificas entre plasmidos y genes cromosémicos.
Como consecuencia pequefias mutaciones, como cambios de una sola base, pueden ser suficientes para
adecuar un plasmido muy grande. Por otro lado, se han identificado mutaciones compensatorias de
plasmidos con efectos pleitropicos que comprometen el funcionamiento de la maquinaria del plasmido.
Sin embargo, también se ha documentado la presencia de mutaciones individuales que permiten
compensaciones moleculares entre el plasmido y la bacteria. Por consiguiente, se propone que la
supervivencia bacteriana del experimento es resultado de una interaccion entre el estrés del medio y la
carga metabdlica del plasmido, donde inicialmente, a nulas o bajas concentraciones podia existir una
compensacion entre la carga metabdlica y la expresion génica previo al estrés. Sin embargo, al aumentar
la concentracién del pesticida aumenta la probabilidad de interaccion entre la maquinaria del plasmido y
la de la bacteria suponiendo un carga excesiva o, en su defecto, la interaccion de estas dando lugar a la

muerte celular. Se ha encontrado en la literatura que niveles bajos de exposicion pueden actuar como
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estimulantes o sefiales de inicio de la transcripcion, mientras que dosis elevadas pueden provocar la

activacion de mecanismos globales de respuesta al estrés [33].
Persistencia por pesticida en cepa de importancia clinica

Los persistentes o células persistentes bacterianas son variantes transitorias de una poblacidn
genéticamente homogénea, que pueden sobrevivir a la exposicion de estrés, como antibidticos y
pesticidas, generando latencia celular. Se han relacionado genes y vias que intervienen en la formacién
de persistentes como el de los modulos T-A, la respuesta estricta por ppGpp, la reparacion o proteccion
del DNA (respuesta SOS), metabolismo reducido del fosfato, estrés celular, limitacion de nutrientes,
produccion de energia alternativa, inhibicion en la sintesis de proteinas y &cidos nucleicos, degradacion
de proteinas, transportadores/sistemas de eflujo y reguladores transcripcionales, asi como tensiones mas
generales, tales como pH extremo, choque térmico, radiacion, defensa antioxidante, fagos, las
biopeliculas y macrdéfagos [27]. Una de las principales toxinas responsable de la formacion de
persistentes en respuesta SOS, es la toxina TisB la cual interrumpe la fuerza motriz protdnica,
conduciendo a la disminucion de los niveles de ATP y como consecuencia, a la inactivacién celular [27].
En el laboratorio donde se realizd este estudio “hay datos preliminares que confirman que diversos
pesticidas son capaces de inducir la seleccion de colonias persistentes” (R. Camacho, X. Rivera,
comunicacion personal, 17 de agosto de 2023). Debido a que se us6 la misma metodologia que (Rivera,
2016) es probable que en las células sobrevivientes posterior a estrés por metil paration se encuentren
células persistentes. Sobre todo en las concentraciones de 2.5x y 3x, ya que se sabe que entre los
mecanismos relacionados con la persistencia se encuentran los modulos T-A, que activan la muerte
celular programada en respuesta al estrés, asi como dafio al DNA, Por lo tanto, se asume que existe una
relacion proporcional entre estrés y dafio celular con la persistencia. Por otro lado, se da lugar a la
activacion del sistema SOS, el cual interviene en la produccion de biofilms, ademas de contribuir a la

reparacion del DNA e inducir el desarrollo de médulos T-A [25, 27].
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Estabilidad plasmidica

El estrés genera la activacion de los sistemas de proteccion que a su vez favorecen la transferencia

conjugativa

En este trabajo se buscé determinar si la estabilidad plasmidica de la cepa utilizada se conserva adn
después de someter a las bacterias a un estado de estrés extremo por metil paration. Se encontr6é que de
200 colonias que se probaron en varias master plate después del tratamiento, solamente una no crecié en
medio selectivo para el plasmido. Esto indica que el plasmido fue estable en la poblacién y que ademas
se conservo durante algunas generaciones. Entre los factores mas estudiados que influyen en la
estabilidad plasmidica se encuentra la conjugacion, la cual se considera que puede estar mediada por los
plasmidos, favoreciendo la presencia y mantenimiento de éstos. Es probable que el uso intensivo de
antibidticos, pesticidas u otros factores estresantes estimule la transferencia conjugativa, dando lugar a
una seleccién de plasmidos que confieren resistencia a los antibidticos en el ambiente y entornos
clinicos, induciendo cambios adaptativos en la comunidad microbiana. La eficiencia de la conjugacion
puede variar bastante entre una misma cepa, entre plasmidos, incluso entre integrantes de la misma
colonia. Otro aspecto relevante es que durante la conjugacién, el plasmido ingresa a la célula como DNA
monocatenario, dando lugar a una activacion transitoria de la respuesta SOS, aumentando las tasas de
mutacion y de recombinacion. Esto promueve la transferencia de plasmidos al activar genes necesarios
para la transferencia y a su vez inducen la inhibicion de la division celular. Debido a que dicha respuesta
puede mantenerse varias generaciones, es posible que se dé lugar a mutaciones cromosomicas
compensatorias, promoviendo la adaptacion del hospedero a su plasmido y por ende, disminuyendo el
costo de éste. No obstante, podria decirse que la induccion de SOS conduce a la diversificacion genética
de elementos mdviles conjugativos, asi como su transferencia a otras bacterias, dando lugar a la
diseminacion de genes multirresistentes a los antibiéticos, ademas de acelerar el cambio genético y la
evolucion a la resistencia en poblaciones patdgenas [13,34,35]. Existen genes que inducen la
monomerizacion de multimeros que entran a la célula, favoreciendo la estabilidad plasmidica, como el
sistema res-tnpR en el transposon TN100, o el plasmido RP4, el cual lleva al gen parA (particion), el cual
monomeriza los multimeros [37]. Por otro lado, se ha encontrado que la seleccion de plasmidos por
antibidticos favorece la formacion de multimeros y, por lo tanto, las condiciones selectivas fluctuantes,
como los antibioticos, pesticidas u otros, pueden imponer fuertes cuellos de botella en la poblacion, ya
que pueden conducir a la fijacion rapida de variantes de plasmidos estables en un linaje bacteriano
[8,9,36,37].
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El nimero de copias del plasmido mas interaccion con el entorno abiético impacta en la estabilidad

plasmidica

El numero de copias del plasmido es un factor clave para la estabilidad del mismo en la poblacién, ya
que se ha encontrado que existen mutaciones que pueden aumentar o disminuir el nimero de las mismas.
Un ejemplo es el plasmido pBR322, el cual inicialmente mantiene un nimero de copias medio, pero una
mutacion de un solo punto en el gen RNA | del control de replicacion resulta en un plasmido de alto
namero de copias. Otro caso es el gen COP, el cual al modificarse da lugar a un aumento en el nimero
de copias en el plasmido pSC101 [37]. Lo mismo ocurre con la proteina RepA (replicacion, helicasa), la
cual es codificada por COP vy se requiere para la replicacion, misma que al cambiar su propiedad de
union en el DNA a través de una mutacion puntual, aumenta el nimero de copias del plasmido. En casos
inversos, una mutacion por delecion también puede producir nimeros de copias mas bajos o detener la
replicacion por completo [37]. Como se ha mencionado anteriormente, las mutaciones pueden ser
inducidas por factores de estrés, tales como antibioticos, pesticidas u otros factores abioticos, incluyendo
la limitacion de nutrientes. Se ha encontrado que dicho estrés puede dar lugar al aumento de nimero de
copias. Esto se debe a que las tasas de crecimiento disminuyen y la biosintesis de proteinas se detiene
parcialmente, dando lugar a la interrupcion de la replicacién del DNA cromosémico relacionado con
oriC. Sin embargo, la produccion de los plasmidos sigue en marcha, ya que depende de otra secuencia
ori. Por otro lado, la adicion de etanol puede influir también en el nimero de copias, mejorando la
estabilidad del DNA plasmidico, debido a que los cambios en la membrana celular tienen un efecto sobre
la replicacion de un plasmido. Lo anterior se explica con el hecho de que el DNA se une a la membrana
durante la duplicacion. Como resultado, el tratamiento de las células con etanol conduce a un aumento

del nimero de copias del plasmido [37].

Otro factor abiotico que influye es la temperatura; se ha documentado que la estabilidad del plasmido se
reduce a temperaturas mas altas. Esto se debe a que las proteinas de replicacion son termosensibles
conduciendo a una pérdida total del plasmido con el aumento de la temperatura, mientras que en el caso
contrario, la estabilidad también es menor cuando se baja la temperatura del cultivo. Los medios de
cultivo también muestran diferentes efectos sobre la estabilidad. Los que contienen altos indices de
glucosa muestran una mayor estabilidad segregacional del plasmido, contario a los que contienen glucosa
como fuente de carbono limitante. Asi mismo, los medios minimos conducen a una mayor estabilidad
del plasmido que la adicion de amino&cidos. Por otro lado, cambiar la proporcion de carbono a nitrégeno

a un contenido de carbono mas alto reduce la estabilidad del plasmido. Una forma de asegurar que el
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plasmido se mantendra en la poblacién, es una distribucién correcta de los mismos, de esta forma al
menos un plasmido se movera a cada célula hija durante la replicacion. Las proteinas de replicacion
DnaA y DnaB tienen efectos sobre la particion de plasmidos. DnaA juega un papel importante durante la
replicacion tanto del cromosoma como del plasmido, mientras que DnaB muestra actividad helicasa que
desenrolla hebras, debido a que la particion activa del plasmido puede estar acoplada con la unién de los
plasmidos a la membrana. Las enzimas implicadas en la biosintesis de los principales componentes de la
membrana influyen en la misma. Por otro lado, si el nimero de copias es alto hay mayor probabilidad de
que al menos un plasmido esté presente en cada una de las dos mitades de una célula en division. El
numero de copias del plasmido en las células bacterianas depende de la frecuencia de inicio de su
replicacion y puede variar considerablemente segun la tasa de crecimiento celular. Los modelos predicen
que un numero de copias de al menos 20 plasmidos por célula conduce a una estabilidad segregacional
del 100 %. La proteina Rom reduce la variacién en el nimero de copias de plasmidos y reduce la tasa de
pérdida del mismo [37,38].

Influencia de la adaptacion plasmido-hospedero

La adaptacion plasmido-hospedero puede verse facilitada por la evolucion del material genético del
primero. Estd demostrado que una sustitucion de un solo nucleétido en el gen de replicacion trfA de
IncP-1 aumenta la presencia del plasmido, mediando la adaptacién a una nueva gama de hospederos
bacterianos [9]. Otro estudio demuestra que una insercién puede inducir una eliminacion a gran escala
de la maquinaria de conjugacion del plasmido, lo que resulta en una reduccién del costo de aptitud del
plasmido, por lo tanto de la adaptacion plasmido-hospedero [9]. No obstante, la adaptacion del plasmido
a traves de la evolucion del cromosoma hospedero es més frecuente en comparacion con la evolucion del
propio plasmido. En 1988 se demostré que las mutaciones que alivian el costo de aptitud del plasmido
estdn ubicadas en el cromosoma hospedero en lugar del plasmido. En otro trabajo se reporta que
pPNUK73, previo a mutaciones en un gen de helicasa o proteina quinasa, influye en la interaccion del
hospedero con la proteina de replicacion del plasmido, aumentando su mantenimiento. La adaptacion
plasmido-hospedero proporciona una explicacion de la presencia de plasmidos costosos después de una
fuerte seleccion. No obstante, la presencia de los mismos a largo plazo en un hospedero previamente
adaptado puede depender de la aptitud de las mutaciones compensatorias, mismas que pueden verse

desfavorecidas en ausencia de seleccion para el rasgo del plasmido. Las mutaciones compensatorias
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también pueden modular otros procesos clave relacionados con el mantenimiento del plasmido como: 1)
procesos involucrados en la conjugacion; 2) disminucion de la expresion génica global; o 3) el aumento
del nimero de copias de plasmidos. Finalmente, las mutaciones compensatorias que ocurren en el
cromosoma del hospedero o del plasmido durante la coevolucidn pueden aliviar los costos del plasmido,

lo que disminuye la fuerza de seleccidn contra éste [39,40].

En otro sentido, es posible que el estrés inducido por el pesticida genere mutaciones, que a su vez
favorecieran adaptaciones compensatorias por parte del plasmido, el hospedero o ambos, dando como
resultado, la estabilidad plasmidica y coevolucién compensatoria. Dicha coevolucion o compensacion
plasmido-bacteria pudo derivarse de mutaciones cromosémicas y/o plasmidicas, disminuyendo el costo
del transporte del plasmido, reduciendo la seleccién en su contra, asegurando su presencia durante varias
generaciones, tomando en cuenta también una conjugacion exitosa, rapida no costosa. Corroboramos
que el pesticida es un factor de estrés, ya que se hizo una relacion entre las bacterias expuestas versus las
que no se expusieron. Se encontrd que las bacterias no expuestas se mantienen e incluso podian

continuar su crecimiento, mientras que la poblacion de las bacterias expuestas disminuyo.

Las mutaciones que mejoran la conjugacion, disminuyen la pérdida segregacional o alivian el costo de
aptitud de los plasmidos que codifican la resistencia a los antibiéticos, lo que permiten que los
plasmidos persistan mejor en ausencia de farmacos. Estos mutantes sirven como una fuente estable que
puede propagar la resistencia a nuevas cepas Yy especies. Si los hospederos receptores ya son resistentes a
un antibidtico, se produce una multirresistencia [38]. Se esperaria que donde se dio lugar la evolucién
previa habria mayor probabilidad de que los huéspedes adquieran multiples plasmidos. Sin embargo, los
plasmidos mutantes pueden persistir mas tiempo en los nuevos hospederos y los mutantes pueden retener
mejor los nuevos plasmidos, encontrando que las mutaciones cromosdémicas compensatorias que
aumentaron la presencia de un plasmido coevolucionado, también permitieron que el mismo hospedero
mutante retuviera mejor los plasmidos alternativos, un ejemplo de pleiotropia y un fendémeno
denominado "permisividad del plasmido”. En algunos casos, se ha demostrado que las mutaciones
compensatorias unicas en genes reguladores mejoran por completo el costo del transporte de plasmidos
[38]. También se ha demostrado que las mutaciones compensatorias apuntan a la conjugacion, dando
lugar a tasas reducidas conjugacién en plasmidos. Ya sea indirectamente, como resultado de cambios
regulatorios a gran escala, o directamente a través de mutaciones que afectan a los genes involucrados en

el proceso de conjugacion [41].
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Como ya se ha mencionado, los niveles bajos de exposicion a factores estresantes podrian actuar como
un estimulante o una sefial para la transcripcion de genes Gnicos, mientras que una dosis elevada, puede
provocar la activacion de regulones completos que forman parte de los mecanismos de respuesta al
estrés. En un numero considerable de casos, se ha encontrado que la exposicion a antibiéticos, choques
térmicos, represion de sistemas de modificacién de restriccidon, dodecilsulfato sédico o etanol, entre
otros, favorece la recepcion de plasmidos. Por el contrario, también se ha documentado que en
Escherichia coli, el estrés dirigido a la envoltura celular induce la expresion de genes asociados a
CRISPR (CRISPR-cas), que servirian como una defensa intracelular contra el DNA extrafo,
disminuyendo asi la permisividad. Cada uno de estos casos se describe para cepas especificas bajo
condiciones de estrés especificas, no existe un mecanismo general de respuesta al estrés bacteriano, ya
que varian de acuerdo a las mismas [42]. Cada plasmido asi como cada célula hospedera, se comporta de
diferentes maneras, con base en las caracteristicas de cada uno. Por lo tanto, es necesario obtener mas
datos sobre el nimero de copias y la estabilidad de cada sistema de expresion o en conjunto. Esto podria

explicar la relacion entre el incremento del metil paration, versus la supervivencia bacteriana.

De esta manera, como consecuencia de la diversidad de plasmidos es dificil predecir como interactdan
los genes codificados por los mismos con las redes reguladoras bacterianas. Se podria esperar que la
adaptacion del plasmido causara efectos transcripcionales relevantes en multiples genotipos de
hospederos. Por el contrario, entre los pocos estudios comparativos existentes, pareceria que cada
emparejamiento de bacteria y plasmido tiene un perfil de expresion diferente y Gnico. Sin embargo, tales
estudios suelen utilizar cepas bacterianas aisladas de diferentes habitats; mientras tanto, el huésped
natural del plasmido a menudo se desconoce. Por lo tanto, se requieren estudios futuros que comparen
los efectos transcripcionales de los plasmidos en los huéspedes con los que coexistieron en la naturaleza
dentro de comunidades ecoldgicas [43,44].

Es posible que el plasmido, de células sometidas a estrés, acumulara mutaciones, las cuales pueden
compensarse de diferentes maneras, una de ellas cambiando el nimero de copias, o bien, modificando su
distribucion en la célula para mejorar su permanencia, que se refleja en que ambas células hijas portaran
el plasmido. Quiza también exista una conformacion monomeérica en los plasmidos, lo cual favorecié su
conservacion. Incluso podriamos apuntar a una coevolucion compensatoria entre el plasmido y el
hospedero. Esto derivado de iniciar el cultivo con selectores para el mismo. En este estudio se podria
considerar que se tuvieron varios inductores, como el antibidtico, el cual estuvo diluido en etanol, que a

su vez, como se ha mencionado, puede influir en el aumento del nimero de copias y, por ende en la
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conservacion del plasmido. Partiendo de los supuestos anteriores, es posible proponer que la presencia
del plasmido durante varias generaciones es resultado de varios factores. Esto debido a que en diversos
estudios se encuentra discrepancias en cuanto a los resultados de la contencion del plasmido ante
diversos estimulos, por lo cual es posible que interacten diversos elementos que den lugar a la presencia

del plasmido.

Hok/sok involucrado en la competencia entre plasmidos

El locus de toxina/antitoxina (hok/sok), como ya se ha mencionado esta relacionado con el
mantenimiento de plasmidos. Ademas, estan asociados con elementos de respuesta al estrés que ayudan a
las bacterias a sobrevivir en condiciones de crecimiento desfavorables. Esto se debe a que el locus
hok/sok retrasa el inicio del crecimiento de cultivos de células bacterianas, permitiendo que las células
crezcan rapidamente en una etapa posterior a pesar de la temperatura de crecimiento predominante.
Ahora bien, se sabe que el estrés por temperatura estimula el crecimiento rapido de las células hok/sok+,
inhibiendo el crecimiento de las células hok/sok—. Se realiz6 un estudio [45] donde se compar6 el
crecimiento de las células hok/sok+ con el de las hok/sok— en medios selectivos y no selectivos; se
encontrd que las células hok/sok+ sobrevivieron y crecieron bien en condiciones de altas concentraciones
de ampicilina, en contraste con las células hok/sok— lo que indica que el locus hok/sok esta involucrado
en el crecimiento celular. Asi mismo, el locus hok/sok aumentd la fase de latencia y la tasa de
crecimiento exponencial en todas las cepas utilizadas, lo cual implica que el locus hok/sok inhibe el
inicio del crecimiento de las bacterias, permitiendo procesos de adaptacién a las condiciones de
crecimiento y las prepare para sobrevivir en condiciones de estrés. Esta conclusion esta respaldada por la
observacion de que las células hok/sok+ sobreviven mejor bajo estrés por temperatura. Esto indica que el
locus hok/sok confiere una ventaja selectiva a las células hospederas cuando crecen en condiciones
adversas. Se sabe que el locus hok/sok mejora el crecimiento de las células en cultivos de baja densidad
celular, especialmente a altas temperaturas de incubacion, ya que se inhibiria temporalmente el
crecimiento celular, dando tiempo a las células para producir suficiente B-lactamasa para destruir el
farmaco antes de que se reanude el crecimiento, ademas el locus puede complementar funcionalmente la
respuesta SOS. Se documentd que la capacidad de las células hok/sok+ para prosperar en condiciones de
baja densidad celular y alta temperatura podria ayudar a las células a sobrevivir durante momentos de

estrés [45]. En este trabajo encontramos que el sistema toxina-antitoxina o muerte postsegregacional,
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juega un papel importante en la estabilidad plasmidica. Sin embargo, no todos los autores consideran que
este factor sea relevante, ya que se ha documentado, que dichos sistemas estan méas involucrados en la

competencia entre plasmidos, por lo cual se aborda desde otra perspectiva [45].
Caracterizacion fenotipica

La familia de antimicrobianos de las tetraciclinas inhibe la sintesis de proteinas, esto al evitar la union de
aminoacil-tRNA al aceptor ribosomico(A) en el 30s ribosomal. Sin embargo, la creciente incidencia de
resistencia a las tetraciclinas en Salmonella spp. de origen humano y animal se ha informado en todo el
mundo. Ademas de los mecanismos de resistencia mediados por la bomba de expulsion, la resistencia a
las tetraciclinas puede involucrar proteinas de proteccion ribosomal (RPP por sus siglas en ingles). Las
RPP son un grupo de proteinas citoplasmaticas que pueden unirse al ribosoma, dando como resultado la
liberacion de la Tc del ribosoma, permitiendo la sintesis de proteinas. Hasta la fecha, se han identificado
12 genes de resistencia a la Tc que codifican RPP, incluidos tetM, O, Q, S, T, W, B (P), otr(A) y tet
[32,36,44] Muchos de los determinantes de RPP se encuentran en elementos genéticos moviles, como
transposones o plasmidos dentro de Salmonella, facilitando su propagacion a través de las eubacterias,
por eventos de transferencia lateral de genes. Por otro lado, la Sm se une al RNA ribosémico 16s rRNA y
la proteina s12 de la 30s ribosomal, bloqueando el complejo de iniciacion, asi como la union del tRNA al
sitio A del ribosoma. La interrupcion de la biosintesis de proteinas, a su vez, provoca la permeabilizacion

de la membrana celular, responsable de gran parte de los efectos bactericidas de la Sm [46,47].

El mecanismo de resistencia de la Sm se basa en la inactivacion por modificacion enzimatica, las
enzimas modificadoras de aminoglucésidos (AME por sus siglas en inglés) son la causa mas comun de
resistencia a los aminoglucdésidos. Las AME catalizan la modificacion covalente de los aminoglucésidos
a medida que se transportan a través de la membrana citoplasmatica, modificando los grupos amino o
hidroxilo. Hay tres tipos de AME: (1) N-acetiltransferasas (AAC), que acetilan el grupo —NH2 (amino)
por N-acetilacion; (2) O-nucleotidiltransferasas (ANT), que adenilan los grupos hidroxilo mediante O-
nucleotidilacion; y (3) O-fosfotransferasas (APH), que fosforilan los grupos hidroxilo mediante O-
fosforilacion. Las modificaciones del aminoglucdsido reducen la union del farmaco al ribosoma, dando
como resultado niveles altos de resistencia. Los genes que codifican para AME son altamente moviles,
ya que tienen la capacidad de transferirse, como parte de integrones, casetes de genes, transposones,

elementos conjugativos integrativos o mediante conjugacion por plasmidos. La capacidad de evolucion
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de los genes que codifican estas enzimas, asi como los numerosos elementos mdviles donde se

encuentran, dan lugar a una alta adaptabilidad de los AME para diseminarse entre las bacteria [47].

Se realizaron réplicas tipo printing en medio NB, NBTc y NBSm, y NBTcSm con un total de 200
parches, encontrando que solamente un parche no tuvo crecimiento en el medio con ambos selectores.
Esto puede deberse al funcionamiento y sitio de accion de ambos antibidticos. Dado que ambos
antibidticos, Tc y Sm, acttan sobre el 30s ribosomal, en el sitio A y P respectivamente, podria afectar la
sintesis proteica, comprometiendo la poza de ATP o NADPH. Esto a su vez se relaciona con la
expresion de las bombas de eflujo, ya que estas funcionan por moléculas energéticas. Tal es el caso de la
bomba de eflujo AcrAB-TolC. La cual es un complejo tripartito, que consta de una proteina de fusién de
membrana periplasmica AcrA, una proteina transportadora de membrana citoplasmatica AcrB y un canal
de membrana externo TolC, siendo la mas eficaz para producir Salmonella multirresistente,
contribuyendo a la resistencia a las fluoroquinolonas, cloranfenicol y tetraciclinas. Debido a que se
involucran moléculas fundamentales en dicho proceso, es posible que la union de la respuesta a ambos

antibioticos dé lugar a muerte celular, aunque no necesariamente implica la pérdida del plasmido [46,47].

Estos datos se comparan con base en resultados previos [16], para los que se realizaron experimentos de
apareamiento entre E.coli y S. typhi con respecto a la estabilidad de sus marcadores de resistencia en
experimentos de cultivo en serie. Se encontrd que cada uno de ellos pierde un marcador de resistencia,
resultado de una delecidn, para mas adelante segregarse. Proponiendo que dicho fendmeno es resultado
de deleciones que posiblemente afecten mecanismos involucrados con la estabilidad plasmidica y a su
vez asociados con el fenotipo de pérdida de algin marcador de resistencia. Respecto al plasmido que
utilizamos en este trabajo (pHN32) se observé una pérdida rapida del marcador Tc, pero una disminucion
muy lenta del marcador Sm, de modo que aproximadamente el 60 % de las bacterias adin retenian el
marcador Sm despueés de unas 150 generaciones. Por otra parte, en los cultivos seriados en presencia de
antibidticos se elaboré un patron de comportamiento donde, en presencia de Tc no se obtuvo ninguna
colonia de Sm, pero en presencia de Sm el nimero de colonias de Tc aumento6 rapidamente. Respecto a
la delecion para este plasmido, la referencia indica que fue de aproximadamente 4.5 kb. Lo anterior
arroja que los plasmidos son desensamblados facilmente en S. typhi respecto a E.coli y que el plasmido

pHN32 tiene una pérdida con una cinética mas baja respecto a otros plasmidos.

Més adelante, en otro estudio [28], profundizaron sobre el tema, encontrando que los plasmidos tienen

una pérdida simultanea con una cinética rapida, de modo que después de 50 generaciones,
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aproximadamente el 90 % de las bacterias pierden el plasmido. Hallando también otro DNA maés grande
y que migra mas lentamente, con relacion al DNA pequefio y monomerico inicial. Se propone lo
siguiente con respecto a dicho material genético: (1) es un intermediario de replicacién-segregacion que
no se resuelve en las dos copias de plasmido involucradas; o (2) es una estructura dimérica producida por
procesos dependientes de la recombinacion, incapaz de resolverse en sus copias de plasmido
monomeérico. Lo anterior resultado de las deleciones que probablemente contienen informacion necesaria
para la resolucién de multimeros. En dicho trabajo se demostré que la pérdida de marcadores de
resistencia mediada por delecidon es un proceso dependiente de RecA, ya que en cepas que contienen

recAl en S.typhi son estables comparadas con las deficientes de RecA.

RecA es una recombinasa dependiente de ATP, es la enzima central para la recombinacion homoéloga del
DNA, ademas de ser un agente promotor de la autélisis de LexA en bacterias. Por otro lado, contribuye a
la reparacion de horquillas de replicacion de DNA estancadas y colapsadas mediante vias de reparacion
posteriores a la replicaciéon, desempefiando un papel importante en las vias de tolerancia a lesiones de
DNA. Del mismo modo RecA participa en la transferencia horizontal de genes entre diferentes cepas lo
que también provoca diversidad genética. Después de unirse a sSDNA, el complejo de filamento
RecA/ssDNA puede servir como una sefial de dafio en el DNA, lo que da como resultado la autoescision
de LexA, lo que activa la respuesta SOS, aumentando la expresion de genes reprimidos por LexA. Por su

parte recAl reduce la resistencia a la radiacion UV vy la capacidad de induccion del gen SOS [48].
Importancia de la estabilidad plasmidica en la salud publica

Se han documentado infecciones bacterianas en vesicula biliar por persistentes en casos de S.
enterica subsp. enterica serovar Typhi. Las infecciones asintomaticas persistentes también pueden ser
causadas por bacterias latentes de crecimiento detenido y se asocian con recaidas de infecciones
sintomaticas agudas. La fiebre tifoidea se repite en el 15 % de los pacientes después del tratamiento con
antibidticos, y luego de una infeccion del tracto urinario causada por E. coli uropatdgena, el 27 % de las
mujeres sufrird una recaida. Aunque se postula que la tolerancia a multiples farmacos en persistentes es
un fendmeno fenotipico, es posible que bajo ciertas condiciones los persistentes adquieran mutaciones y
desarrollen resistencia genotipica. La persistencia parece ser un fendmeno generalizado, aunque,
diferentes especies bacterianas parecen tener diferentes capacidades de persistencia in vitro e in vivo, con

distintos grados de dificultad para el tratamiento [49].

37



7.9

Contra seleccién a tetraciclina resistente

El fundamento de esta técnica es que los cationes divalentes estan involucrados en la permeabilidad de la
Tc, ya que estas existen como iones dipolares a pH neutro y se unen facilmente a cationes en solucion y
en las superficies de las membranas. Probablemente la neutralizacion de la carga negativa tras la unién
del cation facilita el movimiento a través de la membrana citoplasmatica [50]. Por su parte, respecto a las
bacterias TcR, se caracteriza una desaceleracion de la permeabilidad de la Tc, especialmente en la etapa
de la absorcion inicial. El principal mediador de este cambio parece ser una proteina de 34.000 o 36.000
de peso molecular (llamada proteina TET) que se sintetiza y se inserta en la membrana citoplasmatica
[50]. Con base en lo anterior, se sugiere un mecanismo para el retraso de la entrada de tetraciclina por la
Ilamada proteina TET. Proponiendo que la proteina TET reduzce la concentracion efectiva de una o méas
especies de iones metalicos en la membrana citoplasmatica, retardando considerablemente la permeacion
de la Tc. Sin embargo, si estos iones metalicos en la membrana cumplen una funcion esencial como
ayudar a mantener la integridad de la membrana, entonces una célula TcR inducida, que tiene una
concentracion efectiva mas baja, serda mas vulnerable a los agentes quelantes. A medida que se debilita la
integridad de la membrana, la alta concentracion de Na+ puede generar un estrés electrolitico adicional
en la célula y promover la lisis celular. En otras palabras, la bomba de Tc saca la Tc, introduciendo acido
fusérico [50]. En nuestros resultados se observd un crecimiento celular lento, ya que a las 72 h
encontramos pequefias colonias, lo cual demuestra que sin la induccién de un selector existe una pérdida

de resistencia dejando unicamente células sensibles.

En este trabajo se buscé determinar, después de la exposicion al pesticida metil paration, la tasa de
recombinacién plasmidica que antecede a su pérdida en la poblacion, y compararla con la ya determinada
en condiciones sin estrés. Los hallazgos permiten sugerir que posterior al estrés intenso, en el cual
observamos a las células persistentes salir de este estado, no hay eventos recombinogenicos detectables,

por lo cual no fue posible hacer las pruebas comparativas, como originalmente se propuso.
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Conclusiones

La MIC es diferente en Salmonella enterica que en Salmonella typhi.

Las bacterias que se encuentran en medio selectivo presentan un crecimiento mas lento con relacion al
medio sin selector

El porcentaje de supervivencia de las células es inversamente proporcional, a la concentracion del

pesticida.

Contrario a lo esperado, la exposicidon a pesticida y después de salir de un estado de persistencia, el
plasmido se conserva estable.

No se observaron variaciones fenotipicas debido a que se encontrd crecimiento en la mayoria de los
medios con selectores.

Ya que la cepa proviene de un origen nosocomial, el resultado de este estudio seria un posible escenario
de lo que sucede en el medio natural, en cuanto a interacciones plasmido-bacteria.

En un medio de cultivo con tetraciclina y estreptomicina, se suguiere que la respuesta a ambos
antibioticos interfiere con la poza de ATP, NADH y por lo tanto, con la bomba de eflujo.

Una perspectiva mas amplia sobre la persistencia podria ser una nueva herramienta en la lucha contra
bacterias patdgenas, lo cual podria ayudar a desarrollar una terapia alternativa a futuro.

Explorar las interacciones entre pesticidas y bacterias proporciona una nueva comprension para la

investigacion asociada con genes de resistencia microbiana.
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IX.

Perspectivas

Secuenciacion de las cepas y plasmido previo a la exposicion.

Secuenciacion de las cepas y el plasmido posterior a la exposicion para dar seguimiento a las posibles
mutaciones, y/o rearreglos cromosomales.

Determinar el nimero de copias de plasmidos mediante PCR en tiempo real antes y después de la
exposicion, utilizando oligonucle6tidos especificos para secuencias cromosémicas y plasmidos.
Determinar si existen factores externos u otras interacciones que modifiquen previamente las
caracteristicas del plasmido.

Comparar el comportamiento de hospederos y plasmidos que presenten interacciones en comunidades
microbianas versus los que no mantengan relacion.

Calcular la permeabilidad de la membrana previo y posterior a la exposicion al pesticida.

40



Referencias

1. Clark, D. P., Pazdernik, N. J., & McGehee, M. R. (2019). Plasmids. En Molecular Biology (pp. 712—
748). Elsevier.

2. San Millan, A. (2018). Evolution of Plasmid-mediated antibiotic resistance in the clinical context.
Trends in Microbiology, 26(12), 978-985. https://doi.org/10.1016/j.tim.2018.06.007

3. Dionisio, F., Zilhdo, R., & Gama, J. A. (2019). Interactions between plasmids and other mobile
genetic elements affect their transmission and persistence. Plasmid, 102, 29-36.
https://doi.org/10.1016/j.plasmid.2019.01.003

4. Zwanzig, M. (2021). The ecology of plasmid-coded antibiotic resistance: a basic framework for
experimental research and modeling. Computational and Structural Biotechnology Journal, 19, 586—
599. https://doi.org/10.1016/j.csbj.2020.12.0

5. San Millan, A., & MacLean, R. C. (2017). Fitness costs of plasmids: A limit to Plasmid transmission.
Microbiology Spectrum, 5(5). https://doi.org/10.1128/microbiolspec. MTBP-0016-2017

6. Domingues, C. P. F., Rebelo, J. S., Monteiro, F., Nogueira, T., & Dionisio, F. (2022). Harmful
behaviour through plasmid transfer: a successful evolutionary strategy of bacteria harbouring
conjugative plasmids. Philosophical Transactions of the Royal Society of London. Series B,
Biological Sciences, 377(1842). https://doi.org/10.1098/rsth.2020.0473

7. Ayala Sanmartin, Jesus. (1986). "Estabilidad de plasmidos tipo col E 1 en Escherichia coli K 12".
(Tesis de Maestria). Universidad Nacional Autébnoma de México, México. Recuperado de

https://repositorio.unam.mx/contenidos/77741

8. Wein, T., Hilter, N.F., Mizrahi, I. et al. Emergence of plasmid stability under non-selective
conditions maintains antibiotic resistance. Nat Commun 10, 2595 (2019).
https://doi.org/10.1038/s41467-019-10600-7

9. Wein, T., & Dagan, T. (2020). Plasmid evolution. Current Biology: CB, 30(19), R1158-R1163.
https://doi.org/10.1016/j.cub.2020.07.003

41


https://doi.org/10.1016/j.tim.2018.06.007
https://doi.org/10.1016/j.plasmid.2019.01.003
https://doi.org/10.1016/j.csbj.2020.12.0
https://doi.org/10.1128/microbiolspec.MTBP-0016-2017
https://doi.org/10.1098/rstb.2020.0473
https://repositorio.unam.mx/contenidos/77741
https://doi.org/10.1016/j.cub.2020.07.003

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Takashima, A., Kawano, H., Ueda, T., Suzuki-Minakuchi, C., Okada, K., & Nojiri, H. (2022). A
toxin—antitoxin system confers stability to the IncP-7 plasmid pCAR1. Gene, 812(146068), 146068.
https://doi.org/10.1016/j.gene.2021.146068

Munguia Zamudio, Maria Elena. (1987). "Estudios sobre estabilidad y replicacién inducible en
plasmidos tipo col el". (Tesis de Licenciatura). Universidad Nacional Auténoma de México, México.

Recuperado de https://repositorio.unam.mx/contenidos/183775

Bahl M.1., Hansen L.H., Sgrensen S.J. (2009) Persistence Mechanisms of Conjugative Plasmids. In:
Gogarten M.B., Gogarten J.P., Olendzenski L.C. (eds) Horizontal Gene Transfer. Methods in
Molecular Biology, vol 532. Humana Press. https://doi.org/10.1007/978-1-60327-853-9 5

Algarni, S., Ricke, S. C., Foley, S. L., & Han, J. (2022). The dynamics of the antimicrobial resistance
mobilome of Salmonella enterica and related Enteric bacteria. Frontiers in Microbiology, 13, 859854.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2022.859854

Barreto, M., Castillo-Ruiz, M., & Retamal, P. (2016). Salmonella enterica: a review or the trilogy
agent, host and environment and its importance in Chile. Revista chilena de infectologia: organo
oficial de la Sociedad Chilena de Infectologia, 33(5), 547-557. https://doi.org/10.4067/S0716-
10182016000500010

Gomez, O. G. (2000). Vacuna atenuada de Salmonella como vector de antigenos heterélogos.
Biomedica: Revista Del Instituto Nacional de Salud, 20(2), 131.
https://doi.org/10.7705/biomedica.v20i2.1056

Mendoza-Medellin, A., Curiel-Quesada, E., & Camacho-Carranza, R. (2004). Escherichia coli R-
factors unstable in Salmonella typhi are deleted before being segregated in this host. Plasmid, 51(2),
75-86. https://doi.org/10.1016/j.plasmid.2003.10.002

Klumper, U., Dechesne, A., Riber, L. et al. Metal stressors consistently modulate bacterial conjugal
plasmid uptake potential in a phylogenetically conserved manner. ISME J 11, 152-165 (2017).
https://doi.org/10.1038/ismej.2016.98

42


https://doi.org/10.1016/j.gene.2021.146068
https://repositorio.unam.mx/contenidos/183775
https://doi.org/10.1007/978-1-60327-853-9_5
https://doi.org/10.4067/S0716-10182016000500010
https://doi.org/10.4067/S0716-10182016000500010
https://doi.org/10.7705/biomedica.v20i2.1056
https://doi.org/10.1016/j.plasmid.2003.10.002
https://doi.org/10.1038/ismej.2016.98

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Silva, F., Queiroz, J. A., & Domingues, F. C. (2012). Evaluating metabolic stress and plasmid
stability in plasmid DNA production by Escherichia coli. Biotechnology Advances, 30(3), 691-708.
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2011.12.005

Cirz, R. T., & Romesberg, F. E. (2007). Controlling mutation: Intervening in evolution as a
therapeutic strategy. Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology, 42(5), 341-354.
https://doi.org/10.1080/10409230701597741

Merrikh, H., & Kohli, R. M. (2020). Targeting evolution to inhibit antibiotic resistance. The FEBS
Journal, 287(20), 4341-4353. https://doi.org/10.1111/febs.15370

Kurenbach, B., Marjoshi, D., Amabile-Cuevas, C. F., Ferguson, G. C., Godsoe, W., Gibson, P., &
Heinemann, J. A. (2015). Sublethal exposure to commercial formulations of the herbicides dicamba,
2,4-dichlorophenoxyacetic acid, and glyphosate cause changes in antibiotic susceptibility in
Escherichia coli and Salmonella enterica  serovar  Typhimurium.  MBio, 6(2).
https://doi.org/10.1128/mBi0.00009-15

Liao, H., Li, X., Yang, Q., Bai, Y., Cui, P., Wen, C., Liu, C., Chen, Z., Tang, J., Che, J., Yu, Z.,
Geisen, S., Zhou, S., Friman, V.-P., & Zhu, Y.-G. (2021). Herbicide selection promotes antibiotic
resistance in soil microbiomes. Molecular Biology and Evolution, 38(6), 2337-2350.
https://doi.org/10.1093/molbev/msab029

PubChem. (n.d.). Methyl parathion. Nih.gov. Retrieved November 17, 2022, from
https://pubchem.nchi.nim.nih.gov/compound/Methyl-parathion

Mella M., S., Sepulveda A., M., Gonzélez R., G., BelloT., H., Dominguez Y., M., Zemelman Z., R,
& Ramirez G., C. (2004). Aminoglucésidos-aminociclitoles: Caracteristicas estructurales y nuevos
aspectos sobre su resistencia. Revista Chilena de Infectologia: Organo Oficial de La Sociedad
Chilena de Infectologia, 21(4), 330-338. https://doi.org/10.4067/s0716-10182004000400007

Rivera Ramirez Xanthia Olinska. (2016). “Busqueda de resistencia cruzada entre antibidticos y
plaguicidas de uso agricola en Salmonella enterica” (Tesis de Licenciatura). Universidad Nacional

Autonoma de México, México.

43


https://doi.org/10.1080/10409230701597741
https://doi.org/10.1111/febs.15370
https://doi.org/10.1093/molbev/msab029
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Methyl-parathion

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Rivera Ramirez Xanthia Olinska. (2018). “Busqueda de mecanismos de resistencia bacterianos
concomitantes a pesticidas y antibioticos” (Tesis de Maestria). Universidad Nacional Auténoma de

Meéxico, México.

Suclupe-Campos, D.-O., Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, Laboratorio de Microbiologia.
Lambayeque, Perd, Aguilar-Gamboa, F.-R., & Hospital Regional Lambayeque, Direccion de
Investigacion, Laboratorio de Inmunologia y virologia. Chiclayo, Perd. (2020). Persistencia
bacteriana: un fenotipo celular de importancia clinica en infecciones crénicas y recurrentes.
Horizonte Médico, 20(1), 77-87. https://doi.org/10.24265/horizmed.2020.v20n1.1

Mendoza-Medellin, A., Camacho-Carranza, R., & Curiel-Quesada, E. (2012). Instability of
Escherichia coli R-factors in Salmonella enterica serovar Typhi involves formation of recombinant
composite plasmid structures. Plasmid, 68(2), 125-132.
https://doi.org/10.1016/j.plasmid.2012.04.004

Sheppard, R. J., Beddis, A. E., & Barraclough, T. G. (2020). The role of hosts, plasmids and
environment in determining plasmid transfer rates: A meta-analysis. Plasmid, 108(102489), 102489.
https://doi.org/10.1016/j.plasmid.2020.102489

Sambrook, J., & Russell, D. (2001). Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3rd ed.). p. A2.6.
Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Chen, S., Larsson, M., Robinson, R.C. et al. (2017). Direct and convenient measurement of plasmid
stability in lab and clinical isolates of E. coli. Sci Rep 7, 4788. https://doi.org/10.1038/s41598-017-
05219-x

Hall, J. P. J., Wright, R. C. T., Harrison, E., Muddiman, K. J., Wood, A. J., Paterson, S., &
Brockhurst, M. A. (2021). Plasmid fitness costs are caused by specific genetic conflicts enabling
resolution by compensatory mutation. PLoS Biology, 19(10), e3001225.
https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3001225

Qiu, D., Ke, M., Zhang, Q., Zhang, F., Lu, T., Sun, L., & Qian, H. (2022). Response of microbial
antibiotic resistance to pesticides: An emerging health threat. The Science of the Total Environment,
850(158057), 158057. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2022.158057

44


https://doi.org/10.24265/horizmed.2020.v20n1.1
https://doi.org/10.1016/j.plasmid.2012.04.004
https://doi.org/10.1016/j.plasmid.2020.102489
https://doi.org/10.1038/s41598-017-05219-x
https://doi.org/10.1038/s41598-017-05219-x
https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3001225
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2022.158057

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Alvo, A, V., Téllez G, V., Sedano M, C., & Fica C, A. (2016). Conceptos basicos para el uso
racional de antibioticos en otorrinolaringologia. Revista de Otorrinolaringologia y Cirugia de Cabeza
y Cuello, 76(1), 136-147. https://doi.org/10.4067/s0718-48162016000100019

Veitia Veldzquez, J., Salgado de Velazquez, J., & Valery Méarquez, F. (2008). Combinacion de
antibiéticos en pediatria. Archivos venezolanos de puericultura y pediatria, 71(3), 96-102.
http://ve.scielo.org/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0004-06492008000300007

Lopatkin, A.J., Meredith, H.R., Srimani, J.K. et al. Persistence and reversal of plasmid-mediated
antibiotic resistance. Nat Commun 8, 1689 (2017). https://doi.org/10.1038/s41467-017-01532-1

Friehs, K. (2004). Plasmid copy number and plasmid stability. Advances in Biochemical
Engineering/Biotechnology, 86, 47-82. https://doi.org/10.1007/b12440

Wang, Y., Yu, Z., Ding, P. et al. Non-antibiotic pharmaceuticals promote conjugative plasmid
transfer at a community-wide level. Microbiome 10, 124 (2022). https://doi.org/10.1186/s40168-022-

01314-y

Jordt, H., Stalder, T., Kosterlitz, O. et al. Coevolution of host—plasmid pairs facilitates the emergence
of novel multidrug resistance. Nat Ecol Evol 4, 863-869 (2020). https://doi.org/10.1038/s41559-020-
1170-1

Zwanzig, M., Harrison, E., Brockhurst, M. A., Hall, J. P. J., Berendonk, T. U., & Berger, U. (2019).
Mobile  compensatory  mutations  promote  Plasmid  survival.  MSystems,  4(1).
https://doi.org/10.1128/msystems.00186-18

Hall, J. P. J., Brockhurst, M. A., Dytham, C., & Harrison, E. (2017). The evolution of plasmid
stability: Are infectious transmission and compensatory evolution competing evolutionary
trajectories? Plasmid, 91, 90-95. https://doi.org/10.1016/j.plasmid.2017.04.003

Navarro, J. R. (s/f). Diversidad plasmidica en cepas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae:
Comparacion entre aislados comensales y clinicos. Tdx.cat. Recuperado el 8 de marzo de 2022, de
https://www.tdx.cat/bitstream/handle/10803/671304/jrn1del.pdf?sequence=1

45


https://doi.org/10.4067/s0718-48162016000100019
http://ve.scielo.org/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0004-06492008000300007
https://doi.org/10.1038/s41467-017-01532-1
https://doi.org/10.1007/b12440
https://doi.org/10.1186/s40168-022-01314-y
https://doi.org/10.1186/s40168-022-01314-y
https://doi.org/10.1038/s41559-020-1170-1
https://doi.org/10.1038/s41559-020-1170-1
https://doi.org/10.1128/msystems.00186-18
https://doi.org/10.1016/j.plasmid.2017.04.003
https://www.tdx.cat/bitstream/handle/10803/671304/jrn1de1.pdf?sequence=1

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Billane, K., Harrison, E., Cameron, D., & Brockhurst, M. A. (2022). Why do plasmids manipulate
the expression of bacterial phenotypes? Philosophical Transactions of the Royal Society of London.
Series B, Biological Sciences, 377(1842). https://doi.org/10.1098/rstb.2020.0461

Rodriguez-Beltran, J., DelaFuente, J., Le6n-Sampedro, R., MacLean, R. C., & San Millan, A. (2021).
Beyond horizontal gene transfer: the role of plasmids in bacterial evolution. Nature Reviews.
Microbiology, 19(6), 347-359. https://doi.org/10.1038/s41579-020-00497-1

Chukwudi, C. U., & Good, L. (2015). The role of the hok/sok locus in bacterial response to stressful
growth conditions. Microbial Pathogenesis, 79, 70-79.
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2015.01.009

Morejon Garcia, M., Salup Diaz, R., & Cué Brugueras, M. (2003). Actualizacion en tetraciclinas.
Revista cubana de farmacia, 37(3), 1-1.
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-75152003000300008

Ashenafi, M., Ammosova, T., Nekhai, S., & Byrnes, W. M. (2014). Purification and characterization
of aminoglycoside phosphotransferase APH(6)-1d, a streptomycin-inactivating enzyme. Molecular
and Cellular Biochemistry, 387(1-2), 207-216. https://doi.org/10.1007/s11010-013-1886-1

Ghodke, H., Paudel, B. P., Lewis, J. S., Jergic, S., Gopal, K., Romero, Z. J., Wood, E. A., Woodgate,
R., Cox, M. M., & van Oijen, A. M. (2019). Spatial and temporal organization of RecA in the
Escherichia coli DNA-damage response. ELife, 8. https://doi.org/10.7554/eL ife.42761

Fisher, R. A., Gollan, B., & Helaine, S. (2017). Persistent bacterial infections and persister cells.
Nature Reviews. Microbiology, 15(8), 453-464. https://doi.org/10.1038/nrmicro.2017.42

Bochner, B. R., Huang, H. C., Schieven, G. L., & Ames, B. N. (1980). Positive selection for loss of
tetracycline resistance. Journal of Bacteriology, 143(2), 926-933.
https://doi.org/10.1128/jb.143.2.926-933.1980

46


https://doi.org/10.1098/rstb.2020.0461
https://doi.org/10.1038/s41579-020-00497-1
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2015.01.009
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-75152003000300008
https://doi.org/10.1007/s11010-013-1886-1
https://doi.org/10.7554/eLife.42761
https://doi.org/10.1038/nrmicro.2017.42
https://doi.org/10.1128/jb.143.2.926-933.1980

Anexos

Anexo 1. Test de Concentracion minima inhibitoria para S. typhi para pesticida metil paration. A
(control sin estrés), B (0.3267 mg/ml), C (0.4084 mg/ml), D (0.6127 mg/ml).
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Anexo 2. Se muestra el experimento a menor escala donde se realiz6 una master plate de 12 parches,
observando la integridad de estos en los medios con todos los selectores. Al (NB), A2 (NB+Tc), B1
(NB+Sm), B2 (NB+Tc+Sm).
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