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V' . ANTECEDENTES

Desde el descubrimiento de los pl&smidos, gue son moléculas -

de DNA extracromosomal, superhelicoidal, capaces de replicarse en forma -

autdnoma del cromosoma, &stos han jugado un papel muy importante en el --

desarrollo de diferentes areas del conocimiento:

a)

b)

c)

En Medicina, ya gque muchas de las resistencias a diferentes tipos
de antibidticos en bacterias, se deben a la presencia de este -~
tipo de moléculas, las cuales pueden ser intercambiadas inter- e

intraespecie.

En la Biologia Molecular, en el estudio de la funcibn y estructu
ra del material genético ya que muches de los avances hechos en

esta drea en la Gltima década, han sido posibles a través de los

plésmidos.

En la Biotecnologia que utiliza a la Ingenierfia Genética como una

herramiente clave.

Los plasmidos presentan dos propiedades que los hacen una --

herramienta muy Otil:

1.

En general presentan un tamafio relativamente pequefio, que fluc--
tua en un rango de 1.5 a 300 megadaltons, lo cual facilita su -

manipulacién in vitro en comparacidén con el cromosoma.

Son mol&culas generalmente dispensables para la célula: es de--
cir, la bacteria puede vivir sin ellas y en la mayoria de los --

casos las funciones codificadas por ellas, como son las resisten



cias a antibidticos, son fAcilmente detectables.

En el presente trabajo se estudiaron algunos aspectos de la
regulacidn de la expresidn genética de diferentes pldsmidos que confie-—

ren resistencia tetraciclina (Tc) en la bacteria hu@sped.



IT.

INTRODUCCION

La existencia de pldsmidos ha sido detectada en un gran niime-

ro de bacterias, tanto gram nhegativas (Escherichia, Salmonella, Proteus,

Pseudomonas, etc.) come gram positivas (Estafilococo, Estreptococo,

-

Neumococo, etc.). La gran diversidad de pldsmidos ha originado que se les

agrupe de acuerdo a ciertas caracteristicas como son: informacidn gend-

tica, incompatibilidad, sistema de transferencia, etc.

De acuerdo a la informacidn gendtica que poseen se les ha di-

vidido en: plasmidos de tipo F, tipo Col, tipo R, etc. En este trabajo

nos ocuparemos especificamente de los plismidos tipo R, los cuales poseen
informacidn genética gue confiere a la célula hufsped resistencia a la ~-
accién de diversos antibidticos y/o iones de metales pesados, de donde ~-—

deriva su nombre (factor de resistencia).

Las infecciones bacterianas han sido una de las mayores causas
de enfermedades humanas vy de animales. Una proporcifn importante de és--
tas son causadas por bacterias de tipo gram negativo, mds que por bacte~-
rias de tipo gram positivo (1). La introduccién de los antibidticos como
tratamiento de las enfermedades microbianas, marcd un avance importante -~

en la Medicina; sin embargo, su uso indiscriminado indujc a la aparicidn

de un niimero creciente de bacterias tanto gram positivas como negativas,
resistentes a uno o més antibibticos, debido a la fuerte seleccién en

favor de los organismos resistentes.




Alrededor de 1963, se aislaron por primera vez los plasmidos de tipo
R en bacterias gram negativas (Entecrobacterias) v se les relaciond con la
presencia de la resistencia a los antibifticos de la cepa en estudio (2).
Fl hecho de que las resistencias a las drogas pudieran ser transferidas
de una bacteria a otra, se descubrid en 1960 en Japdn (3). En algunos --
casos se Jdemostrd que la transmisidn por conjugacidn de la resistencia a
varios antibiéticos no relacionados era simultdnea; es decir, &ste se ~-
debia a la presencia de un solo plidsmido (4). Se ha observado que en los
factores "R" que confieren resistencia milltiple, frecuentemente los genes
involucrados on ésta se encuentran agrupados en uha regidn llamada deter-
minante de resistencia (r-det), la cudl estd flanqueada por secuencias de
insercién I¢ repetidas directas. En general, este r-det se encuentra --
unido a un segundo elemento llamado factor para la transferencia de la re
sistencia (RTF), el cual codifica para funciones de replicacién, incompa-

tibilidad y transferencia del plésmido (5) (Fig. 1).

FIGURA 1l: PLASMIDO TIPO "R"




Origen de la Resistencia

Mucho se ha especulado en cunanto al posible origen de los ge-
nes presentes en plismidos y qué confiereﬁ resistencia a un gran ndmero -
de antibidticos. Una de las hipStesis mds plausibles que se ha propuesto
es la hipStesis de Walker y Walker (6), en la que se sugiere gue &stos --
pudieron originarse en los microorganismos productores de antibidticos --
(7). Existen una serie de argumentos gQue apoyan esta hipdtesis, algunos

de los cuales se citan a continuacién:

Primero, el hecho de que el género de los Streptomycetos, que produ-
cen una gran cantidad de antibiSticos, presentan un mecanis

mo de autoproteccién al antibibtico que producen.

Segundo, en los Streptomycetos se han encontrado enzimas especificas
gue inactivan a los antibidticos producidos. Estas enzimas
son semejantes a las encontradas en cepas bacterianas con -

plasnidos de tipo R (7).

Tercero, la presencia de plismidos en los organismos productores de
los antibidticos. Por ejemplo, en una cepa de Streptomyce-
tos productora de tetraciclina, se describid la presencia -
de un plismido que codifica para'la resistencia de este an-

tibidtico (8).

Por Gltimo, el hecho de gue los organismos que producen anti-
bidticos coexisten con diferentes bacterias, genera la posibilidad de --

transferencia de material genético por conjugacidn, transduccidn on trang



formacidn, entre estos microorganismos.

En apoyo a esta hipStesis, Watanabe ha sugerido que algunos -~
genes cromosomales pudieron incorporarse a plasmidos RIF promiscuos pre—-—
sentes en la cepa productora (10). No existe, sin embargo, una evidencia
contundente que demuestre este tipo de hipdtesis, lo cudl deja este campo

abierto a una gran cantidad de estudios.

Mecanismos de Resistencia a Antibifticos

Existen dos formas mediante las cuales una bacteria puede ad
gquirir una resistencia a un cierto antibiético: wuna, es por la presencia
de una mutacidn espontinca en un gene cromoscmal, En general, en este -
caso existe una modificacién del sitio blanco para el antibidtico, de tal
manera que éste no puede reconocerlo y actuar en €l, La otra, es por la
presencia de un pl8smido "R". En este caso se sintetizan proteinas espe-
cificas que modifican, de alguna manera, la interaccifn del antibiftico -
con su sitio de accibn. Existen tres mecanismos por las cuales se puede

generar la resistencia a los antibifticos por un plismido "R" (11):

1. Modificacidén del sitio blanco (resistencia a eritromicina) (12)

2. Modificacibn quimica del antibidtico (resistencia a ampicilina,
kanamicina, estreptomicina, etc.). Este es el mecanismo de re--

sistencia mis f£recuente.

3. Interferencia con el transporte del antibibético. Uno de los ~—-
ejemplos mis intrigante y mejor conocido de este mecanismo, es
el caso de la resistencia a la tetraciclina, siendo los plasmi-

dos que codifican para esta resistencia sobre los que se basard



el trabajo.

Estructura y produccifn de la Tetraciclina

La.familia de las tetraciclinas, en las que se encuentra la -
tetraciclina; clorotetraciclina, oxitetraciclina y dimetil-clorotetraci--

clina (Fig. 2) pertenecen al grupo de antibidticos denominados de amplio

espectro. Este tipo de antibifticos son muy usados en la clfinica.

———

(Figura 2} (13).

FIGURA 2
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Las tetraciclinas, al igual que la mayorfia de los antibidti-

cos aminoglicosilados conocidos (estreptomicina, neomicina, kanamicina,

etc.), son producidas por el género Streptomyces. Entre estos tenemos a

Streptomyces rimosus que produce oxitetraciclina, Streptomyces aurofaciens

productora de clorotetraciclina y la Tc producida por ambos géneros.

Los tres antibidticos wmencionados actuan en forma parecida en
las cé&lulas bacterianas y el efecto fenotipico distinguible es una baja -

total de la sintesis de protefnas de la célula sensible a la droga.

Mecanismo de penetracidn y modo de accidn de las tetraciclinas

En la actualidad no existe un modelo consistente que explique

la acumulacién de la droga en la célula.

La envoltura celular de las bacterias gram negativas consiste
de tres estructuras distintas: la membrana externa, la pared celular y -
la membrana interna; entre las dos primeras y la Gltima se encuentr; una
regidén denominada espacio periplidsmico. Estas bacterias son poco pexrmea-
bles a antibiéticos como la penicilina G, la rifampicina, etc. pero muy -

permeables a las tetraciclinas.

La T¢ penetra a la c8lula por un transporte activo precedido
por un movimiento independiente de energia (14). El movimiento indepen--
diente de energia es una difusifn del antibidtico a través de los poros -
acuosos Ia (de acuerdo a la terminologia de Henning) de la membrana extexr

na (15).



Las tetraciclinas son &cidos que en solucidn producen cuatro
formas idnicas diferentes, de las cuales fnicamente la forma de 1la prime

ra disociacidn es capaz de penetrar a ia bacteria (THZ) (Fig. 3).
Figura 3

Esquema de disociacidn de la Te

K Tc2 + H
TcH} == TcH, + B = Ton” 4+ B =

- 2+
Ky K, \\ + Mg

Una vez que la droga ha penetrado la membrana externa, entra

al espacio peripldsmico donde se protona e interactfia con la membrana in

terna. Posteriormente, el antibiStico penetra la membrana interna a tra

vés de un transporte activo (16).

Existen tres tipos de transporﬁe activo en E. coli y cotras -~

bacterias:

1. Aquellos que reguieren ATP como fuente primaria de energfa, como

el transporte de glutamina,

2. Aguellos en los que existe una modificacién enzimdtica del sus
trato durante el transporte, a través de enzimas membranales y -
citoplAsmicas, como el transporte de hexosas.

3.

Los que dependen de una fuerza protomotiva que provoeca un gra--

diente electroquimico de ionesg hidrégeno.



Existen una serie de experimentos contradictorios para tratar
de situwar el paso de la Tc en alguno de los tipos de transporte activo. -
La entrada de Tc es ompletamente inhibida por arsenato (inhibidor de la
sintesis de ATP), cianuro (inhibidor en la citocromo oxidasa) y 2~4 dini-

trofencl (disipador dce la fuerza protomotriz). Los datos mids recientes -

concluyen que la fuerza protomotriz, por si sola, es suficiente para el -~

transporte de la Tc (16). Otros autores han propuesto gque la Tc penetra

a la célula utilizande un sistema de acarreadores que se expresan en for-
ma constitutiva, como el transporte activo para magnesio {(17) o para los

acidos dicarboxilicos !18). Cualguiera que sea el transporte utilizado,

la Tc penetra activamente al interior de la cé&lula donde inhibe la sinte-~

sis de proteinas.

Aunque su efecto primario no se encuentra bien dilucidado, se
acepta que las tetraciclinas inhiben la sintesis de protefnas al impedir
la unidén del aminoacil~-tRNA al sito A de la subunidad 30S del ribosoma ~-
{19). Sin embargo, estos antibidticos provocan una multitud de efectos -
secundarios, ya que se combinan con iones metidlicos esenciales (20} y con

compuestos ciclicos, como la ribofiavina y el Adcido adenflico (21), ademds

de inhibir el transporte de electrones (22).

Mecanismo de resistencia a la Tetraciclina

El mecanismo mAs comfin de resistencia a los antibidticos de--
terminado por plésmidos, es la modificacién quimica del antibidtico por ~
ia presencia de enzimas especificas, como son: acetil transferasa, hidro~

lasas, fosfotransferasas, etc. (7). Sin embargo, como ya se menciond, el




mecanismo de resistencia para las tetraviclinas no actua de esta forma;

en este case, ni el antibidtico ni el sitio blanco son modificados.

La resistencia a la Tc esta determinada por un gran nimero de

plésmidos naturales. Esta resistencia es inducible: es decir, las bacte

rias incrementan su nivel de resistencia a la Tc si se les expone previa-

mente a dosis subinhibitoria del antibidtico (23). La resistencia se ex-

presa por un decremento en la acumulacién del antibiStico en el interior

de la célula; este decremento se originap or una disminucidn de la permea

bilidad de las células a las tetraciclinas (24). TLevy et al. (25), llega

ron a la conclusién de gue el mecanismo de resistencia parece estar aso-~
c¢iade con la habilidad de las cepas resistentes a “"bombear" al antibidti-

co hacia el exterior de la c&lula. Este mecanismo es efectivo y reduce -

la concentracidn del antibibtico dentro de la c&lula a nivel mAs bajo que

la concentracidn necesaria para que la asociacién ribosoma-antibiético --

pueda llevarse a cabo.

El mecanismo de resistencia a las tetraciclinas no ha sido ~~
afin bien definido a nivel molecular; sin embargo, se sabe que la concen-~
tracidn intracelular del antibidtico es menor en las cBlulas resistentes
que en las sensibles. Esto se debe, al parecer, tante a una disminucidn
de la permeabilidad de las c@lulas al antibidtico, como a una expulsioén -
activa del mismo por la célula. Algunos autores proponen gue ademds e =

estos mecanismos existe un tercer modo de proteccidn, el cual impide la -

interaccidn de las pocas moléculas presentes dentro de la célula con los

ribosomas (25).



El mecanismo de resistencia involucra la sintesis de protei-
nas especificas, las cuales al parecer se encuentran requladas negativa-

mente y son las responsables del fenSmeno de resistencia.

El estudio de diferentes plasmidos que confieren resistencia
a Tc ha mostrado fuertes diferencias entre algunos de estos, lo cual ha -

originadeo que se proponga varias clasificaciones.

Chabbert (26) clasificd a los factores de resistencia a Tc --
en dos grupos, dependiendo de su comportamiento frente a la minociclina,
que es una nueva clase de Tc semi-sintética con una actividad mayor que -

otros antibidticos de esta familia.

1. Grupo Tet A, el cual es asignado a aquellos factores gue deter--
minan una resistencia media a la Tc y una baja resistencia a la

minociclina.

2. Grupo Tet B. Dentro de este grupo se tienen a los pldsmidos que
determinan un alto nivel de resistencia a la Tc y una resisten--

cia moderada a la minociclina.

El incremento del nivel de resistencia durante la induccidn -
es mayor para los pldsmidos pertenecientes al grupo Tet A que los del gru
po Tet B. La minociclina, a diferencia de la Tc, es un mal inductor de -

la resistencia (27).

McMurray, propuso otra clasificacién para los factores de --
resistencia a la Tc. Esta clasificacidn se basa en el nivel de resisten-

cia de los plésmidos al antibiStico, proponiendo cuatro grupos (28},



La Gltima clasificacién que se ha propuesto y que reune a las
anteiores, es la clasificacién de Méndez et al. (29). En esta clasifica
cién los plasmidos se agrypan no solo por el nivel de resistencia que de;
texminan, sino por similitud genética determinada por estudios de hibridi
zacidn DNA-DNA. Con base en las diferencias a nivel genético y reuniendo
las encontradas con anterioridad: nivel de resistencia a Tc y comporta--
miento frente a la minociclina, se propusieron cuatro clases. Dentro de
tres de estas clases se encuentra la mayoriaz de los plésmidos que confie-
ren resistencia a la Tc¢, con excepcidn de uno, el RAl, el cual fue coloca

do en la cuarta clase, ya que no comparte caracterfsticas de ninguna de =~

las anteriores.
Las cuatro clases propuestas por Méndez et al. son:

1. Clase A. Dentro de esta clase se encuentran plasmidos que expre
san. baja resistencia a la Tc y poca o ninguna resistencia a los
andlogos del antibibtico, minociclina y chelocardina. Estos de

terminantes corresponden al grupo Tet A de Chabbert,.

Dentro de esta clase se incluyen plasmidos que presentan un com
portamiento diferente a otros plasmidos de esta clase frente a
1a chelocardina, por lo que se les colocd en una subclase de la

clase A.

2. Clase B. Pldsmidos que se incluyeron dentro de esta clase expre-
san una resistencia igual a los andlogos de la Tc dque la Tc misma

{(Grupo Tct B de Chabbert).



Dentro de esta clase existen determinantes con comportamiento fe
notipico diferente a la clase en cuanto al nivel de resistencia

a Tc, por lo que &stos son colocados dentro de una subclase de r

la clase B.

3. Clase C. esta compuesta por plismidos que determinan baja resis-

tencia a la Tc y sensibilidad a los andlogos del antibidtico.

4, Clase D. Un s8lo plasmido: RAl. Este pldsmido determina alta -

resigtencia a Tc.

La no hibridizacidén del material gen&tico del plésmido pertene
cientes a clases diferentes involucradas en la resistencia a la Tc implica
que plasmidos pertenecientes a una clase, codifican para productos no espe

cificados por pldsmidos de otro grupo.

La clasificacién y algunas caracteristicas de la misma se mues

tran en la Tabla I.

A pesar de las diferencias antes mencionadas, algunos plasmi-—
dos pertenecientes a clase diferentes, codifican para protefnas de peso -—-

molecular, funcidn y lacalizacidn celular semejante.

Durante la induccidn de la resistencia, se sintetizan una o --—
mas proteinas membranales. Una de estas proteinas inducibles de membrana
interna se ha denominado proteina TET, y es posiblemente la proteina mis -

Y
importante en el fendémeno de la resistencia al antibiético en los plasmi--

dos pertenecientes a la clase B. El peso molecular de la proteina TET es

de 36 Xd y su funcidn parece relacionarse con el fendmeno de exclusidn de



TABLA I
CLASIFICACION DE LOS DETERMINANTES DE RESISTENCIA A TETRACICLINA

-
e

Resist a tc (ug/md PlasmidofH{omologia con el

. Resistencia a analogos L
Clase| Plasmido (ug/m) rototipe mearcador TcR

minoc chslo

A RP4, RP1 >75<150 =56>10 <5 R Fragmento Smal
R44GL,pIP1S de RP1 (750 pb)
piP7, piP113

At R386, N3 5 =6<10 =5<10 R386

B R222.0P87 |=150<200 =10 =5 R222 Fragmento de Hind @
R136, R455 de Tn 10 (4485 pb)

R688, R7

RG21a, R724

B1 | R725,R27 | 250100 | =5<10 =5<10 R27

- C pSC101,R144 <25 <B <5 pSC101| Fragmento de BSTN1
BP219, pRI2O de pBR322 (780 pb)

D RA1 100 <5 <5 RA1 |[Nosondeckse A BoC
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la Tc de la cé€lula (30). Proteinas TET de 34 Kg de peso molecular, fun--
cidén y localizacién semejante, son codificadas por determinantes pertene
cientes a las dos clases restantes (31). Este tipo de semejanza ha sido
encontrado tambi&n para otras proteinas involucradas en la resistencia a

Tc determinada por plasmidos pertenecientes a diferentes clases.

A pesar de que las diferentes secuencias de DNA implicadas en
el fendmenc de resistencia parece no tener un origen comiin y haber evolu-
cionado separadamente una de otra, existe una clara convergencia evoluti-

va entre ellas, ya gue sus productos actldan de manera semejante.

Esta aparente convergencia evolutiva sucitd nuestro interés -

para tratar de conocer algunos aspectos sobre la regulacidn de la resis—-—

tencia a Tc en diferentes plédsmidos.

Existen diferentes niveles de regulacidn de la expresidn gené
tica gue pueden ser abordados. Unc de ellos es una posible regulacién de
pendiente del estado de superenrollamiento del DNA (32). Existern datos -
interesantes a este respecto, en los gue se ha visto jque dependiendo de -
este estado algunos genes especificos pueden modular su nivel de trans---
cripcidn, e inclusc algunos genes que han sido relajados no pueden ser
transcritos los cuales hacen suponer gue e¢ste mecanismo es importante pa-

ra la expresidn genética.



Resultaba importante el estudiar este nivel de requlacibn so-
bre la expresidn de los genes de resistencia a Tc en diferentes plismidos

y observar si existfa alguna semejanza entre ellos.

Existen varias hip8tesis sobre el papel que desempeiia el esta
do de superenrollamiento del DNA para la transcripcidn, una de ellas es -
que algunas regiones promotoras de genes puedan ser abiertas (complejo de

iniciacién) mds fAcilmente, sdlo si se encuentran superenrolladas.

En los siguientes plrrafos abordaremcs algunos aspectos sobre
la egtructura tridimensional del DNA y su posible intervencifn en la regu

lacién.

DNA Girasa Estructura y Funcién

La DNA girasa o topoisomerasa II cataliza el superenrollamien
to negativo del DNA circular cerrado de doble cadena, en una reaccidn de-

pendiente de energia como se ve en la Fig. 4.

La girasa pertenece al grupo de enzimas denominadas TOPOISOME
RASAS, que tienen como sustrato al DNA, dando lugar a conformaciones se--

cundarias de otros Ordenes (33).

El DNA, tanto de organismos procariontes como de eucariontes
se encuentra normalmente superenrollado. En los primeros este superenro
llamiento es negativo; es decir, en direccién opuesta a la doble hélice,
dando un giro aproximadamente cada 15 vueltas de la hélice Watson Crick

{Forma B del DNA): este superenrollamiento al parecer alivia la tensidn
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Fig. 4.- REACCION CATALIZADA POR LA TOPOISOMERASA 1L
(DNA GIRASA)

ATP

N/




generada por la estructura tridimensional del DNA (34).

La DNA girasa es la Unica topoisomerasa conocida en procarion
tes éue cataliza e] superenrollamiento del DNA (35). Esta enzima esta --
ay.arentemente conscrvada aln en eucariontes va que se han encontrado enzj,
mas semejantes (36). La girasa es una enzima tetramérica, con un peso --
molecular de 400 Kd compuesta de dos subunidades diferentes (dos subunida

des A vy dos B) o

Bz. La subunidad A, gue pesa 105 Kd. esta codificada -

2
por el gene gyrA (nalA). Esta subunidad cataliza las reacciones de corte
y reunidn del DNA y determina la sensibilidad de la célula a los &cidos -
ndlidixico y oxolinico. La subunidad B es una proteina de 95 Xd., codifi
cada por el gene gyrB (couB) y media las actividades que requieren la pre

sencia de ATP ya que es una ATPasa. Esta subunidad controla la sensibili

dad a coumermicina Al y a la novobiocina (37).

la reaccidn de superenrollamiento presenta dos componentes: =
a) un proceso dependiente de ATP, el cual reduce el nlimerc de cruzamiento
(linking number)} (38), introduciendo un superenrollamiento negativo en el

DNA c¢ircular duplex.

b) una reaccién de corte y cierre gque resulta en el relajamiento de la --

molécula de DNA en ‘ausencia de ATP.

El modelo mas reciente que explica el superenrollamiento ne--
gativo del DNA, es ¢l mecanismo de inversidn de signo (39). En este mode
lo se postula que la DNA girasa introduce vueltas tanto positivas como ne
gativas; posteriormente las vueltas de signo positivo son pasadas al sig—
no negativo por medio de un corte de doble cadeﬁa como se puede ver en la

Figura S.
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Existen inhibidores especificos para cada una de las subuni-
dades de la DNA girasa y aunque todos ellos provocan el relajamiento del
DNA; funcionalmente son diferentes. EL &cido nalidixico y el dcido oxo=
linico actuan sobrxe la subunidad A relajando el DNA; como efecto colate-
ral provocan cortes en el DNA. La coumenrmicina y la novobiocina inhi--
ben la subunidad B y como consecuencia existe un relajamiento del DNA —-
(40). En E. coli, la DNA girasa cataliza una reaccidn adicional que es
la concatenacidn y desconcatenacidn del DNA al efectuar cortes de doble

cadena en la molé&cula de DNA.

Las actividades de esta enzima y de los inhibidores se ven en

la Figura 6.

La DNA girasa se encuentra involucrada en varios procesos —-
celulares, entre ellos tenemos: A superenrcllamiento del cromoscma (41),
replicacidn (42), reparacién (43), transposicidén (44), transcripcidn --

(45), etc.

En las bacterias, l1la mayorfa de la regulacidén de la expre-—--
sidn genética que ocurre a nivel de transcripcidn, se debe a proteinas -
reguladoras (represores o activadores), a catabolitos que interaccionan
con el DNA o con las proteinas regulatorias. Sin embargo gran cantidad
de estudios in vivo (46) e in vitro, han mostrado que 1los inhibidores de
la girasa interfieren selectivamente con la expresién de algunos genes -
(47} . Se ha encontrado gue algunos genes sc ven altamente afectados al
inhibir la girasa mientras que otros no, siendo clasificados como genes
dependientes o independientes de girasa. Esta dependencia o independen-

cia al parecer responde a caracteristicas del propio gen y puecde ser ox-



Fig. 6.- ACTIVIDADES DE LA DNA GIRASA
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plicada por el contenido de A-T y G-C en la zona de iniciacifn de la --
transcripcién, de tal manera gue genes ricos en A-T son independientes -
en comparacién con los ricos en G-C (47). Otra posible explicacidn es -
la propuesta por Sanzay (46) en la cual se propone que la relajacidén del
DNA modifica la interaccién RNApolimerasa- DNA en promotores sensibles a

represidn catabBlica.



ITI. OBJETIVO

El fendmeno de resistencia a antibidticos por plismidos es -
muy estudiade; no solo porque médicamente es de gran importancia, sino -
porgue el fendmeno en si abre una puerta hacia el conocimiento de meca~-

nismos desconocidos.

La resistencia de las bacterias hacia el antibidtico Tc ha -
sido ampliamente estudiada, ya que a diferencia de otras resistencias en
plismidos 8sta es sumamente compleja, tanto por ¢l niimero de determinan-

tes gue han coevolucionado, como por el niimerc de proteinas involucradas

en ella.

El estudio de este mecanismo de regsistencia ha sido extenso
en lo que se refiere a las diferentes proteinas inducidas, a los niveles
de resistencia y a su comportamiento frente a andlogos del antibibtico;
sin embargo, queda un gran nimero de preguntas por resolver. Existe toda
una serie de aspectos que afin no han sido abordados en lo que se refiere
a los fendmenos de requlacidn de la resistencia gue ha llamado nuestra -
atencidn. El objetivo general de este trabajo es el estudio de algunos
mecanismos regulatorioé de genes involucrados en la resistencia a Tc'en

diferentes plésmidos.

Como se menciond, el estado de superenrollamiento del DNA --
puede ser visto como un nivel mds de regulacidn de la expresidn gentica
y se tiene la evidencia de que un gel involucrado en la resistencia a la

Tc en un plasmido construido in vitro (pBR322) depende para su expresidn



de girasa (48). Esto ha motivado nuestro inter&s para llevar a cabo un
estudio mis completo sobre la influencia de la DNA girasa en la expre—-—
si%n de los genes de xesistencia a Tc de plismidos naturales pertenecien

tes a las diferentes clases propuestas por Méndez et al. (Tabla I).

Este estudio prtende determinar si existe alguna similitund
en la regulacidén a nivel de la superestructura del DNA, a través de la
expresidn de las diferentes proteinas involucradas, ya gue si bien la se
cuencia de DNA es diferente, las caracteristicas de éstas, como sSe men--

ciond, son semejantes.



VI. SISTEMA EXPERIMENTAL

El sistema experimental usado fué el de minic&lulas (49) que
son “"c&lulas" carentes de cromosoma que derivan de la regidn polar de la
célula productora por una divisibn aberrante. Se han encontrado cepas -

matantes productoras de minicélulas en varias especies bacterianas como

E. coli (50), S. typhymurium (51), Bacillus subtilis (52} y Hemophylus -

influenzae (53). Las cepas productoras de minicélulas en E. coli deri--

van de la cepa P678~54, la gque presenta dos mutaciones cromosomales: -——

minA y minB (50).

Las minic&lulas se producen en forma continua durante el cre
cimiento de la cepa productora, pero su produccifn aumenta durante la fa
se estacionaria del cultivo. Estas "células" tienen un tamafio pequefio -
(0.70 1) en comparaciBn con las células normales (2.8 x 0.80 U}, lo que
facilita su purificacién. Las minicélulas conservan, a excepcidn del -—~
cromosoma, todas las caracteristicas de la célula de donde derivan: pa-~
red celular, membrana celular, ribosomas, RNA, proteinas y sistema de ge

neracién de energia; son células mStiles con una vida media de 48 horas.

Una de las caracteristicas mis notables de las minicé&lulas,
es que a ellas se segregan los plasmidos presentes en la célula progeni-
tora, los cuales pueden ser estudiados sin la interferencia del cromoso-
ma {54). Existen plasmidos que practicamente no se segregan a las mini-
cédlulas como son F' y el fago Pl, probablemente debido a que 8stos se en

cuentran asociados al cromosoma de la cé@lula (49). Las minicélulas, al



igual que la célula de donde derivan, tiene la capacidad de conjugacién

y pueden ser infectadas por fagos.

Todas estas caracteristicas han sido ampliamente utilizadas -
para estudiar diferentes fendmenos: divisidn celular, distribucidn de --
macromoléculas (55), transcripcidn, traduccidn, conjugacién (56), estruc-
tura de la pared celular. Las minicé&lulas se utilizan también para estu-

dios de expresibn genética de plismidos naturales ¢ recombinantes (57).

Para nuestros propdsitos las minicé&lulas resultan ser un sis-—
tema muy Util, va que a través de 8ste es posible observar la expresidén -
diferencial de los plasmidos involucrados en la resistencia a la Tg¢, sin

" la interferencia de las proteinas codificadas por el cromosoma. De los
sistemas que existen para este tipo de estudios: Zubay (58), maxicélu--—-
las (59), y minic&lulas, este ltimo es el mis facil de manejar y el que

mas se acerca a las condiciones in vivo.

Plasmidos

Los plasmidos utilizados se enumeran en la Tabla IIT, cada -
uno de ellos pertenece a una clase diferente {(Tabla I) y sus caracteris-

ticas se describen a continuacién:

1. Plasmido pSCl01l. Este plasmido fué@ considerado por mucho tiem-~
po un derivado, del plismido R-65 por técnicas de manipulacién
in vitro (60); sin embargo, al parecer pPSCl101 es un plismido --

natural anteriormente denominado SP219 (61).



crados en la resistencia a Tc;

El pldsmido pSC1OL codifica para cuatro polipfptidos inveolu-

de los cuales, uno se sintetiza constitu~

tivamente y tres son inducibles con Tc (62):

a)

b)

c)

d)

Polipéptido de 34 Kd. Es una proteina inducible de membrana in

terna, cuya funcidn se relaciona con el blogueo de la entrada -

del antibidtico a la célula. Es una de las proteinas mis impor

tantes, ya que por si sola puede conferir el fenotipo de resis-

tencia de la c&lula al antihidtico (63).

Polipéptido de 24 Kd., Es una proteina membranal inducible, su
funcién se desconoce hasta la fecha. 8in embargo,” su ausencia
no altera la resistencia a la Tc por lo gue se concluye gue no

es necesaria para ésta (64).

Polipéptido de 18 Kd. Es una proteina de la membrana intexrna,
su expresidén es constitutiva e interviene, al igual gue la pro-

tefna de 34 Kd, en la baja de la permeabilidad de la c€lulas al

antibidtico.

Polipéptido de 14 Kd. Esta proteina es inducible y reduce la -

unidn rdpida dependiente de ATP de la Tc a la c@lula.

Se ha propuesto ademés la existencia de un polipéptido represor

de 36 K4 (65) (Apéndice 1).

Plismido RL0O0. Este plismido pertenece a los tipo "R" multire-
sistentes. La resistencia a la Tc en este plasmido se encuen--

tra en el RIF, separada de todas las demids resistencias. Esta



resistencia se localiza en el transposén TnlQ (€6). Un transpo-
sbn es una secuencia de DNA, la cunal puede transferir una copia
de ella, como una unidad discreta a otro sitio del DNA (crcmoso-
ma, plasmido o fago). Estra transferencia no utiliza el sistema
de recombinacifn gencralizada dependicnte del gen rech de la cé~
lula sino que se lleva a cabo por un sistema denominado de recom
binacién ilegitima el cual necesita de homologia minima para fun
cionar (67). El Tnl0 es un transposén de 9,300 pb dentro de las
cuales se incluyen tres secuencias (68): una secuencia Gnica de
6,500 pb con la informacidén nccesaria para la resistencia de

a la TC y dos secuencias invertidas repetidas de 1,400 pb llama~
das 151-0, dentro de las cuales se encuentran inclufdas todas las
funciones necesarias para la transposicidn (69) . Estas secuen--

cias flanquean a la secuencia Gnica como se ve en la Figura 7.
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1a frecuencia de transposicidén calculada para el Tnl0 es de -

un evento por cada 10° células; es decir, de 107°

(70) . Una propiedad in
teresante de este transposdn, es que cuando los genes involucrados en la

resistencia se encuentran presentes en plasmidos multicopia (m8s de dos -
copias/cromosoma) el nivel de resistencia expresado disminuye cerca de —-
diez veces con respecto al determinado por un Tnl0 en estado monocopia --
(150 ug/ml). Esto se ha explicado por una sobreproduccidn de represor -—-

(71) o bien poxr una requlacidn qgue impide la expresidn excesiva de la pro

teina TET (72).

En el plasmido RLOO han sido reportadas tres proteinas induci

bles con Tc cuyos pesos moleculares son de 36, 25 y 15 K4 respectivamente:

a) La mayor de estas proteinas (36 Kd), ha sidc llamada proteina --
TET, se localiza en la membrana interna y su funcidn al parecer
es bloquear la entrada del antibidtico a la c&lula disminuyendo
la permeabilidad de la membrana. Esta proteina se encuentra re-
gulada negativamente por un represor que es inactivo en presen--—

cia de Te (73).

b} TLa proteina de 25 K4 ha sido identificada como la proteina repre

sora (Tet R} de la proteina TET (74).

La regulatidn de este sistema es sumamente compleja, ya que -
la proteina Tet R, en ausencia de Tc¢, reprime a la proteina TET y a su --
propio producto, pero su sintesis es inducida con la presencia del anti--
biético. Es una proteina membranal y dgleciones de su gen estructural --

disminuyen el nivel de resistencia de la célula, lo que demuestra que ;dg



mis de ser represor, interviene directamente en la resistencia.

c)

La proteina de 15 Kd, reportada por Yang (75), se observa ﬁnicg
mente en minicé&lulas que contienen R100, por lo que se propone
que posiblemente este codificada por una regidn del R100 fuera

del Tnl0. Su funcidn se desconoce {76).

Plismido RP4. Este plismido proviene de Pseudomona aeruginosa.

Aunque ha sido ampliamente usado para estudios genéticos, no se

tiene ninguna informacién acerca de las protefinas codificadas -

por este pladsmido relacionadas con la resistencia a Tc.

Recientemente se reportd que la regidn involucrada en la resis—
tencia a Tc de este plasmido es la misma que la encontrada en —

el pRSD1l (77) que pertenecen a la misma clase

Plasmido pDSDl. Este plismido que confiere resistencia a Tc, -~
fué aislado en E. c¢oli donde se demostrd (ue pertenecia a la ﬁi;
ma clése que RP4. Es un plésmido en el cual el nivel de resis-
tencia se incrementa aproximadamente diez veces si es previamen
te inducido (78). En condiciones de presidén fuerte, con altas
concentraciones del antibiStico, han sido aisladas moléculas con
la regidn de resistencia amplificada (regién TET). Esta amplifi
cacidn sellleva a cabo por recombinacién, dando lugar a mol&cu--
las que contienen la regidn TET repetida hasta siete veces, por

lo que el nivel de resistencia al antibidtico se incrementa (79).

La resistencia a la T¢ en este pldsmido se encuentra localizada —

en el transposdn Tn 1721 de 11.4 Xb (79). Este transposdn contie



ne dos secuencias invertidas repetidas de 38 pb que lo flanquean
y una tercera idéntica a las anteriores, que separa a la regidn

de la resistencia de lo que se ha llamadc el transposén menor -

(79) (Figura 8).

EcoRlmm,

FIGURA 8
TRANSPOSON Tnt1721
"Tn menor Tet
7/ ~ P4 ~
1S 1 151 151
f )
—r & o G
S o
w ]



V. MATERIALES Y METODOS

1. Cepas Bacterianas y Plasmidos

Las cepas bacterianas y los plasmidos utilizados en este tra-

bajo, se muestran en las Tablas IIy III respectivamente.

2. Medios de Cultivo

a) Medio Luria. Bactotriptona 10 g; extracto de levadura 5 g; --
NaCl 10 g; agua destilada a 1 litro; pH 7.2 ajus-

tado con NaOH 2.5 N,

b) Medio Fry. Extracto de carne 10 g; bactopeptona 5 g; NaCl --

10 g; agua destilada a 1 litro.

c) Medio Mc. Conkey. Medio Mc.Conkey S0 g en 1 litro de agua desti-

lada.

4C1 1.9 g; Wa PO, 6 g; _—

NaCl 0.5 g, agua destilada a 1 litro. Esterili--

d) Medio Minimo (M.M.). KH2P04 3 g; NH

zar y anadir MgSO, (25%) 1.0 ml; azlicares (20%) -~

4
10 ml; tiamina (0.1%) 0.1l6 mk.

Los aminofcidos requeridos se afiaden a una concentracidn final -

de 20 ug/ml.

e) M.M. suplementado con casaminodcidos (M.L.). La solucidén con -~
las sales se prepara por separado a una concentracidn 10 veces -

mayor :



TABLA I

CEPAS UTILIZADAS

Marcadores del .

Cepa Plasmido plésmido Marcadores cromosomales Fuente
1) 353 N-3 Tc, Sm, Sp, Su, Hg Pro , MaT-', Plasmid Ref. Center
2) J53 RP4 Tc, Ap, Km, Nm Pro , Met, Plasmid Ref. Center
3) %984 R100 Te, Cm, Sm, Sp, Su, T65, min A min B, purE, pdxC, S.B. Levy
Hg, F His™ sp®, T3%, cycA™ cycB™, xye”,
MeT”, Ilv™
4) RNAS PRSD-1 Tc Lac”, Leu , Thx™, Thy , TonA, SupE, R. Schmitt
' nalA :
5) P6788-54 - — thrl,. leus, lac Y1, min A, min B2, Bolfvar
Ips L135, SupE 44, thy-1
6) P678-54 pBR322 Tc, Ap o Este trabajo
7) P678-54 pSCl01 Tc " Willets
8) P678-54 R100 Cm, Sm, Te¢, Sp, Su, " Este trabajo
Hg
9) RP4 Tc, Sp, Km, Nm w Este trabajo
10} pBR322. Tc " Este trabajo
11} N-3 Tc, Sp, Sm, Su, Hg " Este trabajo
12) NK6641 - , - recA56, lac pro XIII, Su , sp, * Nancy Kleckner
+ - -
13) NK5830 P lac i°1&pro+, lac Su & rech56, Axg , lac proXIII, NalR-, Nancy Kleckner
Rif : .
14) NK5830 P lac/pNKFl  i°L8 pro”, lac' Tc

Sp

Rif

Su"fz recA56,; Arg, lac proXIII, NalR'""

Este trabajo

€€



TABLA

PLASMIDOS UTILIZADOS

III

\ Hudsped . " p.-M. Copias/
P t t N
Plasmido original enotipo/genotipo (Mdal) cromosoma Fuente
1) pscloi Sallmonella Tc 5.8 &-8 Willets
. sp
2) R100 Salmonella trat, Fi*(F), Dps, Au, 70 1-2 S. Levy
flexneri Fa, Sm, Sp, Su, Tc, Hg :
3) RP4 Pseudomona Tra+, Sps, Fi-, Ap 36 i-3 P. Ref.
aeuroginosa Km, Nm, Tc : Center
4) pRSD1 Escherichia Fi~(F), Te 30 2-3 Schmitt ,
coli
. ~ 2
5) N-3 Shigella sp Tra , Dps, Fi(F), 33 1-2 P. Ref,
Sm, Sp, Tc, Hg, HspII Center |
6) pBR322 in vitro Ap. Tc 2.8 35 Bolivar
7) pNK81l in vitro Tc(Tnl0), Ap 9.0 - N. Kleckner




£)

g}

h)

i)

Sales 10X NH4cl 25 g
NH NO_ 5g
Na2804 lo g
KZHPO4 45 g
KH,PO, 15 g

Agua destilada a 500 ml
Para preparar 1 litro de medio minimo completo se mezclans:

Sales 10X 100 ml

Agua destilada 850 ml

Se esterilizd vy se agregd: MgSO 7H,0 (25%) 0.4 ml; tiamina -

4
(0.1%) 0.08 ml.; glucosa (20%) 25 ml; casaminofcidos (20%) 25 ml
y los aminoicidos requeridos a una concentracidn final de ——

20 ug/ml.

Agar blando. Agar 7 gr.; NaCl 8 gr.; luria 30 ml; agua destila-

da a 1 litro.

Medio de conservacidn. Caldo nutritivo 1 g; NaCl 800 mg; tripto

fano 0.20 g; agar 600 mg; agua destilada a 1 litro.

Medio s6lido. Se agregaron 20 g de agar por litro de cultivo pa-
ra los medics descritos.

Antibidticos. ILos antibidticos usados en este trabajo y la con-—-
centracifn de éstos fueron: ampicilina 200 ug/ml;
estreptomicina 50 y 200 ug/ml; tetraciclina 5 y -~
25 pg/ml; kanamicina 25 ug/ml; cloramfenicol -
25 ﬁg/ml espectinomicina 25 yg/ml; sulfadiacina -

50 ug/ml.



3. Reactivos

1os reactivos utilizados fueron obtenidos de las siguientes -

casas comerciales:

a) BiofRad Lab,.,, USA: Agarosa, azul de Coomasie, f~-mercaptoetanol,
persulfato de amonio, poliacrilemida, bis~-acrilami-
da, dodecil sulfato de sodio (SDS), TEMED (N,N', -—

N'~tetrametildiamina)

b) Difco, USA: Extracto de carne, caldo nutritivo, medio McConkey
agar, .triptona, extracto de levadura, peptona, casa

mino&dcidos.
c) Schlecher and Schuell. Filtro de hibridizacidn.

d} Merck, S.A. Prolina,’Leuéina, formamida, dimetil-sulfoxido -

{DMSQ), 2,5, difeniloxazol (PPO), urea.
e} Pharmacia, USA: Sephadex G 25
. .. .32
f) New BEngland Nuclear, USA: [355] Metlonmna,'[ Pu] cTP

g) Sigma de México: Bromuro de Etidio, ficol 6000, antibiéticos, ami

nodcidos, polivinilpirrolidona, EDTA, tris, HCI.

h) Baker: Sales, azul de bromofenol, todos los demds.
METODOLOGIA
1. Metodologia Basica

1.1 Sicmbra en medio sdlido. Las bacterias se sembraron sobre medio --

gdlido utilizando cuatro métodos:
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a) Siembra por estria. Las bacterias se distribuyeron sobre la -

caja de Petri con un asa de cultivo.

b) Siembra por parchado o replicado. Este método se utilizd para
probar los diferentes marcadores gendticos de una cepa bacte--
riana. Consiste en tomar colonias aisladas con un palillo es-
téril y sembrar en medio Luria sblido, las cajas se incubaron
hasta tener crecimiento visible, posteriormente se transfirie-

ron a otras cajas por medio de un terciopelo estéril.

c) Siembra por espatulado. La suspensidn bacteriana (0.1 ml) se
colocd sobre la caja de Petri y se distribuyd con una espitula

de vidrio.

d) Siembra por vaciadc. Se mezcla 0.1 a 0.5 ml de la suspensidn
bacteriana con 3 ml de agar blando licuado y se vertid sobre

cajas de medio s8lido distribuyéndolo homogeneamente.

Cultivo en liquido. Para el cultivo en liquido se inocularon 10 ml
de caldo Luria con 0.2 ml de un cultivo estacionario de la cepa --
requerida. El cultivo se incubd a 37°C con agitacidén en un matraz
nefelométrico. La progresiva turbidéz del cultivo se cuantificé -
periddicamente en unidades de densidad Sptica a 550 nm utilizando

un espectrofotdmetro Bauch & Lomb.

Conservacidn de las cepas. Las diferentes cepas utilizadas se con
servaron a 4°C usualmente en cajas de Petri con el medio adecuado.
Bajo estas condiciones, las cepas deben ser resembradas frecuente-

mente (cada tres semanas aproximadamente).



Otros métodos de conservacidn utilizades fueron:

a) Conservacién en medio s61lido; en el cual la cepa que se guiere
presexrvar, previamente estriada en medio fresco, se sembrd por
piquete en el medio de conservacidén. Estos se conservaron a

temperatura ambiente.

b) Conservacidn en glicerol; en el cual se mezcld 1 ml de un cul-
tivo estacionario en Luria de la cepa y 1 ml de glicerol esté-

ril al 80%. La conservacién se hizo a -20°C.

Las cepas que contienen transposcones, se conservarcn en glice-

rol al 40% a -70°C.

2. Construccién de las cepas

los pldsmidos utilizados en el trabajo fueron transferidos -
de su cepa original a la cepa P678—5§ productora de minicé&lulas. Esta -
transferencia fué hecha por dos métodos: los plismidos movilizables --
(pRSDL, R100, N-3 y RP4) se transfirieron por conjugacidn y los plésmiF-
dos no movilizables (pBR322, pSCl0l, y pNK8l), por transformacidn (Tabla

I1).

La construccién de la cepa NK5830/Flac-pNK81 fué hecha a par
tir de la cepa NK5830/F lac. El plésmido pNKS8l se introdujé por trans—-
formacidn, utilizando el DNA del pldsmido gue fué generosamente donado -

por N. Kleckner. (80).



MEtodo de conjugacidn. Se hicieron conjugaciones a tiempos largos,

siguiendo bisicamente el método de Miller (81):

a)

b)

c}

d)

Tanto la cepa receptora como la donadora se crecieron por sepa

rado hasta la fase egtacionaria.

Se mezcla en una proporcidn de diez veces mis cepa receptora -

(10 ml) gque cepa donadora (1 ml).

Se incuba a temperatura ambiente, sin agitacidn, durante 18 —-

horas.

Se estria en una caja con el medio s&lido adecuado. Posterior-
mente, el fenotipo de las exconjugantes se prueba por parchado.
En el caso del N~3 se observd que este no conjugaba eficiente--
mente bajo las condiciones descritas, por lo gque se efectuaron
algunas modificaciones. En este caso la conjugacidn se hizo --
sobre medic s6lido, lo que permitif un mejor contacto entre 1la
cepa donadora y receptora:
i) Ambas cepas se crecen en la forma descrita.
ii) Los cultivos se mezclan a la proporecidn descrita, y se £il
tran a través de un filtro milipore HAWP 02500 de 0.45 um.
iii) El filtro se incuba sobre medio sdlido Luria, toda la no-~
che a 37°C.
iv) Se translada a medio Luria con 1 ug/ml de Tc y se incuba -
por tres horas para inducir la resistencia.

v) E1 filtro se raspa y estria con el medic selectivo.



2.2 Transformacidn de cepas de E. coli

El método de transformacién utilizado fué el descrito por -—-—

Cohen et al. (82) con algunas modificaciones:

a) 10 ml de cultivo con cé&lulas en fase exponencial a 0.4 0.D.
. 550 nm (aproximadamente 4 x lO8 células por ml se centrifuga
a 10,000 rpm por 5 min a 4°C,
b) La pastilla se lava con una solucidn de NaCl 10 mM fria y se --
resuspende en 5 ml de Cacl2 30 mM frio. Se incuba en hielo por
20 min.
¢c) Inmediatamente, 0.2 ml de esta suspensidn de c&lulas se adicio-
na a un tubo que contiene 2 mg de DNA puro circular cerrado en
30 mM de CaCl2 en un volumen f£inal de 0.1 ml.
d)} El tubo se mezcla suavemante e incuba por 60 min a 0°C.
e) ILa mezcla se incuba a 42°C por 70 segundos (pulso t&rmico) e —-
inmediatamente se translada a 0°C por 5 min.
f) Se agregan 3 ml de caldo Luria y se incuban a 37°C con agitacidn
por 3 horas.
g) las células transformantes se seleccionan en medio Luria sdlido
con Sm 200 ug/ml y Tc 5 Ug/ml.
3. VerificaciBn fenotipica y visualizacidn de los plasmidos.

El fenotipo de las células construidas se verificd por parcha

do y replicado en los medios convenientes para cada pldsmido (Tabla II).



La presencia de los plésmidos y sus pesos moleculares se probd a través

del método de lisado claro y microensayo de DNA de los pldsmidos.

3.1 Método de lisado claro (segiin Romilio Espejo, comunicacidn personal).

a) En 10 ml de caldo Luria se inocula 1 ml de la cepa precrecida -
toda la noche, se incuba con agitacién a 37°C hasta la fase ex-

ponencial media (D.O. nma 0.7).

550
b) El cultivo se centrifuga a 3,000 rpm por 10 min a 4°C. El pre-
cipitado se lava con 10 ml de amortiguador TE (trizma base -

50 mM, EDTA 0.3 mM pH 8.) v se resuspende en 0.25 ml del mismo

amortiguador.

¢) Se afade 0.5 ml de NaOH 1 M, se mezcla suavemente e incuba a -=-
37°C por 10 min,
d) Se anade 0.05 ml de dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% y Se in-

cuba a 37°C por 10 min.

e) A continuacién, se adiciona 0.06 ml de la solucién neutralizado
ra (Tris-HC1l 2.4 M, trizma base 0.2 M) vy se mezcla suavemente.

£f) Se incuba de 3-5 horas a 50°C y a —-20°C de 12 a 16 horas.

g) La fraccidn viscosa se elimina por decantacifén. A la fraccidn

acuosa se le agrega azul de bromofencl C.1% y glicerol 10%.

h) La muestra se analiza posteriormente por electroforesis.

3.2 Microensayo del DNA de plasmido

Se utilizd el método modificado de extraccidn alcalina del --

DNA de plidsmido reportado por Birboin y Daly (83).



Soluciones utilizadas:

I 2 mg/ml de lisozima en 50 mM de glucosa, 10 mM EDTA y 25 mM ~-
Tris-HC1l pH B.0.
IT 0.2 N NaoH y 1%-de SDs
IITI 3M de acetato de sodio pH 4.8 (El pH se ajusta con &dcido acéti
co glacial).
IV 0.1 M acetato de sodio en 0.05 M Tris-HCl pH 8
V 1 mg de RNAsa en 1 ml de solucidén 5 mM Tris-HCL pH 8 (esta solu
cidén se incuba a 80°C para inactivar DNAsas contaminantes).
Procedimiento:

a) Se centrifuga 3 ml de cultivo precrecido durante 18 horas en
una microfuga Eppendorff por 10 min. Las cé&lulas se lavan con
10 mM de NaCl y se resuspenden en 150 pl de la solucidn I, in
cubandose en hiele por 30 min.

b) A las células se les agrega 400 ul de la solucién IT mezclan--
do suavemente. | -

¢} Se incuba 5 min en hielo y se agrega 350 ﬂl de la solucidn --
I1I, mezclando por inversién.

d) El tubo se incuba 5 min a -40°C (hielo secc). Durante este -
tiempo se precipita el DNA cromosomal, proteinas y RNA de al-
to peso molecular,

e) Se centrifuga por 10 min, al sobrenadanete se le agrega eta--

nol hasta la parte superior del tubo con el fin de precipitaxr

el DNA del pldsmido. Se incuba a ~40°durante 30 min.



f) El precipitado se colecta por centrifugacidn y disuelve en -
150 {1l de la solucidn IV. Se precipita con 450 Ul de etanol
a =20°C.
g} Se repite el paso anteriorx.
h) Se centrifuga por 10 min. y el precipitado se seca para eli-
minar el etanol.
. 1) Se resuspende en 36 Ul de agua m8s 2 Ul de la solucidn V. Se

incuba a 37°C por 20 min,

El DNA obtenido puede utilizarse para digestiones con enzimas

de restriccidén o bien directamente para electroforesis.

4, Determinacifén de los niveles de resistencia a Tetraciclina.

La determinacidn de los niveles de resistencia se llevd a cabo

de la sigquiente forma:

Se inoculd 5 ml de Luria y 5 ml de Luria con 1 Hg/ml de Tc
con 0.5 ml de células en la fase exponencial, se incubd en matraces nefe--

lométricos de 250 ml a 37°C con agitacidn lenta hasta una DO nm de 0,2

550
(aproximadamente 1 x lo8 células/ml}.

. - . . < 6
Se sSembrd por espatulado 0.1l ml de la dilucidn 10 de los cul
tivos no inducidos e inducidos con Tc en Luria sélido y Luria sélido con
1 ug/ml de Tc respectivamente. Las colonias resultantes se replicaron en

cajas con 0O, 25, 50, 7%, 100, 150 y 200 g/ml de Tc,

La concentracién a la cual existe aproximadamente el 50% de --

células sobrevivientes se tomd como el nivel de resistencia de la cepa.



5. Curvas de Crecimiento

Las curvas de crecimiento fueron hechas de la manera siguien
te: se inocularon matraces nefelométricos con 10 ml de medio Luria o ML
con 0.2 ml de células en fase estacionario e incubaron a 37°C con agita-

cién midiendo la PO

550 PO a diferentes tiempos.

6. Ensayo de Transposicibn

El método utilizado fué el descrito por N. Kleckner (80) con

s e . -
algunas modificacicnes:

a) Para cada ensayo se inoculan por separado 3 colonias aisladas
de la cepa donadora NKS830/Flac pNK8L en medio Luria y se cre-

cen con agitacidén a 37°C a una 00550 nn de 0.2,

b) Se mezcla 1 ml de estos cultivos con 2.5 ml de un cultivo de
la cepa receptora NK6641 (Tabla II) precrecida a una D.O.550 nm

de 0.35. ILa mezcla se incuba a 37°C sin agitacibén por 60 min.

¢) Se agita vigorosamente y las exconjugantes (NK6641/Flac) se se-
leccionan sembrando por vaciado 0.2 ml de una diluecidn 10—5 del

cultive en medio minimo (M L) con Sm.

d) Las células en las cuales se efectua la transposicidn (NK6641/
Flac:: Tnl0), se seleccionan sembrando por vaciado 0.5 ml del -

cultivo sin diluir, en medio minimo con Sm 200 ug/ml.

e) La frecuencia de transposicidn se calcula de la siguiente mane-

ra:



Frecuencia de Transposicién = Ngm. de excon?ugantes/ml donde existid transp.
Nom. de exconjugantes/ml totales

7. Purificacidén de minicélulas

Siguiendo béasicamente el método de Curtiss (49).

a) Las cepas con pSCl0l, pRSD1, RP4 y N-3 se estrian en medio Luria

s6lido adicionado con Tc 5 pug/ml y las cepas con RL0O0 y pBRs22

con Luria con Tc 25 pg/ml.

b) Se suspende una asada de la cepa productora de minicélulas con -
el pldsmido deseado en 3 mi de medio minimo (ML) y se ajusta a -

D
una . . Q550 nm de 0.1.

c) Se inocula un litro de medio de cultivo ML con 1 ml de dicha sus
pensidn bacteriana y se incuba a 37°C con agitacidn continua a -

200 rpm durante 17 horas.

d) Las células se colectan a través de 2 centrifugaciones diferen--
ciales: 1la primera, a 2,500 rpm por 5 minutos a 4°C, paso para
enriquecer minicélulas en el cual se descarta la pastilla; la —-
segunda a 8,500 rpm por 15 min en la cual se descarta el sobre-

nadante.

e} 1La pastilla se resuspende en 2 ml de amortiquador BSG (NaCl85%,

. g
1(1{21’04 0.03%, Nazl PO4

de cultivo.

'y 0.06% y gelatina 0.01%) por cada 250 ml

£) Se prepara un gradiente continuo de sacarosa colocando 1.5 nl de

la suspensidn por gradiente. Los gradientes se preparan conge-



g)

h)

i)

i)

k)

lando y descongelando lentamente la sacarosa al 20% en NaCl

0.1 M, Tris—~ HCl 0.001 M, EDTA S mM.

Los gradientes se centrifugan a 5,000 rpm por 15 min a 4°C, se

se diluye con BSG.

Se centrifuga a 15,000 rpm por 15 min y 1a pastilla se resuspen

de en 2 ml de BSG.
Se repite el gradiente y el lavado anterior.

La pastilla de minic&lulas se resuspende en ML adicionado de --
MgSO4 Yy glucosa (sin aminoicidos). Se ajusta la concentracidn
de minic&lulas a 0.2 unidades de densidad dptica (niimero de mi-

nic&lulas aproximadamente de 7-8 x 108 por ml).

Se efectiia una cuenta viable de la suspensidn, espatulando so--
bre medio Luria sélido 0.1 ml del cultivo (contaminacidén acepta

ble 1 célula/lG5 minicélulas).

8. Marcaje de proteinas

a)

b)

<)

A 1 ml de minicélulas se le afiade todos los aminofcidos esencia

les a excepcidén de metionina, a una concentracidn de 50 Ug/ml.

En los rubos donde se induce la resistencia a Tc, se adiciona -

este antibidtico a una concentracidén final de 1 ug/ml.

Las minicélulas se incuban por 15 min (tiempo necesario para in
ducir la sintesis de proteina involucradas en la resistencia) -

a 37°C con agitacidn lenta.



d) En los tubos en que se inhibe la girasa se afiade Novo a una con

centracidén de 50 Ng/ml.

e) A todos los tubos se les afade 1355‘ Metionina a una concentra-

cidén de 50 Mci/ml y se incuban a 37°C por 30 min.

f) Las wminic@lulas se centrifugan por 10 wmin a 10,000 rpm y se de~

cantan rapidamente.

g) La pastilla se resuspende en 50 Ul de la mezcla de solubiliza--
cifn (glicerol 5%, SDS 4%, Tris-HCl, wmercapto etanol 10% y azul

de bromofenocl 0.025%).

Las muestras pueden ser almacenadas a -70°C para su electrofore

sis posterior. -

9. Electroforesis de proteinas en geles de acrilamida

Se utilizd el método de la Laemmli (84) con algunas modifica-

ciones:

La electroforesis se llevd a cabo en placas de 0.15 ¢m de gro
sor, las dimensiones del gel fueron de 18 X 10 cm para el gel separador y
18 x 1 cm. para el concentrador. La concentracién de acrilamida bisacri-
lamida utilizadas p;ra el gel concentrador fueron de 7.5 -~ 5% y de 12 -

0.5% para el separador. EL pH del gel concentrador fu€ de 6,8 y el sepa-

rador de 8.8.

a) El gel se corre en presencia de SDS 10% y como catalizadores se

utilizan persulfato de amonioc 10% y TEMED.



b) Se aplican 20 pl de la muestra de minicé@lulas, previamente in-

cubadas a 50°C por 4 min por carril.

c)} El gel se corre con una corriente de 10 mA para el gel concen-

trador y de 20 mA para el separador,

El amortiguador usado fué Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, SDS
13 pH 8.4. Las bandas son tefiidas con azul de Coomasie 0.06%, metanol -
30%, &cido acético 10% por 45 min a 50°C y el exceso de colorante se re-

movié con una solucién de Acido acético 10% por 10 horas a 42°C.

10. Secado y Autorradiografia

a) Una vez tefido el gel se incuba 1 hr en 20 volimenes de Dimetil-

Sulféxido (DMSO) para deshidratarlo.

b) Se transfiere a una solucidn de PPO (2,5-diphenyloxazole) 22.2%

en DMSO y se incuba por tres horas.

¢} Posteriormente, el gel se transfiere a agua destilada por 2 hr,

tiempo en el cual el PPO se precipita.

d) El gel montado sobre una hoja de papel Whatman 3 mm y cubierto
con celofan dulce, se seca con calor y vacio por dos horas en

un secador de Geles Bio-Rad.

e) Una vez seco el gel se expone a una placa radiogrdfica (Kodak -

XS-5) durante 72 horas a -~70°C.

£) Para revelar la pelicula se utiliza el procedimiento recomenda-

do por Kodak.



11. Electroforesis de DNA en Geles de Agarosa

cm (85).

a)

b)

c)

. a

e)

Ia electroforesis se llevd a cabo en placas de 13 x 10 x 0.15

Agarosa en polvo (Bio-Rad) al 0.8% se disuelve por ebullicién
durante 1-2 min, en una solucidn de Tris-acetatos-EDTA (trisma-

base 50 mM, EDTA 20 mM, acetato de sodio 20 mM, NaCl 18 mM pH 8).
Se vacian los geles y se dejan solidificar.

Las muestras se colocan en un volumen final de 20-50 1 por ==
carril (0.3 - g de DNA por carril disuelto en solucidn SM (SM:

para 10 ml: 6 gr de urea, 1 ml de 0.5% azul de bromofenol en --

agua) .

1a electroforesis se lleva a cabo a voltaje constante, de 100

150 V a 4°C por dos horas aproximadamente utilizandeo amortigua-

dor Tris acetatos- EDTA.

Después de terminada la electroforesis, los geles se sumergen

en una solucidn de bromuro de etidio (4 mg/ml) y al someterlo a

la luz ultravioleta se observan las bandas.

Para fotografiar los geles se utiliza un filtrado de gelatina

amarilla N° 9 Kodak-Wratten y pelicula Polarcid NP tipo SS con una cimara

MP S Polaroid.

12. Método de hibridizacidn DNA-DNA

Se siguidé bdsicamente el método de Southern (86) con algunas

modificaciones:



12.1

12.2

Gel de agarosa

a) Las muestras obtenidas por lisado claro (R100, RP4, pRSDl, N-3)
o por microensayo de DNA (pBR322, pSCl0l) se corren en un gel -
de agarosa 1% a 100 V por 3 hr, el gel se tihe y fotografia.

b) El gel se trata durante 30 min con una solucién de 1.0 M de --
NaCL 0.5 M de NaOH (tiempo en el cual se desnaturaliza el DNA)
y se transfiere a la solucidn neutralizadora (Tris 1 M, NaCl —--
3 M pH 7.5) por 20 min.

¢} Con el gel montado sobre un vidrio plano y en contacto con un -
filtro Swand-Shults se lleva a cabo la transferencia en presen-
cia de amortiguador SSC 6X (0.15 M NaCl, 15 mM citrato de Na) -~
durante 4 horas.

d4) El filtro después de la transferencia se seca en un horno de -~
vacio a 80°C por 4 horas para fijar el DNA.

Hibridizacién

Ia hibridizacién de los filtros se llevd a cabo siguiendo b&sicamen

te el método de Southern, las soluciones utilizadas sons:

1

amortiguador de hibridizacibn: Formamida 50%
(Denhart's) ssC 3X

V EDTA 0.1 M
sDS 10%

Tris-HCL . 1 MpH 7.5
Ficoll 0.02%
BSA (alblmina 0.02%
bovina)

Polivinilpirrolidona 0.02%



2

a)

b)

<)

a)

El amortiguador de prehibridizacidn es igual al de hibridizacidn

adicionado con 50 ug/ml de DNA de esperma de salmén sonicado.

Amortiguador SSC 1X: NacCl 150 mM
Citrato de 15 mM
sodio

la metodologia es la siguiente:

Los filtros son prehibridizados en una bolsa de plastico en pre-
sencia de 10 ml de amortiguador de prehibridizacién con agita--

cibn lenta por 12 hr a 37°C.

Se saca el amortiguador de prehibridizacidn y se colocan 10 ml -
del amortiguador de hibridizacidén al cual se le agrega el frag—-
mento de DNA marcado radioactivamente y desnaturalizado por ca--
lentamiento (aproximadamente 2-4 X 106 cpm). El filtro se incu~-

ba con agitacidn lenta durante 48 hr a 37°C,

El filtro se lava tres veces por espacio de 15 min en un volumen

de 500 ml de la siguiente manera:

primero: con 2% SSC, 0.1% SDS;
segundo: con 0.1X S8C, 0.1% SDS;

tercero: con 0.1X SsC

‘Se seca el filtro con papel Whattman 3 mm a 37°C y se expone &a

autorradicgrafia durante 26 horas.

12.3 Marcaje enzimitico de DNA

Basado esencialmente en el métodn reportads por New England

tuclear Lab.,



Se colocan los siquientes componentes para la reaccidn en el

orden enunciado:

1)
2)
N
4)
5)

6)

b}

c)

a)

e)

£)

32

Desoxicitosina trifosfato 4ACTP ( P) 5 ul
Arortiguador de marcaje ' 51
Agua destilada 5 ul
DNA polimerasa I 2 ul
0.5 g del fragmento puro de DNA 2 1l
DNAsa I 2 ul

La reaccidn se incuba durante 180 min de 12-14°C

La reaccidn se pasa agregando 25 1 de amortiguador T (0.02 M

de N3EDTA, 2 mg/ml del DNA écarreador sonicado, 0.2% SDS).

Se mezcla, se pasa por una columna de Sephadex G 50 utilizando
amortiguador A-50 (NaCl 100 mM, Tris 10 mM, EDTA 1 mM, SDS --
0.01%, NaN3 1 mM) vy se recolecta alicuotas de 1 ml. en tubos —

Eppendorff.

Los tubos que contengan radioactividad se precipitan con dos -
volimenes y medio de etanol puro y un dé&cimo del volumen de --

acetato de sodio 3M durante 18 hr a =20°C.

1os tubos son centrifugados 10 min y el sobrenadante se decan-
ta rdpidamente. El precipitado se lava con 1 ml de etanol 70%
Yy Se seca.

El DNA se resuspende en agua destilada y es usado para la hibri

di.zacidn.



VI. RESULTADOS

1. cCaracterizacidn de las Cepas

A las cepas construidas por transformacién o conjugacidn, co-
mo se describid en Materiales y Métodos, les fué verificado su fenotipo -
por replicacidn en los medios convenientes para cada caso segiin el pldsmi

do que contenian (Tabla I).

Posteriormente, con el objeto de comprobar la presencia de --
los plésmidos, se extrajo el DNA de las cepas por el método de lisado cla
ro para los pldsmidos R100, pRSD1, RP4 y N-3 y por el método de microensa
yo de DNA para los plismidos pSC10l y PBR322. Los lisados se sometieron
a una electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Como puede verse (Figura
9), todos los pladsmidos utilizados en el trabajo, a excepcidn del plasmi-
do pSC1l0l y pBR322, migran arriba de la banda cromosomal que tiene un pe-
so aproximado de 10-12 Md (87). En este caso, cada uno de los plasmidos
fué control de si mismo ya gue sus pesos molecularces han sido reportados
anteriormente. Los plasmidos de peso molecular mas bajo utilizados cn --
este trabajo son el pSClO0l con un peso aproximado de 5.4-5.6 Md y el -~
PBR322 con 2.83 Md. Los pesos moleculares de todos los plasmidos meden -

verse en la Tabla IV.
2. Niveles de Resistencia a la Tetraciclina

En las cepas con diferentes plasmidos se cuantificé el nivel

de resistencia, inducido y no inducido, a la Tc. Se tomdé como el nivel -

de resistencia de la cepa, la concentracidn Ade Tr en la que sobrovivid



PLASMIDOS UTILIZADOS
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Figura 9.

¢ d e f
a) plasmidos R 100

o ' b) PRSDI
o T c) RD4
' ' d) N-3
e) pSCIOI
£) pBR322

Electroforesis. en agarosa 1.8%, vorrida a voltaje cons
tante 1,1 V/cm™ . Carril 1: psClol; carril 2: plasmi-
do R100; carrii 3: plasmido pRSDL; carril 4: pl&smido
RP4; carril 5: plismide N-3; carril 6: plasmido —-—
DPBR322. En los carriles 1 y 6, pueden observarse va--—
rias bandas que corresponden a diferentes formas mole-
culares de los pl8smidos.



TABLA IV

PESOS MOLECULARES DE LOS PLASMIDOS

Peso molecular

Plasmido en  Kd Referencia
1) pBR322 2.8 85
2) pscloi 5.4 62
3) pRSD-1 30.0 79
4) N-3 33.0 -
5) RP-4 40.0 77
6) R-100 70.0 76

50% de las cé&lulas sembradas. Los niveles de resistencia encontrados para
los plasmidos pSCl0l, RP4, R100 y N-3 concuerdan con lo reportado por -
Méndez et al. (29). Tabla V.

TABLA V

NIVEL DE RESISTENCIA A LA TETRACICLINA
DE LOS DIFERENTES PLASMIDOS

Niveles de resistencia

Plasmido
’ No inducido Inducido
~ 1) psclol 25 ug/ml 25-50 pg,/ml
2) R100 100 ug/ml 150 wug/ml
3) RP4 50 ug/ml 75 uyg/ml
4) pRSD1 25 ug/ml 70 ug/ml
5) N-3 75 ug/ml 10 pg/ml

6) pBR322 75 pg/ml ——




Todos los plidsmidos utilizados en el trabajo, a excepcidn del
pBS322, presentaron una resistencia inducible tras un contacto previo con

el antibidtico; esta induccidn provoca una mayor resistencia a la Te.

El menor nivel de resistencia a la Tc lo representd la cepa -
con el plismido pSCl1l0l, la cual inducida presenta un nivel de resistencia
de 25 ug/ml. La cepa con el plés;ido pPBR322 que contiene parte de la in-
formacidn genética para la resistencia a la Tc presente en el pSCl0l, mos
trd un nivel de resistencia mas elevado (75 ug/ml); sin embargo, en este

caso la resistencia no es inducible. El mayor nivel de resistencia lo -~

presentd la cepa con el plasmido R100 (150 ug/ml).

3. Homologia de las Secuencias de DNA de los Diferentes Plasmidos.

Para tener plena seguridad de que los plasmidos escogidos per
tenecen a diferentes clases de resistencia (Tawla I) y que no hibridan en
tre si como ha sido reportado por Méndez et al. (29), se hizo una hibridi

zacidn DNA-DNA (Southern) (86).

En este caso, se utilizd como monitor un fragmento de 700 pb
comprendido entre los sitios de las enzimas de restriccién Hind IIT y Sall
del plasmido pBR322 (Apfndice 1) . En este fragmento se localiza parte =--
del gen Tet de resistencia a Tc. Originalmente este gen se localizaba en

el plasmido pSClO0l,

E1l fragmento de DNA se obtuvo a partir del DNA puro del plésmi
do pBR322 digerido con las enzimas mencionadas y electrocluido de un gel

de agarosa 1.2%. Posgteriormente el DNA fué marcado con a(32P) CTP por el
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Figura 10.

Hibridizacifn DNA-DNA (Southern) de los diferentes
plasmidos utilizados en el trabajo con el fragmento

de HindIII- SalI (700 pb) del gen Tet del pldsmido
PBR322. h.



método de marcaje enzimitico de DNA (Materiales y M6todos). E1 DNA de ——
los diferentes pldsmidos fud transferido a un filtro de nitrocelulosa e

hibridado contra el fragmento marcado que sirvié de rastreador.

En la Figura 10 puede apreciarse esta hibridizacién con todos
los pldsmidos utilizados en el trabajo. Ninguno de ellos, a excepcidn de
los pldsmidos pBR322 y pSClO0l (controles positivos), hibridizan con el -
fragmento utilizado, con ello comprobamos que las diferencias fenotipicas
entre cada una de las clases propuestas (Tabla I) responden a disimilitu-
des genéticas, las cuales nos hablan de un posible origen diferente para

cada uno de estos determinantes.

4. Curvas de Crecimiento y Tiempo de Generacibn de la Cepa P678-54 con

los Diferentes Plasmidos.

Las bacterias-se dividen por £isidn binaria y por io tanto la
cinética de crecimiento es exponencial hasta alcanzar la fase estaciona--—
ria del cultivo. La rapidez de esta cinética esti determinada, entre --—
otros factores, por la disponibilidad de los nutrientes en el medio de ~-
cultivo. Se ha reportade gue la presencia de algunos plésmidos en una -~
cepa bacteriana puede moficiar el tiempo e generacidon de la misma aumen-
tandolo o disminuyéndolo (88). Ya que se pretendfa hacer estudios compa-
rativos de los diferentes plasmidos a través del uso de minic&lulas, se -
hicieron curvas de crecimiento de estas cepas con cada unoc de los plésm§P
dos con el fin de comprobar si alguno o algunos de &stos tenia algflin efec

to sobre el tiempo de generacidn del cultivo.



En la Figura 1l estin graficadas las curvas de crecimiento de

la cepa P678-54 con y sin plasmidos crecidas en medio minimo (ML), Utili

zando la pendiente de la curva en la fase exponencial, se determind el --—

tiempo de generacifn para cada una de las curvas anteriores (Tabla vI).

TABLA VI

TIEMPO DE GENERACION

Cepa - Plasmido Tiempo de generacidn
P67854 - 36 min
P678-54 pSClol 42 min.
P678-54 RP4 38 min
P678-54 R100 39 min
P678054 N-3 45 min
P678-54 PRSD1 36 min
P678-54 PBR322 32 min

Como puede observarse, ninguno de los plasmidos utilizados ~-

modificd de manera dristica el tiempo de generacifn de la cepa. En base

a estos resultados se esperd que utilizando un mismo inSculo y tiempn de

incubacién, todos los cultivos alcanzarian en una fase similar de creci--

miento.

Existe una pequeiia diferencia en cuanto al tiempo de genera--

cidén para la cepa conteniendo los plasmidos pSCl0l y N-3 en comparacidén ~

con la cepa sin plfismido, la cual no puede explicarse por el tamafio de —-
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los plasmidos como ha sido propuesto por algunos autores (88) ya que exis
te una diferencia notoria entre ellos; el N-3 es un plasmido grande -
(33 Md) mientras que el plasmido pSCl0l1 es relativamente pequefio (5 Md).

Por lo tanto nosotros nos inclinamos a pensar que este efecto se debe a -

otra u otras caracteristicas de estos plasmidos.

5. Induccidn de la Resistencia a Tetraciclina in vivo con los diferentes
Plismidos. -

Uno de los propdsitos del trabajo era inducir la resistencia
a Tc de las cepas que contenfan los diferentes plismidos y observar esta
induccidn en el sistema de minicdlulas. Las minic&lulas fueron purifica-
das en la etapa estacionaria del cultivo bactg;iano, por lo que era nece-
sario comprobar si el fendmeno de induccidén de la resistencia al antibid~
tico podfia efectuarse sin importar el estado de crecimiento en el que se

encontrara el cultivo.

El crecimiento de un cultive bacteriano se ha dividido en cua

tro etapas diferentes:

a) Fase lag
b) Fase exponencial o logarfitmica
c) Fase estacionaria

d) Fase de muerte exponencial

Experimentalmente, se dicidid tomar al plésmido pSClOl como -~
prototipo para este experimento. La cepa con el plésmido fué inducida ~-

con Tc 5 ug/ml en tres diferentes etapas de crecimiento.



Fase de Induccidn DO550 a la que se indujo
1. PFase exponencial temprana 0.12
2. Fase exponencial tardfa 0.50
3. Fase estacionaria 1.35

Una vez aiiadida la Tc, la cepa se incubd por 45 min a 37°C,
tiempo necesario para la induccién (29), se diluyd y sembro sobre Luria
o Luria Tc¢ 5 ug/ml (cepa no inducida a inducida respectivamente) y todas
en Luria Tc 25 Hg/ml. El nimero de colonias obtenidas en Luria y Luria

Tc 5 ug/ml se tomd como el 100% de crecimiento.

El factor de induccién R para cada etapa de crecimiento se -

calculd con la siguiente f&rmula:

% de células sobrevivientes en Tc¢c 25 pg/ml cepa INDUCINA

R = % de c&lulas sobrevivientes en Tc 25 ug/ml cepa NO INDUCIDA
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Como se puede ver, el factor de induccidn R para cada una de
las etapas fué diferente. Para la fase exponencial media, este factor -
fué de 9 veces con respecte a la cepa no inducida siendo el mayor factor
encontrado. Esto demuestra que existe una etapa de crecimiento Sptima -

para la induccién de la resistencia a la Tc y que es la fase exponencial.

A pesar de que en la etapa en la que son purificadas las mi--
nicélulas no presenta un factor de induccidn tan grande.como en la fase -
exponencial, el factor obtenido fu€ de 3.2 el cual es suficiente para los

estudios que se pretenden llevar a cabo en las minicélulas.

El hecho de que exista una etapa preferencial para la induc-—-
cibn de la resistencia a la Tc, creemos pueda estar relacionado con el es
tado de la cé&lula, presencia o ausencia de algiin metabolito en las dife--
rentes etapas gque se investigaron. Un aspecto que nos pareceria intere--
sante de investigar es alguna relacidn con los niveles de AMP en estudios

posteriores.
6. Induccidn de la Resistencia a Tetraciclina in vitro

Para observar los polipéptidos involucrados en el fendmeno de
resistencia a Tc de los diferentes plismidos, se utilizé el sistema de mi.

nicélulas.

Se ha reportado que muchos de los fendmenos observados in vivo
no pueden -extrapolarse fAcilmente a las minic&lulas (49), por lo que se --
procedié a montar las condiciones Sptimas para la visualizarién de las Ai-

ferentes proteinas codificadas por los plasmidos estudiados.



a)

Indculo. El aumento en el nimero de bacterias es proporcional -
al nimero de bacterias presentes originalmente en el medio de --
cultivo, de tal manera que al aumentar la cantidad de indcula -~
(nGmero de bacterias al tiempo cero) el cultivo alcanza una mayo
rapidez la fase estacionaria. Con el propbésitc de comprobar si

el estado fisioldgico del cultivo influia de alguna forma en la

visualizacidn de las proteinas asociadas a la resistencia a Tc -
fueron agregados tres diferentes indculos de la cepa P67854 con-

teniendo el plasmido pBR322.

Los indculos usados fueron:

Indculo
1) 0.1 ml 1x 104 c&lulas/ml
2) 1 ml 1 x 10s cé&lulas/ml
3) 10 ml 1 x 106 células/ml

Las minic@lulas de estos indculos fueron purificadas, marcadas y

sometidas a electroforesis (Fig. 13).

La autorradiografia muestra que el cultivo en fase estacionaria -
mas temprana {(menos indculo), contiene proteinas RNA'sm de vida
media larga, provenientes de la c&lula progenitora, lo cual ha --
sido reportado con anterioridad (89). El peso molecular de una -
de estas proteinas es muy cercanco al peso molecular de una de las
proteinas involucradas en la resisbencia a Tc (proteina de 36 Kd)

pudiendo interferir en su visualizacibn.



INFLUENCI A DE LA EDAD DEL CULTIVO

EN LA EXPRESION GENETICA DE pBR322

Figura 13.

fase estacionaria
a) Temprana
byMe dia

C)Tardia

Infiluencia de ia edad del cultive en la expresiér ger
nética de pBR322. Las wninicélulas con el plismido ~-
PBR322 se cosecharon en difgge tes estados de crecie-
miento. Se irncubaron con 3| metionina y las protef
nas se separaron en geles de acrilamida como se des-nm
cribe en Materiales y Métodos. La flecha a la izgquier
da de la figura la proteina TET {24 rd), -



Se observd que a medida que el cultivo se encontraba en una fase
estacionaria mas tardia, como el caso del mayor indculo, la in--
corporacidén de la marca radioactiva disminuye notoriamente, de ~
tal manera que las protefnas presentes en baja concentracifn no
pudiexon visualizarse. Se eligid el indculo intermedio {(carril
b) para llevar a cabo los estudios siguientes ya que en. éste no
existe la presencia de las proteinas provenientes de mensajeros
cromosomales y existe una buena incorporacidn de la marca radio-

activa.

Sensibilidad de minic&lulas a tetraciclina. Otro parametro ana-
lizado fué la concentracién Sptima del antibibtico para la induc
cidn de la resistencia. Ya que los estudios in vivo llevados a

cabo a este respecto no podian ser extrapolados al sistema de mi
nicélulas y un uso inapropiado del antibidtico provocaria una ba

ja total de la sintesis de proteinas.

Inicialmente se utilizd una concentracidn de Tc de S5 ug/ml, con-
centracién que habfia sido usada en estudios con el plasmido --
pPSClOL (48); sin embargo, se observd que esta concentracién no era
extrapolable para las cepas con los diferentes plésmidos, por lo
gue se procedid a conocer la concentracién &ptima para cada plas-
mido, La Figura 14 muestra un ejemplo para el caso de la cepa -~

con el plasmido pRSDI1.

El patrén que sc observa en esta Figura fué el mismo para el caso
de las cepas con los plasmidos RLOO, RP4, y N-3, no asi para el -

plasmido pSCl0l, el cual muestra una mayor resistencia al antibid
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Figura 14,

Sensibilidad de la Sintesis de Proteinas a Tc en las
ninicElulas con el plismido pRSD1l, tratadas con dife
rentes concentraciones de itetraciclina, todas ellas
subletales para la célula. Carril l: plésmido sin
Te; carril 2: 1 pg/ml de Te; carril 3: 2 ug/ml de -
Te; carril 4: 5 ug/ml de Tc.



c}

tico en minic8lulas que los otros plésmidos. La concentracidn se
tomd para inducir la resistencia en todos los casos fué de 1 ug -
de Tc por ml, la cual es suficiente en todo; los casos para la --
induccién y no provoca una baja imporxrtante en la sintesis de pro-

tefinas en ninguna de las cepas con los diferentes plidsmidos.

Proteinas inducidas en presencia de tetraciclina

Habiendo establecido los par@metros de indculc y concentracién ~
de Tc, se procedié a llevar a cabo la induccién de las proteinas
involucradas en la resistencia a este antibidtico, de las cepas -
conteniendo los diferentes plismidos que se pretendfan analizar,
el procedimiento utilizado fué€ el descrito en Materiales y M&to--—
dos. Las proteinas relacionadas con la resistencia se detectaron

comparando el patrdn de proteinas del mismo pldsmido sin inducir.

Para el caso de las cepas con los plismidos RP4 y N-3, no fué po-
sible obtener un patrSn de induccidn ya que estos plasmidos segre
gan poco a minicé&lulas, lo cual ha sido reportado ya para otros -
pliasmidos (49). El poco pldsmido segregado no es suficiente para
obtener un patrén definido de proteinas por lo gue si se quieren

llevar a cabo estudios de este pldsmido, serd necesario contar --

con un sistema diferente al utilizado en este trabajo.

En la Figura 15 pueden observarse las autoradiografias de minicé-

lulas con los plasmidos R100, pSCl0l y pRSDL.

Para el caso del plasmido R100 (carriles 1,2), se observa la in--

duccidn de dos proteinas de 36 K4 y 15 Kd, estos resultados con--



PROTEINAS INDUCIBLES CON TETRACICLINA
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Protesnas inducidas con Te en minicélulas con los plés-
midos R100, pSC10l o pRSDl. Plicmido R100: carril 1,
sin Tc; carril 2, R10C 2 ug/ml de we. Plismido pSClOl:
carril 1, sin To, carril 2, 5 ug/ml de Te., Pliswmido ~-
pRSD1: ecarril, 1, sin Te; carxil 2, 2 Mg/ml.



d)

cuerdan con lo reportado por el grupo de Levy (292), quien repor
ta tres diferentes protefnas. La proteina de 25 Kd que se pro-
pone interviene en la resistencia, no se observa en nuestras con
diciones ya que para detectarla es necesario efectuar una elec-
troforesis bidimensional va que comigra con otras proteinas co-

dificadas por el del pliasmido.

Para el plasmido PSC10l se detectd la induccidn de cuatro protei
nas de 36 Kg, 26 Kd, 18 Kd y 14 K4 (Fiqura 15, carriles 1 y 2).

La proteina de 18 Kd, que habia sido reportada como por protefna
constitutiva, bajo nuestras condiciones es inducible por Tc. --
Para el plasmido pRSDl (Figura 15, carriles 1,2) se observa la -
induccidn clara de dos proteinas antes reportadas (90) de 34 Kd

v 15 Kd. Ademids de estas proteinas se observd la induccifén de -
una tercera proteina de alto peso molecular que pensamos pudiera
intervenir en el fenfmeno de resistencia. Con el propésito de -
tener una idea mis clara en este aspecto se llevan estudios en -

este momento.

Efecto de la temperatura sobre la visualizacidén de las proteinas

involucradas en la resistencia a tetraciclina.

Es importante hacer notar gque la visualizacidn de las proteinas

inducidas con Tc, constituyd un problema, hecho que ha sido re--
portado por otros autores (76, ). Se llevaron a cabo varios o
tudios sobre este aspecto y los resultados obtenidos indican que

la proteina TET en especial, es sumanente sensible a varios fac-

tores: presencia de alguna{s) substancias en el medio de culti-



vo, carencia de alglin metabolito, ctc. Uno de estos factores ——
que nos parecid en especial interesantes y que fué analizado con
mayor detalle es que la temperatura a la cual son solubilizadas
las proteinas de minicélulas, tiene un efecto directo sobre la

visualizacifn de las proteinas TET.

Se probaron varias temperaturas de solubilizacién tomando como ~—
modelo la cepa de minic&lulas con el plésmido R100. En este ex-—
perimento todas las muestras se indujeron con Tc y se solubiliza

ron a diferentes temperaturas (Figura 163).

Es patente el hecho de que a medida de gue se aumenta la tempera-
tura a la cual se solubilizan las minic€lulas antes de la electro
foresis, la concentracidén de proteina TET disminuye notablemente.
Se observd que 50% es la temperatura Sptima para la visualizacidn

de esta proteina,

Otras proteinas involucradas en la resistencia no se ven afecta--
das de manera notable al variar la temperatura de solubilizacidn

1o cual indica que probablemente este efecto se deba a carackeris
ticas de esta proteina. Este mismo resultado fué cbtenido para -

los otros plssmidos pSCl0l y pRSD1 (Figura 16).

Efecto de la DNA Girasa sobre la Expresidn de las Protefnas de la Re-—
sistencia a Tetraciclina

Una vez que se obtuvo el patrén de induccidn para los plismi-

dos R100, pSC1l0l y pRSDl, se procedif a investigar el efecto de la DNA gi

rasa sobre la expresidn de los genes involucrados en la resistencia a Tc

de estos plismidos. De la misma forma gue para la seccidn anterior, fue-



SOLUBILIZACION DE LA PROTEINA Tet DE R 100
A DIFERENTES TEMPERATURAS.
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Figura 16A. Solubilizacibén de las minicélulas con el plasmide
R100 a diferentes temperaturas. Carril a: control,
plismido R100 sin Te; carril b; plAsmido R100 a ~-
35€; carril c: plédsmido R100 a 50°C; carril 4: plds
mido R100 a 65°C; carril e: pldsmido R100 87°C; -~
carril £: plismide R100 a 100°C del carril b al £
con Tc 2 ug/ml. Las muestras se incubaron a la tem
peratura indicada durante 4 min. La cantidad de --
muestra aplicada ey la misma en todos los carriles.



SOLUBILIZACION DE LA PROTEINA Tet
A DIFERENTES TEMPERATURAS

RIGO
- ~
g b

i v - L R SRR

a 50 °C
b 100 °C

Figura 16B. Efecto de la temperatura sobre la visualizacién de
la proteina TET de los plasmidos pSCl0L, 34 Kd y -
R100, 36 Kd. 1ILas temperaturas de solubilizacién -
representadas son la temperatura ptima; carrilesA
v la temperatura mAxima 100°C; carrilles B. Cada --
uno de ellos corresponde a diferentes experimentos,



ron fijadas las condiciones &ptimas para este experimento, los parimetros

cue se investigaron fueron:

a) Sensibilidad in vivo de Novobiocina

Con el propdsito de conocer la dosis subletal de Novo para las ce~
pas con los diferentes pld3smidos in vivo, se llevd a cabo una cur-
va de crecimiento en presencia de concentraciones crecientes de --

Novo (50, 100, 150 y 200 pg/ml).

En la Figura 17 puede observarse las curvas de crecimiento de
dos cepas de minicélulas conteniendo a los plismidos pSClOl y R100 respec
tivamente. Estas curvas fueron hechas para otros plismidos utilizados en
el trabajo. En generall se observd que las cepas con los plasmidos R100
y DPRSD1l son mas sensibles a la Novo que las cepas con los plfismidos PSCl01l
¥ PBR322, vero alin en estos la concentracidn de 200 ug/ml del antibidtico,

sigque siendo una dosis subletal.

b) Sensibilidad a Novobiocina in wvitro

Se cuantificd la dosis Sptima de Novobiocina para los experimentos
de minicdlulas con las cepas conteniendo los diferentes pldsmidos.
En la figura 18; se muestra este experimento para el caso de los -
pldsmidos pSC101 y R100 en presencia de diferentes concentraciones
de Novo (25, 50, 100 y 200 pg/ml) previa induccidén con Te 1 pg/ml.
Fué detectado gut existe una baja notoria de la sintesis de protef
nas con concentraciones minimas de Novo en el caso de la cepa con-
teniendo al plasmido R100; esta baja no se observa en el caso del

pldsmido pSCLOL. Este dato repetido para la Tc (mayor sensibili--



CURVAS DE CPECIMNIENTO DE LA CKPA PGTH-54 COMN DIFERLNTES CONCENTEMLCIONES DE NOVORIOCIN:
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Figura 17A. Plasmido o curva l: 678-54/pSCl0l; Figura 17B. 1asmido R100 o curxva l: P678-54/R100,;

& Curva: p678-54/pSCl01 Novo 50 —— . Curva 2: P678~54,R100 Hovo 50 ug/ml;
ug/ml; @ curva 3; P678-54/PSCLl0l No- ®curva 3: P678-54/R100 Novo 100 ug/ml;
vo 100 ug/ml; A curva 4: P678-54/ A curva 4: PG78-54/R100 Novo 200 ug/ml,
pPSC10l 200 ug/ml, .

oL



SENSIBILIDAD DE LAS MINICELULAS DE pPSC101 Y R100

A TC Y NOV

- R100 - pSC 101 £B¢H322

a-control
b_ —
c-Tc 1 MI/mi
d- "' Nov 25ug/ml
2- "' Nov 50
f- " Nov 100
g~ ' Nov 200
h= " Nov 50
R
I -Tc

. k- " Nov25b

; - " Nov 50
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n- " Nov?200

! 0~ """ Nov 50

Figura 18. Sensibilidad a Novo in vitro de los plésmidos -
psSCLO0l y R100. carril A, pBR322 control; carri
les b~h pSCl0l; carriles i-o R100. ©Los carriles
be e i plasmido sin inducir, en los siguientes
carriles las minicélulas se indujeron con Te --
1 Hg/ml y Novo a las concentraciones sefialadas.



d)

dad de la cepa que contenia el plasmido R100 que la del pSCl01) -
narece indicar que la rresencia de 1mns rl3ermidogs rAma o1 PINN, —;
PRSD1 y RP4, modifican de alguna manera las caracteristicas de la
cepa P678-54 provocandole una mayor sensibilidad a ciertos anti-=-

biéticos como son la tetraciclina y la Novcbiocina.

La ddsis de Novo escogida para los posteriores experimentos fué -
de 50 ug/ml de células, ya que esta ddsis es suficiente para obser
var el efecto de este antibidtico sobre la expresidn de las protei
nas de la resistencia a Tc y no disminuye en forma drastica la -

sintesis de proteinas totales.

Para tener plena autoridad de que el efecto que se observaba era -
exclusivamente caudado por la Novo vy no un efecto sinérgico de ---—
Novo ¥ Tc ya que la Tc era utilizada para la inducciép, se obtuvo
una curva de crecimiento de las cepas conteniendo a los plésmidos
R100 y pSCl0l en presencia dé ambos antibidticos y cada uno de ---

ellos por separado (Figura 19).

Los datos obtenidos en este experimento comprueban que la baja de

sintesis de proteinas observada se debia exclusivamente a la Movo,
ya que la concentracidn de 1 ug/ml de Tc no disminuye la sintesis

de proteinas, no se observé un efecto sinérgico entre estos dos an
tibidticos.

Efecto dela DNA girasa sobre la expresidn de los genes que codifi

~an para la resistencia a tetraciclina de los plasmidos psSClOl, ~
R100 y pRSD1.

Una vez que se determinaron las condiciones Aptimas, se procedié -

a llevar a cabo el Gltimo objetivo de este trabajo. A las cepas



CURVA DE CRECIMIENTO DE LA CEPA P678-54
CON EL PLASMIDO R100

DO

Figura 19. Curva de crecimiento de la cepa P678-54 con el plasmi
do R100. o curva l: P678-54/R100; X curva 2: P678-54/
R100 50 Hg Novo; o curva 3: PG78-54/R100 100 lig Novo;
A curva 4: P678-54/R100 200 ug Novo.



conteniendo los diferentes pldsmidos, previamente inducidas con
TC (1-7 ug/mi), se les agreyd Novo a la concentracién anterior--—
mente fijada (50 pyg/ml), con el propésito de saber si el efecto
causado por este antibidtico (relajar al DNA) tenia algiin efec-
to sobre la expresidn de los genes involucrados en la resisten-

cia a Tc (FPiguras 20 y 21).

Existe una proteina claramente dependiente de girasa comiin para
todos los plidsmidos analizados, lap roteina TET, aunque puede

observarse que esta inhibicidén no es igual, es decir, algunas —
son mis sensibles que otras. Ademis de esta protefna, podemos

observar que en el plismido pSCl0l existe otra protefina depen--—
diente de girasa, la proteina de 18 Kd (Figura 20). También en
el plasmido pRSD1l se observa que la sintesis de la proteina in-

ducible de¢ alto peso molecular es inhibida en presencia de Novo.

L.os resultados obtenidos fueron cuantificados por densitometria
con el propdésito de saber el porciento de inhibicidén de las pxo

teinas dependientes de girasa.

Las densitometrias fueron hechas en un espectrofotémetro Beckman

v las condiciones fueron las siguientes:

Longitud de onda 500 nm
sensibilidad 4

rapidez 5 cm/min



Figura 20.

EFECTO DE NOVOBIOCNA SOBRE pSC101

pSe10T
P
0 ab ¢

ks A
R

o pBR322
‘ a pSC101
o bTc

c Nov

Efecto de Novo sobre la expresién de los genes invo--
lucrados en la resistencia a Tc del plésmido pSCLO1.
Carril o: minicélulas con pBR322. Marcador de peso -
molecular; carril a; plasmido pSCl0l sin inducir; =--
carril b; plAsmido pSC101 inducide con Te 5 ug/ml; --
carril ¢: plfsmido pSC1l0l inducido con Tec 5 ug/ml y
Nove 200 pg/ml.



EFECTO DE NOVOBIOCINA SOBRE RIOO Y pRSD-|

RI0O  pRSD-I

e

Figura 21, Efecto de Noyo sobre la expresifn de oz genes inveplu-
crados en la resistencia a Tt de los plismidos R100 vy
pRSD1. Carriles a, h: contrel de pesc molecular pl&g
mido pBR322; carril b: plésmido R100 sin inducir;
carril ¢: plismido R100 inducido con Tc 1 ug/ml; -
carril d: plismido RI00 Tc 1 ug/ml y Novo 50 ug/ml; -
carril e: plismido pRSDL sin inducir; carril £: plés
mido pRSDL con Te 1 ug/ml; carril g: plésmido pRSD1 -
Te 1 pg/ml y Novo 50 ug/ml.



El adrea de la curva fué calculada automdticamente por el es-
pectrofotdmetro y se tomd como el Area entre valle y valle. Para calcu-
lar el porciento de inhibicidn de cada una de las protefnas se siguid el
procedimiento siguiente: para evitar la sobreestimacidn de este dato, -
ya que se habfa dicho, la Novo tiene un efecto sobre la sintesis de pro=-
teinas totales, se calculd el porciento de inhibicidn con respecto a la
misma proteina en ausencia de Novo y en presencia de ésta; una vez calcu
lado la disminucidn, el dato fué corregido tomando como referencia una -
proteina independiente de girasa, que no varia en las diferentes condi-—-
ciones (con y sin Novo). De esta manera fueron calculados los porcien~-
tos de inhibicidn de cada una de las diferentes proteinas como puede ver

se en la Tabla VII,.

Es posible observar que la inhibicién causada por la DNA gira
sa no es homogénea sino que al parecer existe un gradiente. Esto fué pa-
tente también al tratar de escoger laibroteina control ya que nos encon--
tramos con una escala en la que ciertas proteinas son mds o menos indepen

dientes de otras.
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PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA SINTESIS DE
PROTEINAS QUE DEPENDEN DE GIRASA

Plasmide |Proteina| % de inhibicion

N 85-97 %
pSC 101 40 %
2R 100 86 %

| s prSD-1 58 %

34 %




VIII. DISCUSION

En el desarrollo de este trabajo se llevaron a cabo estudios

sobre los mecanismos regulatorios que intervienen en la resistencia a -~-

TC.

Para la mayorfa de los antibifticos, la resistencia mediada -
por plédsmidos se caracteriza por la presencia de un solo determinante ca~
racteristico; es decir, de una secuencia de DNA similar que codifica para
una o mis proteinas. Sin embargo para Tc hay cuéndo menos cuatro diferen
tes determinantes de resistencia (29). BEsta caracteristica condujo a for
mular varias preguntas con el propSsito de un mayor conocimiento de los ~

aspectos regulatorios y de las caracteristicas fisicas de la resistencia.

Cabe mencionar gque algunos resultados que se reportan en este
trabajo confirman los datos de otros autores (29) en cuanto a varias de -~
las caracteristicas de las proteinas involucradas en la resistencia; otreos,
sin embargo, no concuerdan con lo reportado. A continuacifn se discuti--
rdn algunos puntos de interés sobre los diferentes aspectos que fueron --
abordados en el trabajo, para concluir con una discusidn general sobre los

aspectos regulatorios del sistema y perspectivas del trabajo.

Aspectos fisicos

Se estudid la expresidén inducibilidad y peso molecular de las
proteinas relacionadas con la resistencia a Tc de los plasmidos R100, -

PRSD1 y pSC101 (Figura 11). Dos puntos nos llamaron la atencibn.



1}

2)

Para el caso del plismido pSCl0l, las proteinas encontradas (Fi-
gura 11} conguerdan con lo que ha sido reportado por otros auto-
res (57). Sin embargo, en estos reportes se considera que la --
proteina de 18 Kd, que se sabe gque es importante para la resis--

tencia, es constitutiva; es decir, existe expresidn de ella afin

. en ausencia de antibidtico. En nuestro sistema se obsexrvd que -~

esta protefna es inducible. Eéte dato se reprcdujo en todos los
experimentos hechos bajo las mismas condiciones; por lo gue pro-
ponemos que la proteina de 19 Kd es inducible al igual gue las -
ot;as}proteinas de pSCl01l involﬁcradas en la resistencia a Tc --

(Figura 15). Esta discrepancia con lo reportado por otros auto-

res podria deberse:

Primero, a que esta proteina pudiese comigrar con otra(s) protei
né(s) enmascarandose, siendo catalogada como constitutiva. Sin

embargo, esta explicacidén es poco probable ya que existen estu-=-
dioé de delecicnes del gen cqn los gue se le ha identificado ple
namente (64). Segundo, que bajo ciertas condiciones como serian
diferentes medios de cultivo, edad del cultivo, etc., la expre--

5ifn de la proteina de 18 K& pueda comportarse de manera diferen

te. No tenemos datos gue apoyen esta explicacidn en el trabajo

sin embargo, es posible que la expresidn de la proteina varie --

con el medio de cultivo utilizado (S. Levy comunicacién personal) .

Para el plésmido pPRSDl, se observaron dos protefnas que intervie
nen en la resistencia a Tc¢ (25 y 34 Kd) previamente reportadas -

{90) y una tercer proteina inducible con la presencia de Tc, de



alto peso molecular (= 70 Kd), que no ha sido reportada. bebido
a que los estudios en este plismido son bastante recientes, es -
posible que esta sea una proteina que intervenga en la resisten-
cia a Tc no identificada, en cuyo caso serfa el primer reporte
~de una proteina de tan alto peso molecular involucrada en la re-
gistencia. Se han contemplado otras posibles explicaciones para
este resultado interesantes de enunciar. Que esta proteina se en
cuentre codificada en el plismido pRSD1 (en el transposén menor -
o fuera de &l) pero no intervenga en la resistencia a Tc y que el
aumento en la sintesis de proteina se deba al aumento de la trans
cripcidn de uno de los genes inducibies (26 & 34 Kd) y que dicha
transcripcidn se continue hacia el gen de la proteina de 70 X4 -
por la falta de un terminador eficiente, esto ha sido comprobado
para algunos promotores fuertes como el del RNAl del pl&smido ---
PBR322 (91) y el promotor antitet (22). Otra posibilidad es qgue
esta proteina no se encuentre codificada en el transposédn y no -
intervenga en resistencia al antibidtico, pero que su expresién
se induzca con la presencia de Tc, es decir, que cualquiera que
sea el mecanismo de induccidén de la resistencia, no sea exclusivo
para los genes que intervienen en ella. Esta posibilidad ha sido
planteada ya que para el caso de la proteina de 15 Kd del plasmi-
do R100 (76), ya que al parecer se encuentra fuera del Tnl0 v pa-

rece no tener ningfin efecto en la resistencia,

Este hecho plantea una posibilidad interesante y es que la presen
cia de Tc pueda inducir la expresidn de otros genes no relaciona-

dos con la resistencia.



Un punto mds que nos llamé la atencidn fué el comportamiento
de las proteina TET (34-36 Kd). Estas protefnas tienen ciertas caracte-
risticas que la hacen de diffcil visualizacidn en geles de poliacrilami=-
da (14). E1 hecho de que las proteinas TET sean membranales, probable--
mente hidrofdbicas y por lo tanto dificiles de solubilizar, pudiera ser
responsable de este comportamiento. Para ©llo se probaron diferentes con
diciones de las cuales algunas dieron resultados positivos, como puede --

verse en los resultados (Figura 15).

Al parecer las diferentes proteinas TET de los plédsmidos uti
lizados pueden ser modificadas por diferentes condiciones de temperatura,
medio de cultivo, etc. Cuando las muestras son solubilizadas a tempera--
turas entre 35°y 65°C las protefnas TET son observadas sin ninguna difi--
cultad; sin embargo, la banda correspondiente a esta proteina no se obsexr
va con la misma intensidad si las muestras son incubadas a temperaturas -
por arriba de los 65°C. Estos datos nos sugieren gque en estas condiciones
las proteinas solubilizadas forman complejos de alto peso molecular que -
precipitan, los cuales no entran al gel de acrilamida. Otros autores han
observade gque la presencia de compuestos como el SDS y el mercaptoetanol
pueden estimular este proceso, por lo tanto una posible solucién para la
visualizacidn de la proteina TET sea que la solubilizacidn de las muestras
sea a una temperatura debajo de los 65°C y disminuyendo la cantidad de SDS
y mercaptoetanocl de las muestras. Sin embargo, es posible que este proce-
so sea mas complejo y gque existan varios factores que provoguen gque esta
protefina sea sensible a agregarse. Como se menciond, se tienen reportes
similares con proteinas de cromSforos de bacterias fotosint&ticas, que son

protefnas membranales como la proteina TET y gue son de diffcil visualiza-



cidén (93,94). Se podrfa sugerir que proteinas membranales, como son los
ejemplos que han sido mendionados, sean suceptibles a Formar agregados de

alto pesc molecular bajo las condiciones estfindard de solubilizacidn.

Fl 4ltimo punto que serd abordado en cuanto a la caracteriza-
cién fisica, es el hecho de que existe una diferencia grande en la sinte-
sis de protefinas de minic@lulas de la cepa P678-54 a Tetraciclina y Novo-
biocina, dependiendo del plismido gue contengan. Las minic&lulas con --
pSCl01 fueion més resistentes gue las minicélulas que contenfan el pldsmi
do R100, RP4 o pRSD1. Este efecto no se obsexrvd en cultivos de la cepa -
P678-54 con los diferentes plasmidos (Figura 18 y 19). Al parecer la pre
sencia de ciertos plésmidos como son el R;OO, PRSD1 ¥ RP4 provocan que --
una misma cepa tenga una respﬁesta diferente a un antibidtico; probable--
mente por gue codifican para la presencia de pillis, estructuras involu--
cradas en la conjugacién, los cuales podrfian ser responsables de este fe-
némeno al alterar la permeabilidad celular. Sin embargo si esto fuera -~
cierto deberia de reflejarse en la cepa P678-54 y no solamente en las mi-
nicélulas de la misma cepa. Una posible explicacidn es que la membrana -
de las minicflulas se encuentre alterada (49) y que por lo tanto la presen
cia de pilli en estas "c8lulas" provogue una mayor entrada del antibifti-~

co lo gue no ocurre con las cZlulas normales.

Aspectos Regulatorios

Un fendmeno observado en este trabajo, es que dependiendo de -~
la fase de crecimiento de cultivo de la cepa P678-54 con los diferentes ~~
plasmidos, se presentan diferencias en el nivel inducible de resistencia a

Tc. Como se ve en los resultados, existe una etapa Sptima de induccién de



la resistencia que es la fase exponencial tardia (Figura 12).

Este resultado sugiere que existen cambios en la célula depen
diendo de su estado fisioldégico que modifican la expresién de las protef-
nas de resistencia o bien el mecanismo de resistencia. Se sabe que modi-
ficaciones en los niveles de ciertos metabolitos como AMPc, GMPc, ppGpp.,
etc. pueden modificar la expresidn de algunos genes (95). De especial --
interés es el caso del ppGpp (Guanosina-52difosfato-2'(3')-difosfato) el
cual es un catabolito que aumenta durante la fase exponencial y provoca -
el aumento de transcripeidn de ciertos genes, tal vez por modificar la -~

interaccidén de la RNA polimerasa- promotor (96).

Es también posible que este estado Sptimo de induccidén de 1la
resistencia se deba a cambios membranales de la célula gue ocurren duran-
te las diferentes etapas de crecimiento del cultivo. Estos cambios pueden
provocar que la proteina TET, que parece ser en buena parte la responsable
de la resistencia, se intercale en la membrana con una mayor eficiencia o
de forma tal que aumente la actividad de la proteina de bombear el anti--
bidtico hacia afuera. Existen diferentes reportes sobre las modificacio-~
nes que sufre la membrana con respecto al tiempo, como esterificaciones -
en los acidos grasos de los fosfolipidos gue inducen cambios en la fluidez

de la membrana (37).

En cuanto a la dependencia a girasa, que fué el objetivo prin

cipal de este trabajo se observd gue todos los plésmidos estudiados conta

-

ban con una proteina comfin (34 & 36 Kd) denominada TET sensible a Novobio

cina; es decir, que para su expresidn es necesario que el pldsmido se en-

cuentre superenrollado. Esta sensibilidad a Novobiocina de las diferen-~



tes proteinas medida como el porciento de inhibicidn de la sintesis de --

proteinas no es homog&nea, al parecer existe una gradacifn en cuanto a su

dependencia a girasa (Tabla VII}). Por lo anterior proponemos que un gen
no es dependiente © independiente de girasa sino que dentro de aquellos -

genes que son afectados al relajar el DNA existen unos que son mis afecta

dos que otros.

Para descartar gue este fendmeno pudiera deberse a alguna variable -~
no controlada en el experimento seria necesario homogenizar lo mis posi?-
ble los diferentes determinantes estudiados. Una de estas variables que

pudiera ser importante, es la diferencia en tamafio de los diferentes plis

midos:

pPSCl01 o4 5 Mdal
R100 70 Mdal
30 Mdal

PRSD1 o

De tal manera que en los plismidos como el RI0O, la concentra
cidn de Novobiocina utilizada no sea suficiente para relajarlos al mismo
nivel que a los plésmidos de pesc molecular pegueho como el pSC101; esto
considerando gque la DNA girasa tiene sitios preferenciales para actuar, y
que para plismidos de alto peso molectlar serfa mayor la cantidad de molé
culas de DNR girasa que interaccionaran con elles que con los plasmidos -
de peso molecular pequefio. Esta variable podria desaparecer si se homoy e
nizara el tamafio de los Qiforentes determinantes de resictorcia, gue po--
dria lograrse si los diferentes determinantes sc transfirieran a un re--
plicdn comiin como el plasmido pBR322 (B5), asuellos determinantes que son

por si solos sumamente grandes (Thl0 vy el Tn 1721) podrfa scr utilizada -



inicamente la zona necesaria para la resistencia,

Como se menciond en la introduccidn, no existe hasta la fecha
un modelo aceptado para la dependencia ¢ independencia de un gen e la DNA
girasa.

Sin embargo podria explicarse por las caracteristicas de la re--

gidn promotora o de las regiones aledafas a ella. Aparentemente existe -~
un efecto en el nivel de transcripcién de los genes dependientes de gira-
sa cuando se encuentran relajados en comparacifn a cuandoc se encuentran ~

superenrollados; esto puede deberse a que se encuentra afectada la forma-

cidén del complejo abierto o del complejo cerrado del inicio de la trans—-

cripcidn.

La denotacidn complejo cerrade involucra el momento en gque la
. Y N .

* RNA polimerasa reconoce y se une al prometor y el complejo abierto el mo--
mento en que se inicia la transcripcidn y es un estado irrversible segln

el modelo propuesto por McKlure (98):

[RNAp] + [Pr B (RNAp—Pr}c 2 [RNApvPr]ac >[RNAp—PrJa

donde:
[RNAp] = concentracién de RNA polimerasa
(Pr} = concentracidn promotor
[RNAp-Pr]c = concentracidén complejo cerrado
[RNAp—Pr]ac = concentracidn estado de transicidn entre el comple-
in cerrado v el complejo abierto
(RNAp—Pr}a = concentracién compleio abierto

Es pusible que aquellos genes cuyos promotores tengan secuen-

cias menos similares a la consense o en los que la distancia entre las rg



giones -35 y -10 sea diferente a la consenso sean dependientes de girasa.
Otra posibilidad es que el porciento de G-C en la zona del promotor pro--
voque que un gen sea dependiente de girasa; debido a que en el caso de un
contenido mayor de G-C la cadena de DNA seria mis estable y por lo tanto
la energia nccesaria para desnaturalizar el DNA seria mayor; teniendo ma-
yor dependencia a medida de que se alejen de la secuencia consenso (secuen

cia o distancia) o tengan un mayor % de G-C.

Para el caso de la proteina TET del pldsmido pSC101 que es in
hibida en presencia de Novobiocina en un 95%, se observa que su promctor
es pricticamente consenso en cuanto a secuencia y distancia, siendo a pe-

sar de ello muy sensible a girasa:

-35 17 pb -10 +1
prom. TET: ATGTTTGACAGCTTATCGATAAGCTITAATGCGGTA
prom. cons: TTGACA == 17 pb ~= TATAATG CAT

El % de G-C en la zona de este promotor es de 39%, si se compa
ra con un gen independiente de girasa, como seria el de lactamasa que tie-
ne un 34% de G~C, no se tiene una diferencia significativa que explique la

dependencia de girasa por el promotor tet.

Es patente gue a partir de estos datos no es posible adjudicar
la dependencia del gen tet, por lo menos para el casc del psCi0l, a ningu~
no de los factores propuestos, ni a los propuestos por otros autores (46).
Al parecer, el porque un gen sea dependiente de girasa sigue siendo hasta

la fecha una pregunta que requiere mayor cantidad de estudios.



El hecho de que en los tres determinantes de resistencia es—-—
tudiadqs exista una proteina jue dependa de girasa, nos habla de un fac--
tox boﬁﬁn a los tres diferentes genes. Ya que la presencia de tetracicli
na provoca en todos ellos un aumento en la transcripcidn, es posible que
la zona rggulatoria de estos tres genes sea semejante, no en secuencia, -

pero si en estructura.

A pesar de que no existe hibridizacién entre los diferentes -

s
determinantes, es decir, que sus secuencias de DNA son diferentes, por lo
menos en bacterias gram negativas, se obsexrvan claras similitudes entre -
ellos tanto en el tipo de proteinas que codifican, la funcidn de estas, -

su tamafio, y como se vi$ en su comportamiento a otros factores como el --

superenrollamiento de la molécula.

Lo anterior puede ser explicado a través de una convergencia
o una divergencia evolutiva, la primera nos parcce mis factible ya que -=-

sus secuencias son completamente diferentes.

Como ya se habia mencionado, la resistencia a la mayoria de -
los antibidéticos mediada por plismidos se encuentra representada por la -
presencia de un solo determinante de resistencia; cabe preguntarse pues -
porgué para la resistencia a tetraciclina existen cuando menos cuatro di-
ferentes determinantes de resistencia para bacterias gram negativas; que
tipo de ventaja selectiva confirieron este tipo de mecanismo scbre otros
posibles que sin lugar a dudas surgieron, de forma tal que a través de =-
diferentes vias se llegara a un mecanismo semejante. Probablemente los -

mecanismos de modificacién del sitio blanco no sean viables ya gue pudie-



sen ser letales para la c&lula, o bien gue para el caso de este antibid--
tico, gue produce una serie.de efectos secundarios, la modificacifn del -
sitio blanco no sea suficiente para 1& resistencia y el Q(nico mecanismo -~
posible es 2l que encontramos en la actualidad; sin embargo guedarian to-

davia posibilidades como la modificacidn de la tetraciclina.

Se ha especulado scbre el origen de la resistencia a antibié~
ticos mediada por pl&smidos, pudiese provenir de la cepa produétora del ~
antibidtico. Para el caso de la resistencia a tetraciclina, la existen-—~

cia de varios determinantes de resistencia podrfa ser explicada a parﬁir

de las diferentes cepas productoras de tetraciclina que son Streptomycetos

de diferentes géneros.

Al parecer ninguno de los determinantes usados en el trabajo
constituyen un operdn, ya que contienen regiones promotoras diferentes -~
para cada una de las diferentes protefinas de las cuales unas son dependien
tes de girasa, hecho que habia sido propuesto por otros autores para el ~-
caso del plasmido pSClOL. En los datos presentados en este trabajo pérece

que este mecanismo es comin para los diferentes determinantes.

Se ha observado la existencia de promotores translapados para
el caso de la protefina TET del plasmido pSCl0l y mis recientemente fara las
clases A y B de Levy a las gque corresponden el Tnl521 y el TnlC respectiva
mente. Al parece las tres proteinas TET pertenecientes a los diferentes
determinantes presentan promotores translapados con los genes de oﬁras ——

proteinas que en algunos casos pueden sSer el represor del sistema.




Postular un mecanismo general para la resistencia de los dife
rentes determinantes no es ffAcil, ya que en algunos de ellos existen dis-
tintas proteinas qgue intervienen en la resistencia.

Sin embargo, existen

puntos semejantes para todos ellos como son:

La expresifn de las proteinas de resistencia a tetraciclina se en-—
cuentra regulada negativamente por la presencia de un represor.

Al parecer para todos los determinantes, la proteina TET es una de
las mas importantes para la resistencia.

- Las proteinas TET presentan promotores translapados; sin embargo,

para el caso del Tnl0 y el Tnl721 el gen de esta proteifna se enw-—-
cuentra translapado con el dgen de la molécula represora y para el

caso del pSCl0l se encuentra translapado con el gen de la proteina

de 14 Kd la cual no parece tener importancia en la resistencia.

és probable que la entrada del antibiético a la célula provo-
que la mod;ficacién de la molécula represora de tal manera que no pueda -
interactuar en el sitio operador de las diferentes proteinas permitiendo
su expresi&n; Probablemente esta molécula represora no sea exclusiva pa-~
ra las proteinas involucradas en la resistencia y pueda interactuar con =-
otros genes gue no se cuentren involucrados en la resistencia, modifican-
do su expresidén., Esto podria explicar el porqué proteinas como la de =--

15 Kd del Tnl0 y la de 14 KA del pSCl0l se inducen en presencia de Tc,

Un punto interesante para el caso del TnlO clase A y Tnl721 -
clase B es que las moléculas postuladas como represoras (25 y 26 Kd res--
pectivamente) se encuentran involucradas en el mecanismo de resistencia y

si se deletan, ademds de provocar constitutividad al sistema, disminuye -



- el nivel de resistencia de la cepa.

Como conclusibn final del trabajo quisiera remarcar que el es
tudio de la resistencia a antibifticos mediada por plasmidos y en espge=-
cial la resistencia a tetraciclina constituyen un campo abierto para la -
investitacifn ya que existen una gran cantidad de preguntas sumamente in-
teresantes por contestar en el aspecto regulatorio, evolutivo, de telacig

nes filogenéticas, etc.

En este trabajo se llevaron a cabo una serie de estudios pfe~'
liminares enfoqados a tratar de entender el mecanismo de resistencia a —-
'tetraciciina de los diferentes determinantes utilizados, fué encontrada -
una siﬁiiitud en cuanto a la dependencia de la proteina TET a gitasa,vli

cual es una mis a las ya encontradas en cuanto a su funcién.
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IX. APENDICE 2

Abreviaturas

Tc = Tetraciclina
Novo = Novobiocina
Minoc = Minociclina
Chelo = Chelocardina
rb = pares de bases

Ka = kilodaltons

g. = gramos
Hyg = microgramos

ml = mililitro

Ml = microlitro

Ap = Ampicilina

Km = Kanamicina

Cm = Cloranfenicol

Hg = Mercurio

Sp = Espectinomicina

Su = Sulfadiacina

Nm = Neomicina

rpm = TRevoluciones por minuto -
DO = Densidad 6ptica

nm = nandmetros
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