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RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa causada por Mycobacterium
tuberculosis, la cual se caracteriza por tener una morbilidad y mortalidad elevada. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente un tercio de la poblacion
mundial estd infectada con el bacilo tuberculoso y cada ano se producen entre 8 y 10
millones de casos nuevos, con una mortalidad anual de 2 millones de personas. La
incidencia de la tuberculosis se ha mantenido constante en el tiempo debido a las carencias
en los servicios de salud, a la seleccion de bacilos multirresistentes a las drogas utilizadas
como tratamiento y a la co-infeccion de los pacientes con VIH/SIDA. Muchos estudios han
destacado la importancia del uso de las fluoroquinolonas en el tratamiento contra la
tuberculosis debido a su capacidad de inhibir a la enzima ADN girasa. Sin embargo, el
problema con el uso de estos antibidticos es la rapida seleccion de mutantes resistentes. Se
han reportado tres mecanismos asociados con la resistencia a fluoroquinolonas: mutaciones
en el blanco de accion, disminucion de la concentracion intracelular de las drogas por la
presencia de bombas de eflujo y la presencia de proteinas pertenecientes a la familia de los
pentapéptidos repetidos. Dentro de esta familia se encuentra la proteina MfpA de
Mycobacterium smegmatis, la cual se ha relacionado con el desarrollo de resistencia a FQs.
El objetivo de este trabajo fue determinar si hay una relacion entre la proteina MfpA y la
expresion del fenotipo de resistencia “in vivo™ a ciprofloxacina en cepas de Mycobaterium
smegmatis mutantes en el gen gyrA. Para ello, se seleccionaron cepas de M. smegmatis
resistentes a ciprofloxacina y se descartd que dicha resistencia esté mediada por bombas de
eflujo. Seguidamente se procedid a electroporar las cepas resistentes con un vector que
permite regular la expresion del gen mfpA al agregar el inductor (acetamida) al medio de
cultivo. Los resultados indican que el aumento en la expresion del gen mfpA provoca el
incremento de resistencia a ciprofloxacina en las cepas Mycobaterium smegmatis mc*155,
Mycobaterium smegmatis mc*155GM1 y Mycobaterium smegmatis mc” 1255 apoyando la
hipotesis de que posiblemente MfpA protege a la girasa de Mycobaterium smegmatis del
efecto inhibidor de las fluoroquinolonas. Por otro lado, la cepa mutante Mycobaterium
smegmatis mc *155 62 no expres6 variaciones en su concentracion minima inhibitoria con
el aumento “in vivo” de la expresion del gen mfpA, lo indica que mutaciones en el residuo
A91 de la girasa de M. smegmatis afectan la interaccion entre MfpA y la ADN girasa.



1. INTRODUCCION

1.1 La tuberculosis:

La tuberculosis (TB) ha sido descrita como una enfermedad infectocontagiosa cronica,
producida por especies del genero Mycobacterium. Es una enfermedad principalmente del
tipo pulmonar, sin embargo, la diseminacion del bacilo desde los pulmones infectados a
través de los sistemas sanguineo y linfatico, puede afectar diversos organos y sistemas
incluyendo el sistema nervioso central, el tracto urogenital, la piel, el sistema digestivo y
los huesos (Gutiérrez et al., 1998). Es una enfermedad de distribucion desigual en la
poblacion ya que en ciertos grupos existe una elevada incidencia, principalmente en
habitantes del continente Africano, Asiatico y algunas islas del Pacifico (Zinsser, 1999).

La infeccion con M. tuberculosis ocurre por via aérea cuando un individuo sano se expone
a los aerosoles de un paciente que expulsa los bacilos al toser, hablar, estornudar o escupir
(Schaechter et al., 1994). Una vez que se han inhalado los bacilos, estos alcanzan los
espacios alveolares donde son fagocitados por macrofagos. La bacteria se multiplica en los
macrofagos de los alvéolos pulmonares, sitio inicial de la infeccion, luego se dispersa en los
nodulos linfaticos locales, los cuales se inflaman y aumentan de tamafio, produciendo una
adenopatia hiliar denominada complejo primario (Garcia y Gonzalez, 2001; Smith, 2003).
La respuesta inmunitaria se establece de 4 a 6 semanas después de la infeccion primaria.
Aproximadamente el 90% de los pacientes controla la infeccidon inicial persistiendo la
enfermedad en estado de latencia, mientras que en el 10% restante, la infeccion primaria

no es controlada y se produce la tuberculosis activa (Parrish et al., 1998).
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1.2 Reseiia historica de la tuberculosis:

La tuberculosis ha cobrado muchisimas vidas en la historia de la humanidad. Es una
enfermedad muy antigua que se ha reconocido incluso en esqueletos procedentes de la edad
de piedra y en huesos de las primeras momias egipcias, asi como en restos humanos de
periodo neolitico (Rossman et al., 1996; Zinsser, et al., 1999).

A partir del siglo XVI y hasta por lo menos el siglo XVIII, la tuberculosis fue la principal
causa de muerte en paises europeos debido al incremento de la poblacion, la
industrializacion y al desarrollo de grandes centros urbanos (Volk, 1996; Smith, 2003). No
fue hasta aproximadamente la segunda mitad del siglo XIX que la epidemia disminuyo
debido principalmente a las mejoras en la calidad de vida y en las condiciones sanitarias
(Smith, 2003).

En el ano 1865, el francés Jean Antoine Villemin logro establecer la naturaleza infecciosa
de la tuberculosis. El demostré que cuando se inoculan conejos con pus de las cavidades
pulmonares de enfermos, éstos desarrollaban tubérculos, pero fue en el afio 1882 que
Robert Koch logroé aislar por primera vez el agente causal de la TB (Daniel et al., 1994;
Zinsser et al., 1999; Cole et al., 2002; Smith., 2003). Desde entonces se empez6 a buscar la
vacuna contra la misma, y fue en el afio 1921, cuando se implementd por primera la
vacunacion con el bacilo M. bovis de Calmette-Guérin (BCG) (De la Parte et al., 2001;
Smith, 2003). Pocos afios después se empezaron a usar antibidticos para el tratamiento de
la TB, inicidndose asi la quimioterapia contra esta enfermedad. El uso de drogas como la
isoniazida y la pirazinamida permitieron un avance importante en el control de la TB
lograndose un decline continuo de la morbilidad y mortalidad causada por esta enfermedad.
Sin embargo, a mediados de los afos 80, la tasa de TB increment6 en los Estados Unidos y

Europa, debido al desplazamiento poblacional y al urbanismo. En Estados Unidos
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ocurrieron varios brotes de TB ocasionados por bacterias resistentes a multiples drogas
(MDR). Estos brotes tenian una estrecha relacion con el incremento de la epidemia de VIH,
la pobreza en centros urbanos y la inmigracion a partir de paises en vias de desarrollo
donde la incidencia de la tuberculosis era alta (De la Parte et al., 2001; Raviglione, 2003).

Actualmente la tuberculosis continia siendo una causa de muerte importante a nivel
mundial ocasionando aproximadamente entre 8 y 10 millones de nuevas infecciones y casi
un millén de muertes anuales (OMS, 2012). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
predice que durante el periodo comprendido entre los afios 2002 al 2020, 36 millones de
personas moriran a causa de la tuberculosis (Hasan ef al., 2006). En América, los paises con
mayor tasa de incidencia son Haiti, Bolivia, Brasil y Perit. En Venezuela, con una
incidencia media en relacién con el resto del continente, la tuberculosis ocupa el tercer
lugar de enfermedades infecciosas con mayor incidencia, después del dengue y la malaria,
y ocupa la posicion 19 dentro de las primeras 25 causas de mortalidad en el pais (OMS,
2012). La tasa de incidencia para el afio 1997 fue de 24,9 casos por cada 100.000 habitantes
(Guilarte, 2001; Pinate, 2001), mientras que para el 2006 fue de 34 casos por cada 100.000
habitantes, con una mortalidad de 5,5 casos por cada 100.000 habitantes. Datos mas
recientes indican que para el afio 2011, la incidencia de tuberculosis reportada en el pais fue
de 64 casos por cada 100.000 habitantes, con una tasa de mortalidad de 2,3 por cada

100.000 habitantes (OMS, 2012).

1.3 Biologia de Mycobacterium tuberculosis:
Mycobacterium tuberculosis es un bacilo inmovil, aerobio y no esporulado que pertenece a
la Familia Mycobacteriaceae, Orden Actinomycetales, Clase Actinomycetes, Género

Mycobacterium (Velez, 2003). Este microorganismo pertenece a un grupo de especies
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fuertemente relacionadas que son las causantes de tuberculosis en hospederos disimiles.
Este grupo se denomina Complejo Mycobacterium tuberculosis y comprende siete especies
que son:

Myobacterium bovis: afecta generalmente al ganado vacuno.

La cepa atenuada Mycobacterium bovis BCG utilizada para la vacunacion.

Mycobacterium microti: responsable de la enfermedad en ratones de campo.
Mycobacterium africanum: causante de la tuberculosis humana en Africa.

Mycobacterium canetti: variante de Mycobacterium tuberculosis capaz de provocar una
neumonia menos severa que la tuberculosis clasica en humanos.

Mycobacterium pinnipedii: causante de la enfermedad en focas.

Mycobacterium tuberculosis: responsable de la tuberculosis en humanos (Cole, 2002;
Cousins et al., 2003; Fabre et al., 2004).

M. tuberculosis es un bacilo que no se tifie con facilidad con colorantes basicos como los
utilizados en la coloracion Gram, motivo por el cual se utiliza la fucsina fenicada para la
tincion de estos microorganismos. Una vez que captan dicho colorante, resisten a la
decoloracion con alcohol acidificado y por ello se les llama bacilos &cido-alcohol
resistentes. Esta es una de las principales caracteristicas de las micobacterias y se debe a la
composicion de su pared celular, rica en lipidos de alto peso molecular (Llop et al., 2001),
acidos grasos de cadenas largas (4cidos micdlicos) y un polisacarido unico llamado
arabinogalactano (Hong y Hopfinger, 2004).

La envoltura de M. tuberculosis consiste en tres capas, la mas interna es la membrana
plasmatica, seguida de la pared celular, constituida por una amplia red de carbohidratos y

lipidos unidos de forma covalente y no covalente; y por ultimo la capa mas externa,
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llamada cépsula, constituida por polisacaridos, proteinas y una pequefia cantidad de lipidos
(Daffe et al., 1998; Hong y Hopfinger, 2004; Rezwan et al., 2007).

La pared se localiza por debajo de la cépsula, posee un elevado contenido lipidico (~50-
60%) y estd compuesta por tres macromoléculas unidas covalentemente: el peptidoglicano,
el arabinogalactano y los dcidos micélicos (Figura 1). El peptidoglicano, también llamado
mureina, es un polimero formado por moléculas de N-acetilglucosamina y N-
glucorilmuramico (Chatterjee et al., 1997). Esta capa es el esqueleto de la bacteria y le
proporciona su forma y rigidez, aunque se sabe que los componentes de la pared celular de
las micobacterias tienen diferentes funciones ademas de las puramente estructurales. Asi
por ejemplo, los acidos micolicos son importantes para el crecimiento, sobrevivencia y
patogenicidad de M. tuberculosis. Tiene un papel muy importante como barrera de
permeabilidad contribuyendo a la profunda resistencia intrinseca de las micobacterias a los
antibioticos, deshidratacion y dafio quimico. El arabinogalactano, que constituye una base a
la que van unidos los acidos micoélicos, también cumple un rol de inmunogenicidad y en la
permeabilidad de antibidticos (Casal et al., 1999; Hong y Hopfinger, 2004; Scherr y
Nguyen, 2009).

Material
parecido a

capsula

Capa de

acido Lipidos

micélico | intercala-
dos

Avrabina-
nos

Lipoarabinomanano

- Capa
| Manosa™,

Arabinoga-
lactano

Galacta- [ ©OO00Q ¢
nos

Peptidaglicano { E 3 } } w;]l::n

Membrana ‘ ﬁ
| A

celular ﬂ

Anclaje

EMurNAc/Gc @Man [ Ara Eroteina Fosfatidilinositol
W GIcNAc OGaly @ L-Rhamnose

14



Figura 1: Estructura de la pared celular de una micobacteria. Tomado y modificado de

http://egamor.blogspot.com/2010/06/pared-celular-mycobacterium.html

Estudios mas recientes dan a conocer nuevos detalles acerca de la estructura de envoltura
de las micobacterias. Por medio de imagenes obtenidas a través de técnicas de microscopia
electronica se lograron hacer reconstrucciones en 3D de criosecciones ultrafinas de
muestras deshidratadas y congeladas (Figura 2). En estas imdgenes se revela que la capa
mas externa estd compuesta por una bicapa lipidica morfoldgicamente simétrica, siendo los
acidos micodlicos moléculas esenciales para la formacion de esta bicapa. Esto ultimo es un
factor importante al estudiar los procesos de transporte a través de la membrana (Hoffmann

y col., 2008; Niederweis y col. 2010).

L actialt 3R 1

PERVR -

Figura 2: Modelo de la envoltura celular de micobacterias propuesto por Hoffmann y col. (2008).
(a) Crio microscopia electronica de la envoltura celular micobacteriana. La membrana externa de
M. bovis BCG (MOM), es visualizada por crioseccionamiento y por tomografia (reconstruccion
tridimensional. (b) El espacio periplasmatico entre MOM y CM (membrana plasmatica) contiene
capas del polimero de arabinogalactano-peptidoglicano (en azul). Barra de escala de 50 nm
(Hoffmann y col. 2008; Niederweis y col. 2010).

De esta manera, la capa de lipidos que forma parte de la envoltura micobacteriana, seria
mas similar a la membrana externa de las bacterias Gam-negativas, formando una bicapa
lipidica que funciona como una barrera de permeabilidad externa y forma un espacio

periplasmatico. Considerando la estructura de multiples capas de la pared celular de
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micobacterias, esta se asemeja mas a la pared celular de las bacterias Gram-negativas que a
la pared de una sola capa de otras bacterias Gram-positivas (Scherr y Nguyen, 2009).

En base a su tasa de crecimiento, M. tuberculosis esta clasificada como una especie de
crecimiento lento debido a que su tiempo de duplicaciéon es de 18 a 24 horas (Kubica y
Wayne, 1984).

M. tuberculosis posee un cromosoma en forma circular de aproximadamente 4.411.529 pb
de longitud y un alto contenido de G+C (65,6%) (Cole et al., 1998). El genoma contiene
aproximadamente 4.000 genes, clasificados en 11 grupos funcionales de los cuales a un 52
% se les ha descrito una funcidn precisa o putativa, mientras que al otro 48% restante son
genes hipotéticamente conservados o cuya funcion se desconoce (Falco, 2010). E1 57% de
los genes codifican para funciones asociadas al metabolismo de éacidos grasos, lo cual
indica que estas proteinas tienen un papel importante en la capacidad del microorganismo
para crecer y sobrevivir en el tejido de su hospedero, donde los 4cidos grasos son la
principal fuente de carbono (Smith et al., 2003).

Otra de las caracteristicas que posee M. tuberculosis es su capacidad de generar una
infeccion aguda asi como una infeccion latente, y puede mantenerse en este estado durante
afios antes de activarse y ocasionar la enfermedad. Los individuos que albergan la infeccion
en estado latente tienen el riesgo de por vida de desarrollar la enfermedad, siendo este
precisamente el principal obstaculo para controlar la tuberculosis. Esto también es debido a
que los principales tratamientos estan disefiados para atacar al bacilo tuberculoso en su fase

activa, siendo ineficientes en al utilizarlos como terapia en la fase latente de la enfermedad.
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1.4 Tratamientos contra la tuberculosis:

El comienzo de la quimioterapia contra la tuberculosis moderna se remonta al afio 1924
cuando hizo su entrada al mercado el antibidtico estreptomicina (STR). Esta droga fue
utilizada en la terapia contra la TB luego de observarse que reducia la mortalidad y la
mayoria de los pacientes se curaban. Sin embargo, la monoterapia muy pronto comenzo a
asociarse con resistencia a la droga, trayendo como consecuencia una falla terapéutica
evidente (Schatz et al., 1994, Blondal et al., 2007, Harrison, 2008). Posteriormente, en el
afio 1946, se empezd a administrar una droga sintética, llamada 4cido para-amino-salicilico
(PAS), que demostré una gran mejoria en pacientes con TB en combinacién con
estreptomicina (Zhang et al., 2005). Luego en el ano 1952, se incorpor6d al mercado la
isoniacida (INH) y la pirazinamida (PZA), mientras que el etambutol y la rifampicina (RIF)
fueron introducidos en el ano 1961 y 1966, respectivamente (Zhang, 2007).

El tratamiento contra esta enfermedad es diferente a cualquier otro tratamiento para
bacterias debido a que M. tuberculosis tiene un tiempo de generacion largo y una capacidad
de latencia. Ademas, puede alojarse en cavidades pulmonares, pus o material sélido caseoso
donde la penetracion del antibidtico es dificil o el pH es suficientemente bajo como para
inhibir la actividad de la mayoria de las drogas (Zhang, 2007).

Actualmente la terapia estandar que se aplica a nivel mundial se denomina TAES
(Tratamiento Acordado Estrictamente Supervisado), fue establecida por la OMS en el afio
1995 y que tiene una efectividad aproximada del 95% (Zhang, 2005). TAES es una terapia
de larga duracion pues se aplica durante aproximadamente 6 meses. El tratamiento consta
de una fase inicial de dos meses y medio en el que se suministran cuatro drogas de primera
linea: isoniacida, pirazinamida, rifampicina y etambutol, seguida de una segunda fase en la

que se aplican isoniacida y rifampicina durante otros 4 meses y medio. Es importante
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mencionar que la estrategia TAES no es efectiva en muchos pacientes que estan infectados
con bacilos resistentes a multiples drogas (TB-MDR). En este caso, la OMS recomienda la
estrategia TAES-Plus, que consiste en el empleo de drogas de segunda linea como:
etionamida, cicloserina, kanamicina asi como las fluoroquinolonas (FQs), que ultimamente
han demostrado tener una importancia fundamental en el tratamiento contra la tuberculosis.
Algunas de las desventajas de este tratamiento es que tiene una duracion de dos afios, es

costoso y es altamente toxico para el paciente (Zhang, 2005; Cox et al., 2008).

1.4.1 Las fluoroquinolonas (FQs):

Las quinolonas son antibidticos sintéticos derivados del &cido nalidixico, un agente
antimicrobiano natural identificado por Lesher en 1962 (Mella et al., 2000). El acido
nalidixico, ha sido modificando en su estructura siendo una de las modificaciones mas
relevantes la incorporacion de un atomo de flaor en el carbono 6 de las quinolonas, dando
origen a las fluoroquinolonas (Figura 3) (Ginsburng et al., 2003). Las FQs se consideran
una clase relativamente nueva de antimicrobianos con un espectro de accion amplio y
potente. En comparacion con el acido nalidixico, las nuevas fluoroquinolonas han mejorado
las propiedades farmacocinéticas, incluyendo una mayor absorcion oral, un incremento de
la concentracién méaxima en el suero, concentraciones mayores en los tejidos y tiempos de

vida media mas largos (Martinez, 2005).
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Figura 3: Estructura molecular de: (a) quinolona, (b) 4cido nalidixico y (c) ciprofloxacina.

El primer grupo de antibidticos de este tipo se ha utilizado mayormente para tratar
enfermedades del tracto urinario y estd representado por el é4cido nalidixico, é4cido
oxolinico, cinoxacina y pipemidina. El segundo grupo incluye agentes muy potentes contra
bacterias Gram negativa tales como la ciprofloxacina (Figura 3c), la cual se sintetizd por
primera vez en el afio 1983, y ha sido hasta ahora uno de los antibidticos mas utilizados en
la clinica (Rodriguez, 2009). Dentro de este grupo también se ubican norfloxacina,
lomefloxacina, difloxacina y ofloxacina (King et al., 2000; Hooper, 2001). Comparados
con los de primera generacion, estos agentes tienen una aplicacion clinica méas amplia en el
tratamiento de infecciones del tracto urinario y de pielonefritis, enfermedades de
transmision sexual, ciertas neumonias y enfermedades de la piel (Martinez, 2005). El tercer
grupo, que incluye a temafloxacina, tiene un amplio espectro de actividad contra bacterias
Gran negativas, Gran positivas, antianaerobicos y Pseudomonas (Rodriguez, 2009).
También pertenecen a este grupo la esperfloxacina, levofloxacina, grepafloxacina,
gatifloxacina y moxifloxacina (King et al., 2000). El cuarto grupo incluye antibidticos
contra patdogenos respiratorios (Martinez, 2005). Este grupo esta constituido por el

antibidtico trovafloxacina, que afiade una actividad antimicrobiana frente a anaerobios,
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mientras que mantiene la actividad de las quinolonas de tercera generacion frente a Gram
positivos y Gram negativos (Martinez, 2005).

1.4.2 Mecanismo de accion de las fluoroquinolonas:

Las fluoroquinolonas interfieren en el metabolismo del ADN bacteriano debido a que son
capaces de inhibir a la ADN girasa y a la topoisomerasa IV. Las ADN topoisomerasas son
enzimas que controlan y modifican la topologia del ADN en las células. La enzima ADN
girasa es una topoisomerasa tipo II que cataliza el superenrollamiento negativo del ADN a
expensas del ATP. Asi pues, la ADN girasa introduce superenrollamientos en la doble hélice
dando lugar a la estructura tridimensional altamente condensada del ADN (Martinez, 2005).
El blanco de las FQs en M. tuberculosis es la enzima ADN girasa, la cual esta constituida
por dos subunidades o y dos subunidades B, codificadas por los genes gyrA y gyrB,
respectivamente (De La Campa et al., 2004; Falco, 2010).

En general, las fluoroquinolonas se unen reversiblemente al complejo de ruptura ADN-
girasa, estabilizando las cadenas de ADN que han sido previamente cortadas por la girasa,
creando un complejo terciario constituido por el ADN, la enzima y la FQ, impidiendo asi el
avance del complejo de replicacion del ADN. Esto produce la acumulacion de fragmentos
de ADN doble que han sido cortados, interrumpiéndose todos los procesos dependientes de
la topologia del ADN, como la replicacion y la transcripcion, provocando asi la muerte

celular (Ramaswamy et al., 2003; Vetting et al., 2006).

1.4.3 Mecanismos de resistencia a las fluoroquinolonas:
La resistencia a las FQ se determind poco después que estas drogas fueron introducidas en
el mercado. Hoy en dia, la mayoria de patdogenos clinicos han desarrollado resistencia a

estas drogas, razon por la cual el estudio de los mecanismos de resistencia a estos farmacos
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ha resultado de importancia a nivel mundial (Rodriguez, 2005). El desarrollo de la
resistencia a las fluoroquinolonas es un proceso complejo que asocia tres mecanismos
fundamentales descritos hasta ahora: mutaciones que alteran el blanco de accion, bombas
de eflujo que reducen la cantidad intracelular de la droga y proteinas pertenecientes a la

Familia de Pentapéptidos Repetidos (FPR) (Falco, 2010; Rodriguez, 2009; Martinez, 2005).

1.4.3.1 Mutaciones que alteran el blanco de accién: un patron general de resistencia para
la mayoria de las FQs son mutaciones en el blanco de accion. En el cromosoma
micobacteriano existe una region, llamada QRDR (Quinolone Resistance Determining
Region) (Figura 4), ubicada tanto en el gen gyrA como en el gen gyrB. Estas regiones
estan involucradas en la interaccion entre la fluoroquinolona y la ADN girasa. Se ha
identificado que mutaciones en dicha region estdn asociadas con la resistencia a estos
farmacos. En aislados clinicos de M. tuberculosis se ha encontrado que la resistencia a FQs
ocurre comunmente por mutaciones en la region QRDR de gyrA, que generalmente
involucran una sustitucion del codon 94, convirtiéndolo en el mecanismo de resistencia mas
importante a estos antibioticos ( Coll et al., 2003; Falco, 2010). Sin embargo, no todos los
aislados clinicos resistentes a fluoroquinolonas tienen mutaciones en gyrA ni en gyrB, lo
cual indica que la resistencia a estos antibioticos no estd mediada s6lo por mutaciones en la
region QRDR, sino que deben existir otros mecanismos asociados a la resistencia a estos
farmacos (Falco, 2010; Yew et al., 2002). Estos mecanismos incluyen mutaciones ubicadas
fuera de la regiéon QRDR de los genes gyrA y gyrB, mecanismos activos de transporte de la
droga hacia el exterior celular como bombas de eflujo y/o la presencia de pentapéptidos

repetidos que mimifican el ADN (Falco, 2010).
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Figura 4: Representacion de la estructura cristalina de la proteina ADN Girasa. La region QRDR
esta en azul y el sitio activo (Tyr'?) esta e rojo (a). En (b) se muestra en primer plano la regiéon
QRDR, destacando la posicion de la fluoroquinolona en el domino hélice a4 de GyrA. La
fluoroquinolona utilizada para el modelo es gatifloxacina (tomado de Matrat S. ef al., 2006).

1.4.3.2 Bombas de eflujo: Otro de los mecanismos que se ha asociado con la resistencia a
las FQs involucra bombas de eflujo, proteinas de membrana que se encargan de expulsar de
forma inespecifica varias sustancias hacia el exterior celular (Rodriguez, 2009). Las
bombas de eflujo son un grupo grande de proteinas que cumplen varias funciones en las
células bacterianas, como la expulsion de moléculas toxicas producidas por el organismo
hospedador.

Las bombas de eflujo se clasifican en 5 familias: la familia ABC (ATP Binding Cassette),
MFS (Mayor Facilitators Superfamily), SMR (Small Multidrug Resistance Family),

MATE ( Multidrug and Toxic Compound Extrusion Family) y RND ( Resistance

Nodulation Cell Division Family) (Figura 5) (Rodriguez, 2009).
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Figura 5: Comparacion esquematica de las cinco familias de bombas de eflujo (Tomado y
modificado de Piddock L., 2006).
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LfrA (Low-level Flouroquinolone Resistance) que pertenece a la familia MFS. Fue
reportada en el afio 1996 para M. smegmatis y esta involucrada en el transporte de
carbohidratos, aminoacidos, nucleétidos e inositol, bromuro de etidio, rodamina y
acriflavina, asi como ha sido relacionada con la resistencia a FQs hidrofilicas como
criprofloxacina y ofloxacina (Takiff ef al., 1996).

En el andlisis de la secuencia gendmica de M. tuberculosis, realizado por De Rossi y
colaboradores en el afio 2002, se identificaron 16 marcos de lectura abiertos que codifican
para presuntas bombas de eflujo. Una de estas bombas, codificada por el gen Rv1634,
incrementa la resistencia a varias fluoroquinolonas como norfloxacina y ciprofloxacina
cuando se sobrexpresa en M. smegmatis.

Por otro lado, se demostr6 que la resistencia a ofloxacina en una cepa mutante de
laboratorio de M. smegmatis, esta relacionada con los altos niveles de transcripcion del gen
pstB. Este gen codifica para una subunidad de unién a nucleoétido putativa que forma parte

de un sistema de transporte del tipo ABC especifico para fosfato. Cuando el gen ps/B es
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inactivado, disminuye la entrada de fosfato al interior celular y hay una hipersensibilidad a
ofloxacina. Esto sugiere que el sistema Pst, ademas de estar involucrado en el transporte de

fosfato, esta relacionado con la expulsion activa de esta fluoroquinolona.

1.4.4.3 La familia de pentapéptidos repetidos: Las proteinas pertenecientes a la familia
de los pentapéptidos repetidos estan definidas por 5 aminodcidos que se repiten en tanda,
[Ser, Thr, Ala, o Val], [Asp o Asn], [Leu o Phe], [Ser, Thr, o Arg], [Gly]. Hasta la fecha, se
sabe que ésta familia esta compuesta por mas de 500 proteinas que se encuentran tanto en
procariotas como en eucariotas, sin embargo, la funcion de la gran mayoria de éstas es
desconocida (Vetting et al, 2006).

McbG y Qnr (Quinolone-Resistance) son proteinas pertenecientes a la Familia de
Pentapéptidos Repetidos que han sido relacionadas con la resistencia a microcinaB17 y a
FQs en Enterobacterias. Se ha reportado que la proteina McbG, en conjunto con McbE y
McbF, es responsable de la resistencia a microcinaB17 en E. coli, ademas de conferir bajo
nivel de resistencia a fluoroquinolonas como la esparfloxcina. El gen mbcG que codifica
para la proteina McbG, se encuentra hacia el extremo 3’ de los genes mbcE y mbcF y se
cree que en conjunto exportan la microcinaB17 desde el citoplasma hacia el exterior celular
(Heddle et al., 2001; Jacoby et al., 2003).

En el afio 1998 se reporta por primera vez la existencia de una forma transmisible de la
resistencia a fluoroquinolonas mediada por plasmidos. QnrA es una proteina perteneciente a
la familia de pentapéptidos repetidos que esta codificada por el gen gnrA ubicado en un
plasmido conjugativo que fue aislado de una cepa de Klebsiella pneumoniae en EUA.
Martinez-Martinez y colaboradores (1998) demostraron que dicha proteina estaba

involucrada en el aumento de la resistencia al acido nalidixico y a la ciprofloxacina. Estos
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resultados fueron de gran relevancia ya que para la fecha solo se habia reportado que la
resistencia a fluoroquinolonas estaba mediada por mutaciones en los genes que codifican
para las topoisomerasas tipo II o por la sobrexpresion de bombas de eflujo que reducen la
concentracion intracelular de dichas drogas (Martinez-Martinez et al., 1998; Vetting et al.,
2006).

Debido a que el blanco principal de las quinolonas en bacterias Gam negativas es la ADN-
girasa, Tran y Jacoby (2002) determinaron si Qnr seria capaz de revertir la inhibicion de la
actividad de la girasa debido a accién de las FQs. Estos autores demostraron que Qnr
protege a la ADN-girasa de E. coli de la inhibicion por ciprofloxacina (Tran y Jacoby,

2002).

25



2. ANTECEDENTES

En el afio 2001, Montero y colaboradores lograron identificar un gen, denominado mfpA,
en Mycobacterium smegmatis, que al ser expresado en un plasmido multicopia, era capaz
de incrementar de 2 a 8 veces los valores de la concentracion minima inhibitoria (CMI)
para ciprofloxcina y esparfloxacina (Montero et al., 2001). Para confirmar el efecto de
Mi1pA en la resistencia a fluoroquinolonas en M. smegmatis, el gen mfpA fue inactivado, lo
cual trajo como consecuencia que la cepa fuera hasta 4 veces mas sensible a ciprofloxacina
y esparfloxacina. Aunque el mecanismo de esta resistencia no estaba establecido para la
fecha, se determind que MfpA no era una bomba de eflujo ya que no tuvo efecto sobre la
acumulacion de ciprofloxacina marcada con C'* (Montero e al., 2001).

En el afio 2002, Tran y Jacoby clonaron el gen gnrA a partir del plasmido pMG252 de E.
coli y lograron purificar y caracterizar la proteina perteneciente a la familia de los
pentapéptidos repetidos. Dichos investigadores encontraron que QnrA posee 218 residuos
de aminoacidos, y esta constituida por 40 dominios de pentapéptidos que se repiten en
tanda. Ademas, estos autores demostraron que Qnr protege a la ADN girasa de E. coli de la
inhibicién por ciprofloxacina (Tran y Jacoby, 2002). Trabajos posteriores sobre plasmidos
que exhiben resistencia transferible a quinolonas llevaron al descubrimiento de cuatro
proteinas similares, QnrS (Hata ef al., 2005), QnrB (Jacoby et al., 2006), EfsQnr (Figura 6)

(Arsene y Leclercq, 2007), QnrC (Wang et al., 2009), y QnrD (Cavaco et al., 2009).
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Figura 6: Diagrama de cinta del dimero Efs Qnr de Enterococcus fecalis (Tomado y modificado de
Arsene y Leclercq, 2007).

Por otro lado, en el afio 2005, Hedge y colaboradores identificaron un gen llamado Rv3361
en M. tuberculosis, que codifica para una proteina de 183 aminoacidos, designada como
MtM1pA. Esta proteina tiene un 67 % de identidad con la proteina MfpA de M. smegmatis
y posee motivos de pentapéptidos repetidos. Estos investigadores sugieren que esta proteina
podria competir con el ADN por la girasa, debido a que es una hélice con tamano, forma y
distribucion de cargas que mimifica al ADN en forma B (Figura 7). La uniéon de MtMfpA a
la ADN girada podria evitar la formacién del complejo ADN-girasa lo que explicaria el

fenotipo de resistencia a las fluoroquinolonas (Hegde ef al., 2005).

Facel(F1)  Face2(F2)

N-Term(8)

Coilt(C1) b

Cis-Pro81
-
M = conmen)

Monomer B <

c

e = Coil8(C8)
\f‘- . N ‘m(e)
CrTerm(A)‘ﬁ
Antiparaliel
Strand Exchange b C-Term(8)
Antiprallel
) Strand Exchange
al(A) gy {'/’)

Coil8(C8) 7 y
f )

Coil?(CT) 64‘4/'\(4 Meigiai A
Coil6(C6) W‘,x ‘/

Coil5(C5) = Cis-Pro81
it
Coil3(C3)
Fa

Coil2(C2) # e
coilt(c1)
\"\ 5

Face2(F2)

oA Face1(F1) NeTormi)

Figura 7: a) Diagrama de cinta del dimero MfpA de M. tuberculosis. b) Interaccion entre
MifpA y la ADN girasa (Tomado de Hegde et al., 2005)
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El afo 2009, Merens y colaboradores compararon el efecto de MfpAy; sobre la girasa de
M. tuberculosis y de QnrB4 sobre la girasa de E. coli. Estos investigadores reportaron que
QnrB4 revierte el efecto inhibitorio de las fluoroquinolonas sobre la girasa de E. coli y que
la union de QnrB4 a dicha girasa, tiene un efecto protector sobre la inhibicion de la
ciprofloxacina. Sin embargo, reportan que MfpAyy tiene un efecto contrario por lo que
proponen que esta proteina tiene un efecto inhibitorio sobre las actividades de
superenrollamiento y relajacion de la girasa de M. tuberculosis y no un efecto protector
sobre la inhibicion de la ciprofloxacina como lo observado con QnrB4 en E coli. Este
trabajo también indica que el mecanismo de estas proteinas puede ser girasa especifico ya
que QnrB4 protege a la girasa de E. coli del efecto inhibidor de las fluoroquinolonas pero
no protege a la girasa de M. tuberculosis. Estos autores también evaluaron el sitio de
interaccion entre MfpAyy y la girasa de M. tuberculosis. Para esto emplearon cepas con
mutaciones en gyrA y encontraron que el residuo D87 de la girasa, es probablemente un
residuo de gran importancia para que se de la interaccion entre MfpAy, y la girasa (Merens

et al., 2009).

La caracterizacion molecular del gen mfpA en Mycobacterium smegmatis fue llevada a cabo
por Falco en el afio 2010. En este trabajo se demostrd que el gen mfpA forma parte de la
misma unidad transcripcional con los genes mfpB, mfpC, mfpD, mfpE y a su vez, que la
expresion de los genes mfpEA ocurre lo largo del crecimiento micobacteriano. Ademas se
logro determinar que hay una region que contiene los elementos promotores necesarios que
podrian permitir la expresion de estos genes. Por otro lado, también se demostrd que el
aumento en la expresion de la proteina MfpA, aumenta los niveles de resistencia a

. . 2 .
fluoroquinolonas tanto en la cepa silvestre mc”/55, como en las siguientes mutantes:
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. mc’/255, cepa mutante que presenta el gen mfpA interrumpido por el gen aph

(mfpA ::aph), que confiere resistencia a kanamicina.

. mc’/55 GMI, cepa mutante que presenta una mutacion en la region QRDR del gen

2yrA (D94G), que codifica para la subunidad A de la girasa micobacteriana.

. mc’552, cepa mutante que presenta una mutacion en la region QRDR del gen gyrA
(D94G) y otra en el gen /frR, que permite la expresion constitutiva del gen /frA que
codifica para una bomba de eflujo perteneciente a la Superfamilia de los MFS. Siendo éste
el primer reporte que confirma una posible relacion in vivo, entre la proteina MfpA y el

desarrollo de resistencia a fluoroquinolonas en M. smegmatis (Falco., 2010).
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3. JUSTIFICACION

Mycobacterium tuberculosis es el agente etiologico de la tuberculosis y puede causar tanto
una infecciéon aguda como una infeccion latente asintomatica, que puede activarse
principalmente bajo condiciones inmunosupresoras. La tuberculosis es una enfermedad que
afecta a millones de personas en todo el mundo y aun cuando es una enfermedad antigua,

continua representando un problema de salud publica a nivel mundial (Parish et al., 1998).

La tuberculosis ha sido una de las enfermedades mas dificiles de erradicar debido
principalmente al desarrollo y dispersion de cepas resistentes. La principal razén para la
emergencia de cepas resistentes ha sido debido a wvarios factores que incluyen:
incumplimiento del protocolo de tratamiento por parte del paciente, suministro de drogas de

baja eficiencia e inadecuada supervision por las autoridades de salud (Pyffer., 2001).

Muchos estudios en los ultimos afios han destacado la importancia del uso de las
fluoroquinolonas en el tratamiento contra la tuberculosis (Nuermberger ef al., 2004; Pletz et
al., 2004). Sin embargo, el uso de éstos antibidticos ha traido como consecuencia la
seleccion de mutantes resistentes. Hasta ahora, se han reportado tres mecanismos asociados
a la resistencia fluoroquinolonas, dentro de los que destaca, la presencia de proteinas

pentapéptidos repetidos.

Se ha reportado que en M. smegmatis hay una proteina perteneciente la familia de
pentapéptidos repetidos, que es codificada por el gen mfpA, la cual se ha evidenciado esta
involucrada en la resistencia a fluoroquinolonas (Montero, 2001). Merens y colaboradores
(2009) evaluaron mediante ensayos “in vitro” el efecto de MfpA de tuberculosis sobre la
interaccion del complejo girasa-ADN-fluoroquinolona obteniendo como resultado que

Mi1pA no aumenta los niveles de resistencia a FQs en M. tuberculosis (Merens et al., 2009).
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Sin embargo, hay evidencia en M. smegmatis que indica que el aumento de la expresion de
Mi1pA “in vivo” aumenta los niveles de resistencia a ciprofloxacina (Falco, 2010). Es por
ello que en este trabajo se desea determinar si existe una interaccion “in vivo” entre MfpA 'y
la ADN girasa de M. smegmatis que traiga como consecuencia un aumento en los niveles de
resistencia a FQs. De cumplirse esta hipdtesis de trabajo, se apoyarian los resultados de
Jacoby y colaboradosres (2006) y los de Falco (2010), los cuales sugieren que la union del
pentapéptido repetido MfpA a la girasa tiene un efecto protector sobre la inhibicion de la
ciprofloxacina, lo que explicaria resistencia intrinseca de M. smegmatis y posiblemente de

M. tuberculosis a estas drogas.

Considerando que la tuberculosis es una enfermedad de gran importancia ya que constituye
un problema de salud publica a nivel mundial y que las fluoroquinolonas han tomado una
gran relevancia y estan siendo ampliamente empleadas como terapia en personas infectadas
con MTB resistentes a multiples drogas, es de gran importancia establecer el papel que

desempeitia la proteina MfpA en el desarrollo resistencia de estos antibioticos.
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4. OBJETIVOS
Objetivo general:
Determinar la posible relacion entre la proteina MfpA de Mycobacterium smegmatis'y la
resistencia “in vivo” a ciprofloxacina.
Objetivos especificos:
o Seleccionar cepas de M. smegmatis mc’155 resistentes a diferentes

concentraciones de ciprofloxacina.

. Determinar la concentraciéon minima inhibitoria de cada una de las cepas
resistentes.
. Determinar la presencia de bombas de eflujo que expulsen activamente

ciprofloxacina a través de ensayos de acumulacion.

o Amplificar por PCR y secuenciar la region QRDR del gen gyrA de las cepas

resistentes obtenidas.

. Seleccionar aquellas mutantes de M. smegmatis mc’155 resistentes a
ciprofloxacina que tengan mutaciones en la region QRDR y no tengan bombas de

eflujo que expulsen activamente ciprofloxacina.

o Electroporar un vector de expresion que contiene clonado el gen mfpA en las

diferentes cepas de M. smegmatis mc*155 seleccionadas.

. Determinar si el incremento de la expresion del gen mfpA aumenta los
niveles de resistencia a ciprofloxacina en cepas mutantes para el gen gyrA de M.

smegmatis mc*155.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cepas bacterianas:

o M. smegmatis mc*155: Para llevar a cabo este trabajo, se selecciond como material
biologico a M. smegmatis mc*155, debido a que existe evidencia que sugiere que
hay un porcentaje elevado de identidad (67%) entre MfpA de M. tuberculosis y
MifpA de M. smegmatis. Ademas, M. smegmatis es un modelo atractivo de estudio
debido a que su tasa de crecimiento es 10 veces mas rapida (3-4 horas) en
comparacion con micobacterias de crecimiento lento como M. tuberculosis (24
horas). A diferencia de M. tuberculosis, M. smegmatis es una bacteria no patégena
lo que permite que pueda ser empleada de manera segura en condiciones estandar
de laboratorio. Esta cepa es transformada con ADN foraneo con alta tasa de
eficiencia y es muy util para la sobrexpresion de genes de M. leprae y M.
tuberculosis 1o que la convierte en una herramienta valiosa para la investigacion en
micobacterias (Gupta y Chatterji, 2005).

o M. smegmatis mc*1255: Cepa mutante de M. smegmatis derivada de mc®155. Dicha
cepa presenta el gen mfpA interrumpido por el gen aph (mfpA::aph) que confiere
resistencia a kanamicina. Esta cepa fue obtenida en el laboratorio de Genética
Molecular, CBCM-IVIC por Montero y col., 2001.

e M. smegmatis mc® 552: Cepa mutante de M. smegmatis derivada de mc®155. Esta
cepa presenta una mutacion en la region QRDR del gen gyrA (D94G) y otra en el
gen /frR, que permite la expresion constitutiva del gen /frA que codifica para la

bomba de eflujo perteneciente a la Superfamilia de los MFS (Mayor Facilitator
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Superfamily). Esta cepa fue obtenida en el laboratorio de Genética Molecular,
CBCM-IVIC por Takiff, 1996.

e M. smegmatis mc*155 GM1: Cepa mutante de M. smegmatis derivada de mc?155.
Esta cepa presenta una mutacion en la region QRDR del gen gyrA (D94G). Dicha
cepa fue aislada en el Laboratorio de Genética Molecular, CBCM-IVIC.

o M. smegmatis mc*155 62: Cepa mutante de M. smegmatis derivada de mc*155 que
presenta una mutacion en el codon 91 de la region QRDR del gen gyrA (A91V).
Esta cepa fue obtenida en este trabajo.

e [E. coli K12: esta cepa se caracteriza por no poseer el gen dam, que codifica para una
enzima que expresa actividad metilasa. Esta cepa es apta para la transformacion y
permiten el clonamiento de diferentes construcciones plasmidicas.

5.2 Plasmidos:

e pALACE: Vector de sobrexpresion (8221 pb) con un promotor fuerte (P,.) y cuyo

inductor es la acetamida, tiene un origen de replicacion para E. coli (oriE) y para

micobacterias (oriM AL5000). Confiere resistencia a higromicina (Figura 8).

AlwNI 6693 111582
Pst 11612
cil 2159
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Al 2171
EcoR 15973 § del 2177

Sma 14980 \
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coR | 3667

Figura 8: Mapa del vector pALACE mostrando el origen de replicacion para
micobacterias (ALori), el marcador de seleccion (Hyg) y la region promotora
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inducida por acetamida (ACE promotor) ubicada hacia el extremo 5’ del sitio de
multiple clonamiento (tomado de Lakshminarayan y col., 2008).

e pALACE-mfpA: Vector de sobrexpresion (pALACE) el cual tiene clonado el gen
mfpA (Falco, 2010).
5.3 Medios de cultivo:
e Medios para cultivar M. smegmatis:
Para llevar a cabo los experimentos se utilizdo el medio liquido Middelebrook 7H9 y el
medio so6lido Middelebrook 7H10. Ambos fueron suplementados con OAD (Qleico-
Albumina-Dextrosa) (10%). Los medios fueron autoclavados a 15 1b, 121°C durante 15
minutos.
e Medios para cultivar E. coli:
Las células bacterianas se crecieron en caldo Luria-Bertani (LB) o en medio sélido LB. Los
medios fueron autoclavados a 15 Ib, 121°C durante 15 minutos.
5.4 Seleccion de cepas de Mycobacterium smegmatis mc’155 resistentes a
ciprofloxacina:
Se realizd un preindculo a partir de una colonia de M. smegmatis mc*155. Se tomé una
alicuota de este preindculo y se inoculd en 5 ml de medio liquido 7H9 suplementado. Este
se incubd con agitacion constante a 37°C, hasta alcanzar una densidad optica (DOgoonm) de
1 (1x10® cel/ml). Una vez que el cultivo alcanzé dicha DO, se tomaron 100 ul y se
sembraron con un rastrillo en placas de agar 7H10 suplementadas con ciprofloxacina a
distintas concentraciones (0,125 ug/ml; 0,25 ug/ml; 0,5 ug/ml; 1 ug/ml; 2 ug/ml; 4 ug/ml; 8

ug/ml), ademas de una placa control sin el antibiotico.
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Por otra parte, partiendo del indculo a DOggonm = 1 (IXIO8 cel/ml) se hicieron diluciones
seriadas (desde 107 hasta 107) y se sembraron por rastrilleo 100ul de las diluciones 107,
10°y 107 en placas de agar 7H10, con el fin de calcular el titulo del cultivo.
Las placas fueron colocadas en incubacion a 37°C durante 3 dias.

5.5 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria CMI de ciprofloxacina
en cepas mutantes de M. smegmatis mc*155:
Para determinar la CMI de ciprofloxacina de las cepas mutantes de M. smegmatis mc*155
seleccionadas previamente se utilizaron placas de 7H10 suplementadas con ciprofloxacina a
concentraciones de: 0,5 ug/ml; 1 ug/ml; 2 ug/ml; 4ug/ml; 8 ug/ml, ademés de la placa
control sin el antibidtico. Las placas se incubaron a 37°C durante 3 dias.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se observo hasta que concentracion del
antibiodtico dejo de crecer cada una de las cepas mutantes, siendo esta concentracion la CMI
de dicha cepa. Este experimento se realizo por triplicado.

5.6 Ensayos de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido:
Se prepararon preindculos de las cepas de interés, a partir de ellos se hicieron cultivos de
dichas cepas en un volumen de 100 ml de medio liquido 7H9 y fueron incubados a 37°C,
con agitacion hasta alcanzar una DOgoonm de 1 (IXIO8 cel/ml). A partir de alli, se
centrifugaron a 2509 g durante 20 min a 4°C. El sedimento se resuspendid en buffer fosfato
de sodio (50 mM) y se centrifugd bajo las mismas condiciones.
Las células se resuspendieron en 5 ml de buffer fosfato de sodio y se incubaron a 37°C con
agitacion durante 10 min. Se tomo una alicuota de 500 ul de la suspension para el control
negativo de la fluorescencia. A los 4,5 ml restantes del cultivo se le agreg6 ciprofloxacina a
una concentracion final de 10 ug/ml. La suspension se coloco a 37°C con agitacion

constante y se tomaron alicuotas de 500 ul del cultivo a intervalos de tiempo apropiados (0,
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2,5, 10 y 15 minutos). Una vez tomada la muestra, se debe mantener a 4°C. Las alicuotas
se centrifugaron a 3920 g durante 5 min a 4°C, se descartd el sobrenadante y se resuspendid
el sedimento celular en 1 ml de buffer fosfato de sodio. Luego se centrifugé nuevamente a
3920 g durante 5 minutos y se descartd el sobrenadante. Las células fueron lisadas al
resuspender el sedimento en 1 ml de buffer glicina/HCI (0,1M pH 3), dejando esta mezcla
toda la noche a 37°C con agitacion constante. Las muestras se centrifugaron a 26499 g
durante 5 minutos y los sobrenadantes se transferieron a tubos de microcentrifuga. La
fluorescencia de los sobrenadantes fue medida en un fluorimetro (SpectraMaxGeminiXS,
Molecular Divices) a 279 nm de excitacion y 447 nm de emision. Estos ensayos se hicieron
por triplicado.

5.7 Preparacién de lisado celular de Mycobacterium smegmatis mc*155 para realizar
PCR:
Con el fin de obtener ADN gendmico de las cepas resistentes a ciprofloxacina, las células
fueron crecidas en medio liquido 7H9 durante tres dias con agitacion constante a 37°C. Una
vez transcurrido los 3 dias de incubacion, se tomaron 200 ul del cultivo y se centrifugaron a
2509 g durante 5 min. Se descart6 el sobrenadante y el sedimento se resuspendi6 en 200 ul
de H,O estéril. Luego se coloco en ebullicion durante 10 minutos en bafio de Maria para
luego ser centrifugado a 35280 g durante 1 minuto. Por altimo, el sobrenadante se trasvaso
a otro tubo debidamente rotulado y se guardo a una temperatura de -20°C.

5.8 Amplificacién del gen gyrA de cepas mutantes de M. smegmatis mc*155:
La amplificacion de la region QRDR del gen gyrA de las cepas mutantes de M. smegmatis
mc’755 se realizo a través de la técnica PCR. Para esto se utilizaron los iniciadores GyrA3:

5'AGCTACATCGACTACGCCATGAG 3'y GyrA4: 5' TCGCGCTTGGGTGTAACGC 3'.
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La polimerasa utilizada en la reaccion de PCR fue la 7ag DNA Polymerase (New Englad
Biolabs). Se hizo una mezcla con los reactivos de PCR de acuerdo a la tabla I.

Tabla I: Concentraciones y volimenes necesarios de los reactivos para PCR.

Reactivos [ ] final

Buffer 1X

dNTPs 200 uM

Iniciador GyrA 3 2 uM

Iniciador GyrA 4 2uM

Taq polimerasa 0,025 U/ pl

DMSO 2,5 ul

Agua Completar hasta
alcanzar el volumen
adecuado.

A un volumen final de 25 pl se le agregaron 5 pl del lisado de ADN de M. smegmatis
mc’/55 y a la alicuota correspondiente al control negativo se le agregaron 5 ul de agua. Se
colocaron los tubos en un termociclador (Applied Biosystems 2720 Termal Cycler), el cual
fue programado con las condiciones que se indican en la tabla II.

Tabla II: Condiciones de temperatura a las que se ajusto el termociclador para realizar el

PCR.

T Temperatura Tiempo Funcion

T1 95°C 30s Calentamiento

T2 95°C 30s Desnaturalizacion
T3 61,5°C 1 min. Hibridacion
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T4 68°C 1 min. Extension

TS 68°C 5 min. Extension final

T2, T3 y T4 corresponden a un ciclo. El termociclador sera programado para un total de 30
ciclos.

5.9 Purificacion de productos de PCR y aislamiento de ADN plasmidico:
Para la purificacion de productos de PCR se empleo6 el estuche de la casa comercial Qiagen
Sciences USA: QIAquick PCR Purification Kit. En el caso del aislamiento de ADN
plasmidico se empled el estuche QIAprep Spin Miniprep Kit. Los estuches comerciales se
emplearon siguiendo las indicaciones de la casa comercial.

5.10 Secuenciacion del ADN:
La secuencia de los productos de PCR fue realizado por la compaiiia MACROGEN-Korea,

utilizando un secuanciador AB3730XL (http://www.macrogen.com).

5.11 Analisis de secuencia de nucleodtidos:
Se empleo el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del portal “National

Center for Biotechnology Information” (NCBI), via internet (http://www.ncbi.nim.bih.gov),

con el fin de buscar homologia con secuencias nucleotidicas reportadas en la base de datos
GenBank. Para llevar a cabo los alineamientos de secuencias, se empleard el programa
“MultAlign”, consultandolo via internet

(http:multain.toulouse.inra.fr/multain/multain.html).

5.12 Transformacion en E. coli:

e Preparacion de células competentes:
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Para la preparacion de células competentes, se inoculd una colonia aislada de E. coli
K12 en 2 ml de medio liquido LB suplementado con estreptomicina (25 pg/ml) en
un tubo de ensayo estéril. Esto se incubo a 37 °C con agitacion constante durante
toda la noche y al dia siguiente se le agregaron 8 ml de medio LB suplementado con
estreptomicina (25 pg/ml) dejandose incubar dicho cultivo a 37 °C durante una
hora. Se transfirio el cultivo a un tubo esteril de 15 ml y se centrifugé durante 10
minutos a 2509 g a 4°C. Se descartd el sobrenadante y el sedimento fue
resuspendido en 2 ml de solucion salina (0,85 %) para luego completar a un
volumen 10 ml. Se centrifugd bajo las mismas condiciones anteriores, se descart6 el
sobrenadante y se resuspendio el sedimento celular en 10 ml de CaCl, (50 mM). Se
incubo durante 1 hora en hielo, luego se centrifugo a 2509 g a 4°C durante 10
minutos y se eliminé el sobrenadante. El sedimento celular se resuspendi6 en 1 ml
de CaCl, 50 mM y se guardd a 4 °C.

Transformacion:

Para la transformacion se tomaron 200 pl de las células competentes y se mezclaron
con 2 ul de ADN plasmidico (pALACE 6 pALACE-mfpA) y se dej6 incubando 10
minutos en hielo. Una vez transcurrido este tiempo, la mezcla se incubd 45
segundos en bafio de Maria a 42 °C para luego colocar las muestras en hielo durante
2 minutos. Después se agregd 1 ml de caldo LB y se incub6 durante una hora a 37
°C. Por tltimo se tomaron 50 pl del cultivo y se sembraron en placas de LB
suplementadas con higromicina (50 pl). Las placas fueron incubadas a 37 °C

durante 18 horas.
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5.13 Transformacion de M. smegmatis mediante electroporacion:
Se prepararon preindculos de las cepas de interés y a partir de ellos se hicieron cultivos de
dichas cepas en un volumen de 50 ml de medio liquido 7H9 suplementado con OAD Estos
cultivos fueron incubados a 37°C, con agitacion hasta alcanzar una DOggonm de 0,7. Luego
los cultivos fueron centrifugados a 2280 g durante 15 min, se descartd el sobrenadante y el
sedimento celular se lavo con 40 ml glicerol (10%). Después, se repitid el paso anterior y
luego las células se resuspendieron en 5 ml de glicerol frio (10%). Se tomaron 400 ul de
esta suspension para agregarlos en una cubeta de electroporacion de 0,2 cm (Bio-Rad,
Richmond, USA), previamente enfriada en hielo. Se anadi6 una alicuota de ADN en la
cubeta y se incubd la mezcla en hielo durante 10 minutos. Para llevar a cabo la
electroporacion se utilizo el equipo Gene Pulser de Bio-Rad (modelo 1652098), empleando
las siguientes condiciones: 2,5 kV de voltaje, 1000 Q de resistencia y 25 uF de
capacitancia. Después el pulso eléctrico, las células se transfirieron a tubos estériles de 50
ml con 5ml de 7H9.0AD, se incubaron a 37 °C durante 3 horas y se sembraron 100 ul del
cultivo por rastrilleo en placas de 7H9 suplementadas con higromicina (50 ug/ml).

Finalmente, las placas se incubaron a 37 °C durante 3 dias.

5.14 Ensayos de sobrexpresion de la proteina MfpA:
La estrategia consistié en aumentar la expresion del gen mfpA, el cual fue clonado en un
vector llamado pALACE (Falco, 2010). Este vector contiene un promotor fuerte cuya
expresion es inducida por acetamida (Lakashminarayan et al., 2008).
Para realizar el ensayo se partidé de un preindculo de cada una de las cepas de interés, los
cuales se mantuvieron en incubacion a 37°C con agitacion constante durante 3 dias en

medio 7H9 suplementado con higromicina (50 ug/ml). Una vez transcurrido este tiempo, se
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inoculé 1 ml del preindculo en 100 ml de medio liquido 7H9 suplementado con glucosa
(1%) y se dejo en incubacion a 37°C con agitacién constante durante toda la noche. El
exceso de fuente de carbono fue removido centrifugando los cultivos a 1000 g durante 15
minutos, para luego resuspender el sedimento celular en medio liquido 7H9 hasta ajustarlos
a una DOggonm de 1 (lxlO8 cel/ml). Luego el cultivo celular fue dividido en 2, a uno de ellos
se les agrego la acetamida a una concentracion final de 0,02%, mientras que el otro cultivo
se tomd como control bajo condiciones de no induccion. Los cultivos se incubaron a 37 °C
durante la noche. Una vez transcurrido este tiempo, los cultivos con y sin acetamida fueron
diluidos 10"y 107 y se sembraron 20 ul de cada uno de ellos en placas de agar 7H10
suplementados con higromicina (50 ug/ml) y diferentes concentraciones de ciprofloxacina
(0; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; y 64 ug/ml) en presencia o ausencia de acetamida (0,02%).
Adicionalmente, los mismos cultivos fueron diluidos hasta 107 para realizar la titulacion de
cada una de las cepas de interés. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 8 dias

(Lakshminarayan et al., 2008).
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6. RESULTADOS

Para llevar a cabo este trabajo se seleccionaron cepas de M. smegmatis mc’155 resistentes a
ciprofloxacina a las cuales se les determind la concentracion minima inhibitoria. Luego, se
descartd que la resistencia en dichas cepas estuviese mediada por bombas de eflujo ya que
lo que se queria evaluar era el aumento de la resistencia al antibiotico por la sobrexpresion
de mfpA y no por la presencia de otro mecanismo de resistencia o la combinacion de varios
mecanismos. Para lograr esto, se realizaron ensayos de acumulacién de ciprofloxacina. Una
vez seleccionadas las cepas de interés, se procedid a amplificar y secuenciar la region
QRDR del gen mfpA de dichas cepas con la finalidad de determinar en qué codon de dicha
region se encuentra la mutacion. Luego se procedid a electroporar en las cepas mutantes de
M. smegmatis mc*155 un vector inducible por acetamida, el cual porta el gen mfpA lo que

permitio sobrexpresar a MfpA.
6.1 Ensayos de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido:

Se seleccionaron un total de 180 cepas mutantes de M. smegmatis mc>155 resistentes a
ciprofloxacina. A dichas cepas se les calculd la concentracion minima inhibitoria para
ciprofloxacina (ver anexos). Tomando en cuenta los valores de CMI obtenidos, se
seleccionaron 52 cepas a las cuales se le realizaron ensayos de acumulacion de
ciprofloxacina en medio liquido con el fin de determinar la presencia de bombas de eflujo
en dichas cepas mutantes. En estos ensayos se utilizd la cepa mutante M. smegmatis mc*
552 como control positivo ya que los niveles de expresion del gen [frA, que codifica para
una bomba de eflujo, le permiten tener un bajo nivel de acumulacion de ciprofloxacina.

Como control negativo se utilizd una cepa silvestre de M. smegmatis mc*155 debido que
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posee un alto nivel de acumulacion de ciprofloxacina.

Para interpretar los datos obtenidos en estos ensayos se hizo una comparacion entre los
valores de acumulacion de ciprofloxacina expresados por las cepas mutantes y los valores
de acumulacion de dicho antibidtico que presentaron las cepas control. Aquellas cepas con
valores de acumulacion cercanos a los expresados por la cepa M. smegmatis mc* 552 se
consideraron como cepas con bajo nivel de acumulacion de ciprofloxacina mientras que las
cepas que expresaron valores de acumulacion de ciprofloxacina cercanos a la cepa silvestre
M. smegmatis mc*155 fueron consideradas como cepas con alto nivel de acumulacion.
Estos ensayos fueron realizados por triplicado a las 52 cepas mutantes (ver anexos) a partir
de las cuales se seleccionaron 10 cepas para los ensayos posteriores tomando en cuenta su
alto nivel se acumulacién de ciprofloxacina y su CMI (Figuras 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,

17, y 18).
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Figura 9: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de la cepa mutante
M. smegmatis mc*155 06 (cepa 06). Control negativo: cepa silvestre M. smegmatis mc*155
(cepa 155). Control positivo: cepa mutante M. smegmatis me*552 (cepa 552). En esta figura
se observa que la cepa 06 tiene un nivel de acumulacion de ciprofloxacina
significativamente alto, por encima del valor expresado por el control positivo lo que indica
que la resistencia a ciprofloxacina expresada por dicha cepa no se debe a la sobrexpresion
de una bomba de eflujo.
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Figura 10: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de la cepa mutante
M. smegmatis mc*155 08 (cepa 08). Control negativo: cepa silvestre M. smegmatis mc*155
(cepa 155). Control positivo: cepa mutante M. smegmatis mc>552 (cepa 552). En esta figura
se observa que la cepa 08 tiene un nivel de acumulacién de -ciprofloxacina
significativamente alto, por encima del valor expresado por el control positivo lo que indica
que la resistencia a ciprofloxacina expresada por dicha cepa no se debe a la sobrexpresion
de una bomba de eflujo.
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Figura 11: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de la cepa mutante
M. smegmatis mc*155 09 (cepa 09). Control negativo: cepa silvestre M. smegmatis mc*155
(cepa 155). Control positivo: cepa mutante M. smegmatis mc*552 (cepa 552). En esta figura
se observa que la cepa 09 tiene un nivel de acumulacién de ciprofloxacina
significativamente alto, por encima del valor expresado por el control positivo lo que indica
que la resistencia a ciprofloxacina expresada por dicha cepa no se debe a la sobrexpresion
de una bomba de eflujo.
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Figura 12: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de la cepa mutante
M. smegmatis mc*155 10 (cepa 10). Control negativo: cepa silvestre M. smegmatis mc*155
(cepa 155). Control positivo: cepa mutante M. smegmatis mc>552 (cepa 552). En esta figura
se observa que la cepa 10 tiene un nivel de acumulacion de ciprofloxacina
significativamente alto, por encima del valor expresado por el control positivo lo que indica
que la resistencia a ciprofloxacina expresada por dicha cepa no se debe a la sobrexpresion
de una bomba de eflujo.
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Figura 12: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de la cepa mutante
M. smegmatis mc*155 17 (cepa 17). Control negativo: cepa silvestre M. smegmatis mc*155
(cepa 155). Control positivo: cepa mutante M. smegmatis me*552 (cepa 552). En esta figura
se observa que la cepa 17 tiene un nivel de acumulacién de -ciprofloxacina
significativamente alto, por encima del valor expresado por el control positivo lo que indica
que la resistencia a ciprofloxacina expresada por dicha cepa no se debe a la sobrexpresion
de una bomba de eflujo.
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Figura 14: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de la cepa mutante
M. smegmatis mc?155 62 (cepa 62). Control negativo: cepa silvestre M. smegmatis mc?155
(cepa 155). Control positivo: cepa mutante M. smegmatis mc?552 (cepa 552). En esta figura
se observa que la cepa 62 tiene un nivel de acumulacién de -ciprofloxacina
significativamente alto, por encima del valor expresado por el control positivo lo que indica
que la resistencia a ciprofloxacina expresada por dicha cepa no se debe a la sobrexpresion
de una bomba de eflujo.
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Figura 15: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de la cepa mutante
M. smegmatis mc*155 64 (cepa 64). Control negativo: cepa silvestre M. smegmatis mc*155
(cepa 155). Control positivo: cepa mutante M. smegmatis mc>552 (cepa 552). En esta figura
se observa que la cepa 64 tiene un nivel de acumulacién de ciprofloxacina
significativamente alto, por encima del valor expresado por el control positivo lo que indica
que la resistencia a ciprofloxacina expresada por dicha cepa no se debe a la sobrexpresion
de una bomba de eflujo.
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Figura 16: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de la cepa mutante
M. smegmatis mc?155 65 (cepa 65). Control negativo: cepa silvestre M. smegmatis mc’155
(cepa 155). Control positivo: cepa mutante M. smegmatis mc?552 (cepa 552). En esta figura
se observa que la cepa 65 tiene un nivel de acumulacién de -ciprofloxacina
significativamente alto, por encima del valor expresado por el control positivo lo que indica
que la resistencia a ciprofloxacina expresada por dicha cepa no se debe a la sobrexpresion
de una bomba de eflujo.
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Figura 17: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de la cepa mutante
M. smegmatis mc*155 67 (cepa 67). Control negativo: cepa silvestre M. smegmatis mc*155
(cepa 155). Control positivo: cepa mutante M. smegmatis me*552 (cepa 552). En esta figura
se observa que la cepa 67 tiene un nivel de acumulacién de -ciprofloxacina
significativamente alto, por encima del valor expresado por el control positivo lo que indica
que la resistencia a ciprofloxacina expresada por dicha cepa no se debe a la sobrexpresion
de una bomba de eflujo.
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Figura 18: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de la cepa mutante
M. smegmatis mc*155 88 (cepa 88). Control negativo: cepa silvestre M. smegmatis mc*155
(cepa 155). Control positivo: cepa mutante M. smegmatis mc>552 (cepa 552). En esta figura
se observa que la cepa 88 tiene un nivel de acumulacion de ciprofloxacina
significativamente alto, por encima del valor expresado por el control positivo lo que indica
que la resistencia a ciprofloxacina expresada por dicha cepa no se debe a la sobrexpresion
de una bomba de eflujo.

6.2 Amplificacion por PCR y secuenciacion la region QRDR del gen gyrA de cepas

resistentes.

Una vez realizados los ensayos de acumulacion, se amplifico por PCR la region QRDR del
gen gyrA de aquellas cepas que expresaron un alto nivel de acumulacion de ciprofloxacina
(Figura 19). Estos fueron secuenciados (Figura 20) con el fin de determinar cuales de las
cepas tenian mutaciones en QRDR y en que codon de dicha region se encontraba la

mutacion.
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Figura 19: Registro fotografico de la electroforesis en gel de agarosa al 1% de la
amplificacion por PCR del gen gyrA4 de cepas mutantes de M. smegmatis mc’155. M)
marcador de peso molecular 100 pb ladder (NE Biolabs); (6) cepa mutante M. smegmatis
mc?155 06; (8) cepa mutante M. smegmatis mc?155 08; (9) cepa mutante M. smegmatis
mc’155 09; (10) cepa mutante M. smegmatis mc*155 10; (17) cepa mutante M. smegmatis
mc’155 17; (62) cepa mutante M. smegmatis mc*155 62; (64) cepa mutante M. smegmatis
mc’155 64; (67) cepa mutante M. smegmatis mc*155 67; (88) cepa mutante M. smegmatis
mc’155 88; (65) cepa mutante M. smegmatis mc*155 65; (155) cepa silvestre M. smegmatis
mc’155 (control positivo). En todos los amplificados se observa la banda de 321 pb
correspondiente a la region QRDR del gen gyrA.

En la Figura 20 se muestra en analisis de las secuencias correspondientes a la region QRDR
del gen gyrA obtenidas empleando el iniciador GyrA3. El andlisis de las secuencias arrojo
como resultado la presencia de una mutacion en la region QRDR de gyrA de la cepa mc
2155 62 (QRDR_mc2 155 62) la cual consiste en la sustituciéon de una Citosina por una
Timina, lo que implica el cambio de un residuo de alanina por una valina en la posicion 91

de la girasa de M. smegmatis (A91V).
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Figura 20: Analisis de secuencias de la region QRDR del gen gyrA tanto de la cepa silvestre M.
smegmatis mc°155 (QRDR_mc2 155 WT) como de las cepas mutantes seleccionadas en este
trabajo. Cepa mutante M. smegmatis mc°155 10 (QRDR mc2 155 10); cepa mutante M.
smegmatis mc’155 09 (QRDR mc2 155 09); cepa mutante M. smegmatis mc’155 67
(QRDR_mc2 155 67); cepa mutante M. smegmatis mc*155 88 (QRDR mc2 155 88); cepa
mutante M. smegmatis mc*155 64 (QRDR_mc2 155 64); cepa mutante M. smegmatis mc¢*155 62
(QRDR_mc2 155 62); cepa mutante M. smegmatis mc*155 08 (QRDR mc2 155 08); cepa
mutante M. smegmatis mc*155 17 (QRDR_mc2 155 17). En color verde se representa la region
QRDR del gen gyrA de la cepa mutante M. smegmatis me¢*155 62 (QRDR_mc2 155 62). En color
rojo se resalta la sustitucion de una Citosina por una Timina en el codon 91(subrayado).

6.3 Ensayos de sobrexpresion de la proteina MfpA:

La estrategia consisti6 en aumentar la expresion del gen mfpA, el cual fue clonado en un
vector llamado pALACE (en lo sucesivo denotado como pALACE- mfpA) (Falco, 2010).

Este vector contiene un promotor fuerte cuya expresion es inducida por acetamida
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(Lakashminarayan et al., 2008). Dicho plasmido fue electroporado en una cepa de E. coli
K12. Seguido de esto, se aislo el ADN plasmidico de las cepas transformantes obtenidas y
se procedio a amplificar por PCR el gen mfpA (612 pb) empleando los iniciadores mfpA 16

y 17) (Figura 21).

3000 pb
2500 pb

2000 pb
1500 pb
1000 pk
900 pk
800 pk
700 pk
600 pk
500 pb
400 pk
300 pb
200 pb

100 pb

Figura 21: Registro fotografico de la electroforesis en gel de agarosa al 1% de la
amplificacion por PCR del gen mfpA clonado en el vector de sobrexpresion pALACE.
(M) marcador de peso molecular 100 pb ladder (NE Biolabs); (1 y 2) amplificados de
mfpA; (-) control de reactivos de PCR. En los amplificados se observa claramente la banda
de 612 pb correspondiente al gen mfpA.

Una vez realizada la verificacion por PCR de pALACE-mfpA, se procedid a electroporar
dicho plasmido en 5 cepas diferentes de M. smegmatis: me¢* 155, me* 552, me”1255, mc?
155 GM1 y mc” 1255 descritas anteriormente (pagina 24) ademas de la cepa mc” 155 62,
cepa mutante que presenta una mutacion en la region QRDR del gen gyrA (A91V) y que

fue obtenida en este trabajo.

Una vez obtenidas las transformantes de cada una de las cepas, se realizaron los ensayos de

sobrexpresion con acetamida (0,02 %) por triplicado, empleando como controles negativos
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a estas mismas cepas electroporadas con el plasmido pALACE (Figura 22) y como control
positivo una cepa silvestre mc® 155 electroporada con el plasmido pGADIV, que posee un

fragmento de ADN que incluye a los genes mfpC, mfpB y mfpA (Montero y col., 2001).
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Figura 22: a) Registro fotografico de la electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % del
vector de sobrexpresion pALACE digerido con las enzimas de restriccion
BamHI1/Xhol. (M) marcador de peso molecular 1kb ladder (NE Biolabs). (1 y 2) pALACE
digerido con BamHI y Xhol. Es esta figura se observa el patron de bandas generado por las
enzimas de restriccion utilizadas. b) Representacion esquemética del plasmido pALACE
indicando los sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion BamHI 'y Xhol.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla III. En la columna sefialada con el numero
1, se destacan los valores correspondientes a las concentraciones minimas inhibitorias para
ciprofloxacina de cada una de las cepas utilizadas, mientras que la columna sefialada con el
numero 2 corresponde a las CMI para las cepas transformadas con pALACE-mfpA bajo

condiciones de induccion. Finalmente, en la columna sefialada con el numero 3, se
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muestran los valores correspondientes a los cambios relativos en las CMI, los cuales fueron

calculados realizando la relacion entre los datos de la columna (2)/(1).

Tabla III: Resultados de la sobrexpresion con acetamida en diferentes cepas de M.
smegmatis.

Cepa CMI (pg/ml) pALACE-mfpA”®  Cambios relativos
Ciprofloxacina @ en la CMI (Veces)(3)
mc” 155 0,25 1 4
mc’ 552 16 16 1
mc’ 155 GM1 2 4 2
mc’ 155 62 4 4 1
mc’ 1255 0,0625 1 16

Los resultados obtenidos en los ensayos realizados indican que el aumento en la expresion
del gen mfpA provoca el incremento de resistencia a ciprofloxacina en las cepas mc?155,
mc’155GM1 y me” 1255 al igual que los resultados obtenidos por Falco en el 2010. Por

otro lado, para las cepas mc” 552 y me” 155 62 las CMI se mantienen constantes.

Es importante mencionar que los valores de las CMI de las cepas transformadas con
pALACE y evaluadas bajo condiciones de no induccion, se corresponden con los valores

indicados en la columna denotada con el nimero 1 de la tabla III.

Para la cepa mc”155 se determiné que los cambios relativos en la CMI para ciprofloxacina

son los mismos si mfpA esta sobrexpresado o si contiene al plasmido pGADIV.
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7. DISCUSION

Los genes gnr estan asociados a plasmidos pero se pueden encontrar homologos en el
genoma de bacterias Gran positivas y Gran negativas. El gen gnrA fue identificado en un
plasmido y una vez establecida su secuencia, se buscaron homdlogos, poniéndose en
evidencia la relacion de dicha secuencia con algunos genes ubicados cromosomas
(Martinez et al., 1998; Tran et al., 2002). Uno de estos genes fue mfpA, el cual se encuentra
en el genoma de las micobacterias, y se relaciond con la resistencia a fluoroquinolonas

(Montero et al., 2001).

Inicialmente, MfpA fue descrita como una proteina relacionada con la resistencia a
fluoroquinolonas en M. smegmatis. Mientras que tiempo después, la proteina
correspondiente en M. tubercolosis, MfpAMLt, se propuso como determinante de resistencia
intrinseca a quinolonas. Ademas, su similitud con las proteinas Qnr condujo a la hipdtesis
de que pueden mediar resistencia a fluoroquinolonas al ejercer un efecto protector sobre la
girasa. Es justo por este motivo que en este trabajo se propuso determinar la posible
relacion entre la proteina MfpA de Mycobacterium smegmatis 'y la resistencia “in vivo” a
ciprofloxacina.

El primer paso a seguir para lograr los objetivos planteados en este trabajo fue la seleccion
de cepas mutantes de Mycobacterium smegmatis resistentes a ciprofloxacina y la
determinacion de la CMI para cada una de ellas. Esto permitid evaluar cuales mutantes
podrian tener mutaciones en la region QRDR del gen gyrA, debido a que esta ampliamente
reportado que mutaciones en dicha region estan implicadas con altos niveles de resistencia
a fluoroquinolonas.

Una vez seleccionadas las mutantes y debido a que se ha reportado que hay una relacion
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entre la acumulacion de mutaciones y el nivel de resistencia a las fluoroquinolonas
(Ginsburg y col., 2003), se realizaron ensayos de acumulacion de ciprofloxacina a las cepas
mutantes que expresaron altos niveles de resistencia a ciprofloxacina (altas CMI) y se
seleccionaron aquellas cepas cuyo nivel de acumulacién de ciprofloxacina estaba cercano al
expresado por la cepa silvestre (Figuras 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18).
Descartandose asi que dicha resistencia se deba a la presencia de la sobrexpresion de
bombas de eflujo como LfrR. De esta manera se asegur6 que la variacion en los niveles de
resistencia a ciprofloxacina en las cepas utilizadas en este trabajo era consecuencia de la
sobrexpresion de mfpA y no de un efecto aditivo consecuencia de la combinacion de dicha

proteina con la sobrexpresion de bombas de eflujo.

Una vez realizados los ensayos de acumulacion y seleccionadas aquellas mutantes con altas
CMI y altos niveles de acumulacion, se amplifico por PCR la region QRDR del gen gyrA
de aquellas cepas que expresaron un alto nivel de acumulacién de ciprofloxacina (Figura
19). Dicha region fue secuenciada, el andlisis de las secuencias arrojé como resultado la
presencia de una mutacion en la region QRDR de gyrA en la cepa mc %155 (62). En la
Figura 20 se muestra el andlisis de la secuencia de esta cepa y se puede observar la
sustitucion de una Citosina por una Timina, lo que implica el cambio de un residuo de
alanina por una valina en la posicion 91 de la girasa de M. smegmatis (A91V). Es
importante mencionar que mutaciones espontdneas (incluyendo aquellas encontradas en
aislados clinicos de M. tuberculosis) relacionadas con altos niveles de resistencia a
fluoroquinolonas, recaen con frecuencia en la posicion S83 (equivalente al codén 91 de M.
smegmatis) lo que indica que dicho residuo juega un papel importante en la unién de las

FQs al complejo ADN-girasa (Tavio et al., 1999; Bardnard et al., 2001).
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Para establecer si existe una posible relacion entre el aumento de la expresion del gen mfpA
y el desarrollo de resistencia a fluoroquinolonas, se procedid a electroporar un vector
inducible por acetamida que contenia clonado el gen mfpA (pALACE-mfpA), en diferentes

cepas de M. smegmatis:
e mc’155, cepa silvestre.

e mc?1255: Cepa mutante de M. smegmatis que presenta el gen mfpA interrumpido
por el gen aph (mfpA::aph) que confiere resistencia a kanamicina.
e mc® 552: Cepa mutante que presenta una mutacion en la region QRDR del gen
gvrdA (D94G) y otra en el gen [frR, que permite la expresion constitutiva del gen
IfrA que codifica para la bomba de eflujo perteneciente a la Superfamilia de los
MFS (Mayor Facilitator Superfamily).
e mc’155 GM1: Cepa mutante que presenta una mutacion en la region QRDR del gen
gyrA (D94G).
e mc 155 (62): Cepa mutante de que presenta una mutacién en el codén 91 de la
region QRDR del gen gyrA (A91V), la cual fue obtenida en este trabajo.
Los resultados mostrados en la tabla III indican que el aumento de la expresion del gen
mfpA provoca “in vivo” un aumento en los niveles de resistencia a ciprofloxacina en las
cepas mc’155, me?155 GM1 y mc?1255. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Montero y colaboradores en el afio 2001 y Falco en el afio 2010, en los que se reportd que
un aumento en la expresion del gen mfpA aumentd los niveles de resistencia a
ciprofloxacina en cepas de M. smegmatis.
Varios autores sugieren que el mecanismo de resistencia a fluoroquinolonas mediado por

proteinas pertenecientes a la familia de petapéptidos repetidos implica la union especifica
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de dichas proteinas a la ADN girasa. Estudios in vitro revelaron que las proteinas
pentapéptidos repetidos QnrAl y QnrB1 son capaces de proteger a la ADN girasa y la
topoisomerasa tipo IV de E. coli del efecto inhibidor de las fluoroquinolonas de una manera
dependiente de la concentracion y se demuestra que este mecanismo de resistencia esta
mediado justamente por la union del pentapéptido repetido a la ADN girasa (Tran et al.,
2002, 2005; Jacoby et al.; 2006). Ademas, estos autores sugieren que la formacion del
complejo QnrB-girasa podria ocurrir antes de la uniéon del ADN a la girasa por lo que la
formacion de dicho complejo no dependeria de los cambios conformacionales inducidos

por la union del ATP, el ADN o la fluoroquinolona (Tran et al., 2005).

En el afio 2009, Merens y colaboradores compararon el efecto de MfpAy sobre la girasa de
M. tuberculosis y de QnrB4 sobre la girasa de E. coli, valiéndose de ensayos que involucran
reacciones de superenrollamiento y al igual que Jacoby y colaboradores (2006), reportaron
que QnrB revierte el efecto inhibitorio de las fluoroquinolonas sobre la girasa de E. coli.
Sin embargo, reportan que MfpApm; no protege a la ADN girasa del efecto inhibitorio de la
ciprofloxacina y proponen que esta proteina tiene un efecto inhibitorio sobre las actividades
de superenrollamiento y relajacion de la girasa de M. tuberculosis. Por otro lado, estos
autores proponen que la region de interaccion entre MfpAy; y la girasa debe incluir el
dominio QRDR de GyrA, en la que los residuos S83 (equivalente al residuo A91 en M.
smegmatis) 'y D87 (equivalente al residuo A95 en M. smegmatis) estan fuertemente
implicados en la interaccion quinolona-girasa. Para demostrar esto, Merens y colaboradores
realizaron ensayos de superenrollamiento utilizando girasas modificadas en los residuos
A83 y D87 en la girasa de M. tuberculosis (A83S, D87H y D87G). Estos autores revelan

que el efecto inhibidor que ejerce MfpAy sobre la girasa es completamente abolido cuando
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ocurre una sustitucion del acido aspartico por una glicina en el residuo 87, lo que indica
que probablemente este aminoacido tiene un papel importante en la interaccion MfpAy-
girasa. En contraste, se observa que dicha proteina sigue ejerciendo un efecto directo sobre
la girasa con la modificacion A83S, similar al efecto ejercido sobre la girasa tipo silvestre.
Vale la pena destacar que la posicion 87 en GyrA y la posicion equivalente en ParC
(residuo 84) de la topoisomerasa tipo IV, estan implicadas con la interaccion de dichas
proteinas con el ADN por lo que mutaciones en estos codones podrian interferir con la
interaccion entre el ADN vy la girasa.

La region QRDR esta dentro del dominio N-terminal de GyrA, cerca de la tirosina catalitica
Tyr'?, por lo que los residuos que componen esta regiéon pueden estar implicados en la
unidon al ADN. La posicion del residuo 83 en la superficie de la hélice a4 y su estrecha
proximidad con la Tyr'** podria conducir a la formacién de un enlace de hidrogeno entre la

girasa y el ADN (Figura 23.b) (Morais et al., 1997).

heaa &
»
\ Head dimer ,
' interface 7 .

G % . :'v' ¢
“IR\-‘\'{’(({# v
ot ¥ f.:.??(‘"\

.
Primary dimer
interface

Tyr 122

59



Figura 23: a) Modelo de la estructura en 3-D de la ADN girasa. b) dominio N-terminal de la girasa
de E. coli. Las hélices a3 y 04 se representan con los colores amarillo y rojo respectivamente. Los
residuos de aminoacidos posiblemente involucrados con la interaccion del ADN se encuentran
representados por un circulo negro. c) modelo de la interaccion entre el ADN y la girasa (tomado y
modificado de Morais et al., 1997).

Debido a que MfpAy es una hélice con tamafio, forma y distribucion de cargas similar al
ADN en forma B (Hegde et al., 2005), los sitios de interaccion entre dicha proteina y la
ADN girasa podrian coincidir con los sitios de interaccion entre el ADN y la girasa. Por lo
tanto, mutaciones en esta region podrian interferir con la union de MfpAy a la girasa. Esto
podria explicar los resultados obtenidos en este trabajo con la cepa mutante mc 2155 (62) la
cual no expresd variaciones en su concentracion minima inhibitoria con el aumento “in
vivo” en la expresion del gen mfpA (Tabla III). Basandose en la estructura de los
aminoacidos alanina y valina, es probable que la sustitucion de un aminoacido
relativamente pequefio como Ala por un aminoacido de mayor tamafio como Val en el
residuo 91 de la girasa de M. smegmatis puede estar causando modificaciones en la
estructura tridimensional de la ADN girasa asi como un mayor impedimento estérico,
dificultando de esta manera la interaccion entre MfpA y la ADN girasa. Los resultados
obtenidos en este trabajo con la cepa mutante me 155 (62) indican que el residuo A91 de la
girasa de M. smegmatis es un sitio de interaccion probable entre MfpA y la ADN girasa.
Seria interesante estudiar el efecto que tiene la proteina MfpA en cepas con mutaciones en
otros codones de la region QRDR a parte de los ya estudiados en este trabajo a fin de
comprender un poco mas el papel que desempenan cada uno de estos residuos en la
interaccion MfpA-girasa y su posible relacion con la resistencia a fluoroquinolonas.
Ademés, la cristalizacion de girasas con mutaciones en la region QRDR podria revelar los

cambios conformacionales que pueden ocurrir en la estructura tridimensional de la girasa
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como consecuencia de dichas mutaciones y de esta manera se podria entender un poco mas

las interacciones que se pueden dar entre la girasa y MfpA.
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8. CONCLUSIONES:
e De las 10 cepas mutantes secuenciadas, solo la cepa M. smegmatis mc 2155 62
presentd una mutacion en la region QRDR de gyrA, la cual consiste en la
sustitucion de una Citosina por una Timina, lo que implica el cambio de un residuo

de alanina por una valina en la posicion 91 de la girasa de M. smegmatis (A91V).

e El aumento en la expresion del gen mfpA aumenta los niveles de resistencia a
ciprofloxacina tanto en la cepa silvestre Mycobaterium smegmatis mc*155, como en
las cepas mutantes Mycobaterium smegmatis mc>155GM1 'y Mycobaterium

smegmatis me” 1255.

. . 2 r . .
e La cepa mutante Mycobaterium smegmatis mc “155 62 no expreso variaciones en su
concentracion minima inhibitoria con el aumento “in vivo” de la expresion del gen
mfpA, lo indica que posiblemente mutaciones en el residuo A91 de la girasa de M.

smegmatis afectan la interaccion entre MfpA y la ADN girasa.
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10. ANEXOS

Tabla I'V: Concentracion Minima inhibitoria de ciprofloxacina para cepas mutantes de M.
smegmatis mc? 155.

cepa |°M cepa |°M copa |M copa |M
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)

1 1 117 1 38 2 143 2
3 1 118 1 39 2 144 2
140 1 119 1 40 2 145 2
12 1 120 1 41 2 147 2
63 1 122 1 42 2 148 2
65 1 123 1 43 2 149 2
66 1 124 1 44 2 150 2
67 1 125 1 45 2 151 2
68 1 126 1 46 2 152 2
69 1 127 1 47 2 153 2
70 1 128 1 49 2 155 2
71 1 129 1 50 2 157 2
72 1 131 1 52 2 157 2
73 1 132 1 53 2 158 2
74 1 133 1 54 2 159 2
75 1 134 1 55 2 160 2
77 1 135 1 59 2 2 4
79 1 136 1 61 2 7 4
80 1 137 1 64 2 51 4
81 1 138 1 76 2 9 4
82 1 139 1 78 2 1 4
83 1 6 2 84 2 16 4
89 1 4 2 85 2 17 4
90 1 5 2 86 2 23 4
91 1 10 2 87 2 27 4
95 1 13 2 88 2 29 4
96 1 14 2 92 2 31 4
98 1 15 2 93 2 33 4
99 1 18 2 94 2 34 4
102 1 19 2 97 2 35 4
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104 1 20 2 100 2 36 4
105 1 21 2 101 2 8 8
106 1 22 2 103 2 56 4
107 1 24 2 109 2 57 4
108 1 25 2 110 2 58 4
111 1 26 2 114 2 60 4
112 1 28 2 121 2 62 4
113 1 30 2 130 2 146 4
115 1 32 2 141 2 154 4
116 1 37 2 142 2

Ensavo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido:

En las Figuras 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 y 33 se muestran las graficas
correspondientes a las 52 cepas mutantes de M. smegmatis a las que se les hicieron ensayos
de acumulaciéon de ciprofloxacina en medio liquido. En estos ensayos se utilizd la cepa
mutante M. smegmatis mc” 552 como control positivo ya que los niveles de expresion del
gen [frA, que codifica para una bomba de eflujo, le permiten tener un bajo nivel de
acumulacion de ciprofloxacina. Como control negativo se utiliz6é una cepa silvestre de M.
smegmatis mc*155 debido que posee un alto nivel de acumulacion de ciprofloxacina.

4500
4000
3500 =@==Cepa 155
3000 == cepa 552
2500 == cepa 16
2000
1500 ==é=cepa 17
1000 ==jé=cepa 19

500 =@0=cepa 20

O T T T T 1
0 2 5 10 15

Figura 24: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de las cepas
mutantes M. smegmatis mc*155 16 (cepa 16); M. smegmatis mc*155 17 (cepa 17); M.
smegmatis mc*155 19 (cepa 19); M. smegmatis mc*155 20 (cepa 20). Control negativo:
cepa silvestre M. smegmatis mc’155 (cepa 155). Control positivo: cepa mutante M.
smegmatis mc>552 (cepa 552).
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1500 == cepa 88
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O T T T T 1
0 2 5 10 15 ———cepald

Figura 25: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de las cepas
mutantes M. smegmatis mc>155 86 (cepa 86); M. smegmatis mc*155 87 (cepa 87); M.
smegmatis mc?155 88 (cepa 88); M. smegmatis mc?155 89 (cepa 89); M. smegmatis mc’155
90 (cepa 90); M. smegmatis mc*155 18 (cepa 18). Control negativo: cepa silvestre M.
smegmatis mc*155 (cepa 155). Control positivo: cepa mutante M. smegmatis mc*552 (cepa
552).

4500
4000 =@—cepa 155
3500 == cepa 552
3000
2500 === cepa 81
2000 =>&=cepa 82
1500 ==ié=cepa 83
1000
500 =0 cepa 84
0 T T T T ) == cepa 85
0 2 5 10 15

Figura 26: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de las cepas
mutantes M. smegmatis mc°155 81 (cepa 81); M. smegmatis mc*155 82 (cepa 82); M.
smegmatis mc>155 83 (cepa 83); M. smegmatis mc*155 84 (cepa 84); M. smegmatis mc*155
85 (cepa 85). Control negativo: cepa silvestre M. smegmatis mc*155 (cepa 155). Control
positivo: cepa mutante M. smegmatis mc*552 (cepa 552).
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Figura 27: Ensayo de

acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de las cepas

mutantes M. smegmatis mc>155 61 (cepa 61); M. smegmatis mc*155 62 (cepa 62); M.
smegmatis mc*155 64 (cepa 64); M. smegmatis mc*155 65 (cepa 65). Control negativo:
cepa silvestre M. smegmatis mc*155 (cepa 155). Control positivo: cepa mutante M.
smegmatis mc?552 (cepa 552).
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4000 =@—cepa 155
3500 == cepa 552
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Figura 28: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de las cepas
mutantes M. smegmatis mc*155 66 (cepa 66); M. smegmatis mc*155 67 (cepa 67); M.
smegmatis mc>155 68 (cepa 68); M. smegmatis mc*155 69 (cepa 69); M. smegmatis mc¢*155
70 (cepa 70). Control negativo: cepa silvestre M. smegmatis mc*155 (cepa 155). Control
positivo: cepa mutante M. smegmatis mc*552 (cepa 552).
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Figura 29: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de las cepas
mutantes M. smegmatis mc>155 01 (cepa 01); M. smegmatis mc*155 02 (cepa 02); M.
smegmatis mc?155 03 (cepa 03); M. smegmatis mc?155 04 (cepa 04); M. smegmatis mc’155
50 (cepa 05). Control negativo: cepa silvestre M. smegmatis mc*155 (cepa 155). Control
positivo: cepa mutante M. smegmatis mc*552 (cepa 552).
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Figura 30: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de las cepas
mutantes M. smegmatis mc*155 06 (cepa 06); M. smegmatis mc*155 08 (cepa 08); M.
smegmatis mc*155 09 (cepa 09); M. smegmatis mc*155 10 (cepa 10); M. smegmatis
mc’155. Control negativo: cepa silvestre M. smegmatis mc’155 (cepa 155). Control
positivo: cepa mutante M. smegmatis mc*552 (cepa 552).
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Figura 31: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de las cepas
mutantes M. smegmatis mc>155 91 (cepa 91); M. smegmatis mc*155 92 (cepa 92); M.
smegmatis mc*155 93 (cepa 93); M. smegmatis mc*155 94 (cepa 94); M. smegmatis mc*155
95 (cepa 95). Control negativo: cepa silvestre M. smegmatis mc*155 (cepa 155). Control
positivo: cepa mutante M. smegmatis mc*552 (cepa 552).
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Figura 32: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de las cepas
mutantes M. smegmatis mc°155 76 (cepa 76); M. smegmatis mc?155 77 (cepa 77); M.
smegmatis mc>155 78 (cepa 78); M. smegmatis mc*155 79 (cepa 79); M. smegmatis mc*155
80 (cepa 80). Control negativo: cepa silvestre M. smegmatis mc*155 (cepa 155). Control
positivo: cepa mutante M. smegmatis mc*552 (cepa 552).
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Figura 33: Ensayo de acumulacion de ciprofloxacina en medio liquido de las cepas
mutantes M. smegmatis mc>155 96 (cepa 96); M. smegmatis mc*155 97 (cepa 97); M.
smegmatis mc*155 98 (cepa 98); M. smegmatis mc*155 99 (cepa 99); M. smegmatis mc*155
100 (cepa 100). Control negativo: cepa silvestre M. smegmatis mc*155 (cepa 155). Control
positivo: cepa mutante M. smegmatis mc*552 (cepa 552).
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