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Resumen

La resistencia a los antibidticos es una de las mayores preocupaciones globales. La gran
diseminacion de genes de resistencia a los antibidticos y la falta de nuevos medicamentos
amenazan el tratamiento de infecciones graves causadas por bacterias patdgenas. El ribosoma
es uno de los principales blancos de los antibidticos, al menos 8 clases se unen a las unidades
ribosomales y previenen la sintesis de proteinas, llevando a la bacteria a la muerte. Para
prevenir la accion de antibioticos dirigidos al ribosoma, se han descrito diferentes
mecanismos en las bacterias, pero los mas importantes son llevados a cabo por
metiltransferasas del ARN ribosomal. En este estudio se documenta la prevalencia de
fenotipos y genes de resistencia a los antibioticos dirigidos al ribosoma de cepas de E. coli
aisladas de aguas residuales y naturales de la Ciudad de Panama y se estudian métodos para
inhibir las metiltransferasas del ARN ribosomal utilizando aptdmeros obtenidos a través del
método SELEX y de pruebas funcionales.

Abstract

Antibiotic resistance is one of the major concerns globally. The wide spread of antibiotic
resistance genes and the lack of new antibiotics threatens the treatment of serious infections
caused by pathogenic bacteria. Ribosome is one of the main antibiotics targets, at least 8
antibiotic classes bind to ribosomal subunits preventing the protein synthesis, leading the
bacteria to death. To prevent the action of ribosomal targeting antibiotics several resistance
mechanisms are found in bacteria but the most important is driven by ribosomal RNA
methyltransferases. The prevalence of ribosome targeting antibiotic resistance phenotypes
and genes from E. coli strains isolated from sewage and river samples in Panama City are
reported and aptamer-based methods are studied to inhibit the ribosomal RNA
methyltransferases through SELEX procedure and functional assays.
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Introduccion

Los antibidticos son los recursos mas utilizados en la medicina, veterinaria y agricultura para
el tratamiento de enfermedades infecciosas. Sin embargo, la resistencia a los antibioticos
pone en riesgo la efectividad de los antibioticos, siendo reconocida como una amenaza para
la salud.

En este trabajo se abordan los mecanismos de resistencia a los antibidticos dirigidos al
ribosoma y se expone el estado de las resistencias a estas familias de antibioticos en aislados
de aguas naturales y residuales en la Ciudad de Panama. Se busca determinar la prevalencia
de los fenotipos y genotipos de resistencia de la Enterobacteridcea Escherichia coli, asociada
con la transmision y dispersion de genes de resistencia, para lo que se aislaron cepas de esta
bacteria a partir muestras de agua del rio Juan Diaz y del influente de la Planta de Tratamiento
de Aguas Residuales de la Ciudad. Ademads, se presentan los diferentes fenotipos de
resistencia y multirresistencia a 3 familias de antibidticos dirigidos al ribosoma: los
aminoglucoésidos, tetraciclinas y anfenicoles; asi como, los principales genes de resistencia
detectados y la descripcion de los genotipos encontrados.

Esta investigacion también estudia los factores més notables de resistencia a las familias de
aminoglucésidos, tetraciclinas, anfenicoles y macrélidos. Encontrandose que las
metiltransferasas del ARN ribosomal son los factores de resistencia a los antibidticos mas
importantes por su capacidad de conferir resistencia a multiples antibioticos de la misma
familia e incluso de familias de antibioticos diferentes.

Asi, se definieron las condiciones para la purificacion de factores de resistencia a los
antibidticos de accion ribosomal y se proponen métodos para la seleccion, identificacion y
expresion de aptameros de ARN con capacidad para inhibir dichos factores de resistencia.
Los métodos utilizados incluyen el disefio de la libreria de aptameros de ARN, la seleccion
de aptameros con afinidad por las dianas y se proponen soluciones innovadoras para la
expresion in vivo de los aptameros en células de E. coli.
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Justificacion

La resistencia a antibidticos es reconocida como una de las mayores amenazas globales para
la salud. Supone una amenaza a la medicina moderna y a la respuesta de tratamiento de
enfermedades infecciosas; ademas, de incrementar los costos médicos, la estancia
hospitalaria y los indices de mortalidad (FAO et al., 2021; Organizacion Mundial de la Salud,
2016).

La evolucion de la resistencia a los antibidticos estd asociada a la contaminacion ambiental.
Numerosos estudios correlacionan la concentracion de antibidticos con la abundancia de
genes de resistencia en muestras ambientales. Las vias de contaminacion por antibidticos al
ambiente incluyen excreciones humanas y animales, disposicion inadecuada de
medicamentos, agricultura, industrias y por efluentes de aguas residuales. Se requieren
estrategias para mitigar la resistencia a los antibidticos sobre todo en la produccion de
alimento vivo, tratamiento de agua y ambiente (Larsson & Flach, 2022; Ma et al., 2019).

Los antibidticos son utilizados en la cria de animales, para mejorar la produccion y en
cultivos para el control de enfermedades. El numero de antibidticos contenidos en la carne
producida y en el estiércol (muchas veces utilizado como fertilizante) puede ser alta; en estos,
se ha reportado la presencia de bacterias resistentes. Ademas, frutas y vegetales pueden
contaminarse de forma cruzada con bacterias resistentes presentes en aguas de riego y
desechos animales. En consecuencia, se mantiene el riesgo de enfermedades debido a la
intoxicacion por patogenos resistentes (Koch et al., 2021).

En la actualidad, se ha encontrado resistencia a todas las clases de antibidticos aprobadas
(naturales, semi sintéticos y sintéticos) (Larsson & Flach, 2022). El incremento de las
resistencias a B-lactdmicos, fluoroquinolonas y aminoglucésidos es un problema clinico
debido a la necesidad del tratamiento de infecciones contra patogenos Gram-negativos como
Enterococcus faecium, Shaphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp (Bassetti et al., 2021; Escola-Vergé
et al.,2020; Koulenti et al., 2019). Por ello, la investigacion para la identificacion de nuevos
compuestos que permitan la inhibicion de factores asociados a las resistencias a antibioticos
es una emergencia mundial.

A pesar de que las secuencias de los componentes ribosomales (proteinas y ARN ribosomal)
han ido modificindose con el tiempo, la forma en que los componentes se pliegan y
acomodan se ha mantenido a lo largo del curso evolutivo. Esta conservacion de la estructura
funcional lo ha convertido en el blanco de al menos 8 clases diferentes de antibioticos
comunmente usadas en medicina para combatir infecciones. Sin embargo, algunas bacterias
han adquirido mecanismos de metilacion del ARN ribosomal que les confieren resistencia a
multiples antibioticos o clases de antibidticos; motivo por el que esta propuesta va dirigida a
la inhibicion de factores de resistencia dirigidos al ribosoma, utilizando como dianas las
metiltransferasas de ARN ribosomal.

Por ello, planteamos la identificacion y caracterizacion de aptameros, por su potencial de
unirse a enzimas con gran afinidad, su flexibilidad y bajo costo de produccion. Ademas, se
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ha demostrado que estos ligandos son capaces de inhibir la actividad enzimatica de varias
proteinas, con lo que es posible aislar aquellos que tengan afinidad a las dianas mencionadas.
La aplicacion del método SELEX seré apropiada para el aislamiento y seleccion de dichos
aptameros.

Alcances

En esta tesis se investiga el potencial de los aptdmeros de ARN como inhibidores de la
actividad enzimadtica de metiltransferasas del ARN ribosomal que confieren resistencia a los
antibidticos de la familia de los aminoglucésidos y macrélidos. Se establecen metodologias
para la seleccion y deteccion de aptdmeros con afinidad a dichas proteinas, las pruebas
necesarias para comprobar la accion inhibitoria de los aptdmeros y métodos para verificar la
interaccion entre los complejos proteina-aptamero.

Limitaciones

El presente trabajo de graduacion se limitd a los resultados obtenidos durante el periodo
estipulado dentro del contrato del Programa de Maestria en Microbiologia Ambiental. Sin
embargo, los resultados aqui obtenidos no representan un alto a la investigacion. Se
continuara ejecutando esta investigacion en el marco del proyecto APY-NI-2022-14,
financiado por la SENACYT a través de la Convocatoria Publica de Nuevos Investigadores
e Innovadores 2022.

Objetivos

Objetivo general: Caracterizar aptdmeros de ARN capaces de inhibir factores de resistencia
a antibioticos de accion ribosomal.

Objetivos especificos:

e Determinar la prevalencia de factores de resistencia a antibidticos de accion
ribosomal en aislados de E. coli ambientales.

e Definir las condiciones de clonaje, sobreexpresion y purificacion de factores de
resistencia ribosomal.

e Analizar los aptameros de ARN con capacidad de unién a dianas de interés.
e I[dentificar aptameros de ARN de interés mediante clonaje y secuenciacion.

e Determinar la afinidad y actividad inhibitoria de al menos un aptdmero de ARN
mediante ensayos cinéticos y funcionales.
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Capitulo 1. Marco tedrico

1.1. Introduccion a los antibioticos

Los antibidticos son uno de los recursos mas utilizados para el tratamiento de enfermedades
infecciosas causadas por patdogenos bacterianos. La penicilina, el primer antibiotico natural
descubierto en 1928, inicid la era de oro de la identificacion de nuevos antibioticos; pero,
después de su cuspide en 1950, los hallazgos de nuevas biomoléculas con actividad
bactericida declinaron (Hutchings et al., 2019). A partir de 1957, los nuevos antibidticos
fueron producidos mediante sintesis 0 modificaciones quimicas a partir de los antibioticos ya
existentes. Actualmente, entre 20 y 36 antibidticos son utilizados cominmente en medicina,
agricultura y acuicultura (Zhuang et al., 2021).

Los antibioticos se dividen en distintas clases con base en (i) su origen: naturales, es decir,
producidos por microorganismos en procesos competitivos y/o de supervivencia y sintéticos
(sintetizados en laboratorio y aprobados para el tratamiento de enfermedades); (ii) la
respuesta en la célula: bactericidas (matan las bacterias) y bacteriostaticos (impiden la
divisién/reproduccion de la bacteria); (iii) mecanismos de accion: (a) P-lactamicos, (b)
macrolidos, cloranfenicol y oxazolidinones, (c¢) aminoglucosidos y tetraciclinas, (d)
quinolonas y (e) sulfonamidas (Upmanyu y Malviya, 2020).

Hasta la fecha, mas de 400 agentes antimicrobianos se encuentran disponibles en el mercado.
Entre estos, los mds abundantes incluyen las cefalosporinas (45%), penicilinas (15%),
quinolonas (11%), tetraciclinas (6%), macrolidos (5%), aminoglucésidos, sulfamidas,
oxazolidinas y azoles (Upmanyu y Malviya, 2020). Las clases mas relevantes tienen
procedencia natural (producidas por hongos, actinomicetos y otras bacterias) y una gran
cantidad procede de los géneros de Streptomyces (Hutchings et al., 2019).

Tabla 1. Familias de antibioticos y sus mecanismos de accion.

Mecanismo de accion Familia de antibioticos

Inhibicion de la sintesis de la pared Penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,
celular daptomicina, monolactamicos, glucopéptidos.
Inhibicion de la sintesis de proteinas Tetraciclinas,  aminoglucésidos,  oxazolidinonas,

estreptograminas, cetolidos, macrolidos, lincosamidas.
Inhibicion de la sintesis de ADN Fluoroquinolonas

Inhibicién competitiva de la sintesis de Sulfonamidas, trimetoprima
acido folico

Inhibicion de la sintesis de ARN Rifampicina

Otros Metronidazol

Adaptado de: Antibacterial resistance worldwide: Causes, challenges and responses (Levy
y Marshall, 2004).
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Los antibidticos son muy especificos en su modo de accidon contra los microbios. Su funcion
es interferir en mecanismos presentes en la célula bacteriana que se encuentran ausentes en
las células eucariotas. Estos pueden involucrar el bloqueo de la replicacion del material
genético, sintesis de la pared bacteriana o cualquier otro proceso indispensable para la
viabilidad celular (;Error! No se encuentra el origen de la referencia.). Después de matar
o inhibir el crecimiento de las bacterias, el sistema inmunolédgico se encarga de eliminar todas
las partes patogénicas y acabar con la infeccion (Naveed et al., 2019).

1.2. Introduccion a la resistencia a los antibidticos

A pesar de la importancia de los antibioticos, la resistencia microbiana dificulta el tratamiento
de infecciones y aumenta el riesgo de propagacion. Se conoce que los mecanismos de
resistencia datan de la era previa al uso de antibidticos; sin embargo, la falta de nuevos
antibidticos y el incremento de patogenos multirresistentes se ha convertido en uno de los
problemas mundiales de mayor relevancia (Matzov et al., 2017; Uddin et al., 2021). Ademas,
el uso y abuso de estos farmacos en medicina y agricultura ha tenido un impacto significativo
en la incidencia, seleccion y dispersion de las resistencias (Vester y Long, 2009).

1.3. Mecanismos de resistencia a los antibioticos

Los mecanismos de resistencia a los antibioticos se pueden resumir en tres: modificacion del
flujo (incrementando la salida o reduciendo la entrada del antibiotico a la célula), inactivacion
enzimatica y modificacion del sitio de unidén del antibiotico (Wencewicz, 2019). Estos
mecanismos de resistencia suelen ser conferidos por genes de resistencia o multi resistencia
asociados a plasmidos. Las dos formas por las que las bacterias pueden adquirir resistencia
incluyen la mutacidon espontanea de genes ya existentes, que produzca genes de resistencia,
u obteniéndose mediante transferencia horizontal (Li y Zhang, 2022).

1.3.1. Modificacion de flujo

Cada bacteria tiene una habilidad diferente para limitar el ingreso de los antibioticos. En el
caso de las gramnegativas, la capa de LPS proporciona una barrera para ciertos tipos de
moléculas. Bacterias con membranas con alto contenido lipidico pueden limitar el acceso a
moléculas hidrofilicas, pero los antibioticos hidrofébicos tendran un acceso facilitado. En
otro caso, bacterias que carezcan de pared celular seran intrinsecamente resistentes a
antibidticos como B-lactamicos y glucopéptidos, cuyo blanco es este componente celular.

Otra estrategia para limitar la entrada de los antibitticos es la reduccion del numero de
porinas presentes. Algunas enterobacterias son conocidas por convertirse en resistentes al
alterar su namero de porinas, reduciendo el acceso a moléculas hidrofilicas. Las mutaciones
dentro del canal de las porinas también se han observado en bacterias resistentes a
carbapenémicos, cefalosporinas y tetraciclinas.

Otro fendémeno que puede proporcionar resistencia es la formacion de biopeliculas por una
comunidad bacteriana. Estas matrices son gruesas, compuestas por polisacaridos, proteinas
y ADN de las bacterias residentes, que dificulta a los antimicrobianos el acceso a la bacteria.
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En estos casos, la concentracion del antibidtico debe ser mucho mas alta para ser efectiva.
Aunque, estas comunidades favorecen la transferencia horizontal de genes de resistencia
debido a la proximidad entre las células bacterianas (Reygaert, 2018).

Un caso particular son las bombas de eflujo. Estas son proteinas de transporte localizadas en
la membrana citoplasmatica de la bacteria y estan involucradas en la regulacion del ambiente
interno al expulsar sustancias toxicas, moléculas de quorum sensing y reducir iones de
metales pesados. Aunque, hasta el momento, se han encontrado 6 familias principales de
bombas de eflujo, la redundancia de sustratos existe entre todas estas clases, tal que un
antibiotico puede ser exportado por diferentes bombas de eflujo y una tinica bomba de eflujo
puede exportar sustratos estructural y quimicamente diferentes (Gaurav et al., 2023).

1.3.2. Inactivacion enzimatica

Las 2 formas en que las enzimas inactivan los antibidticos son: por degradacion o
modificacion del antibidtico. Las enzimas involucradas suelen ser hidrolasas, transferasas y
oxidorreductasas. Las hidrolasas catalizan la hidrolisis de los antibidticos y son las
responsables de resistencias a B-lactamicos, fosfomicina y cloranfenicol. En el caso de la
transferencia de un grupo quimico, la modificacion mas usual es mediada por transferasas,
que transfieren grupos acetil, fosforil o adenil; siendo la acetilaciéon el mecanismo mas
utilizado contra aminoglucésidos, cloranfenicol, estreptograminas y fluoroquinolonas;
mientras que la fosforilacién y adenilacién son principalmente utilizados contra los
aminoglucésidos. Por tltimo, un ejemplo de oxidorreductasa es la mono-oxigenasa
dependiente de flavina TetX, que confiere resistencia a todas las tetraciclinas mediante la
monohidroxilacion de tetraciclinas en presencia de NADPH, O», y Mg2+ (Egorov et al., 2018;
Reygaert, 2018).

1.3.3. Modificacion de los sitios de union a los antibioticos

Existen multiples componentes en la célula bacteriana que pueden ser blanco de antibioticos.
Asimismo, existen multiples componentes que pueden ser modificados para evadir el efecto
de los antibidticos. Las bacterias pueden inducir cambios morfoldgicos como cambios en el
tamafo, relacion superficie/volumen o curvatura, ante el ataque de antibidticos. También
pueden modificar la estructura celular, como es el caso de la alteracion en estructura y/o
numero de transpeptidasas involucradas en la construccion del peptidoglicano en la pared
celular inducida por antibidticos como los B-lactdmicos. Estos cambios pueden regular la
concentracion intracelular del antibidtico y/o disminuir su unién, inhibiéndolo total o
parcialmente (Ojkic et al., 2022).

Laresistencia a los antibidticos que inhiben la sintesis de proteinas ocurre mediante mutacion
de las subunidades ribosomales, metilacion enzimatica del ARN ribosomal o por la accion
de enzimas de proteccion ribosomal. Por otro lado, las resistencias que inhiben la sintesis de
acidos nucleicos son conferidas por la modificacién o mutaciones de las girasas de ADN o
de la topoisomerasa I'V. Ambos casos de resistencias ocurren al reducir o eliminar la habilidad
del antibidtico para unirse a estos componentes celulares (Reygaert, 2018).
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En el caso de antibidticos que interfieren en rutas metabdlicas, la resistencia es causada por
mutaciones puntuales en los genes codificantes o, como se menciono, por la modificacion
enzimatica del sitio de union del antibidtico. Estas mutaciones suelen estar localizadas cerca
del sitio activo de las enzimas, ocasionando cambios estructurales que aun permiten la union
del sustrato, pero no del antibidtico. En algunos casos, la bacteria puede sobre producir el
blanco del antibidtico e incluso reemplazarlo (Munita & Arias, 2016).

1.4. Resistencias intrinsecas

La resistencia intrinseca es un fendmeno natural que precede el uso terapéutico de los
antibidticos. Es una caracteristica universal de la especie bacteriana dentro del genoma,
independiente de la presion selectiva del antibidtico y no es consecuencia de transferencia
horizontal de genes. (Cox & Wright, 2013). Los mecanismos mas frecuentes involucrados en
la resistencia intrinseca son la reducida permeabilidad de la membrana (e.g. lipopolisacaridos
en bacterias Gram negativas) y la actividad de bombas de eflujo. Algunos ejemplos de
bacterias con resistencias intrinsecas son E. coli y Serratia marcescens con resistencia a
macrolidos, Klebsiella spp. con resistencia a ampicilina y Pseudomonas aeruginosa con
resistencia natural a sulfonamidas, ampicilinas, cefalosporinas de lera y 2da generacion,
cloranfenicol y tetraciclina (Reygaert, 2018).

1.5. Resistencia adquirida

La resistencia adquirida es un fenémeno de movilidad de material genético y puede ocurrir
por 3 rutas: transformacion, transduccién y conjugacion. Todas estas rutas son llamadas
transferencia horizontal de genes y la adquisicion puede ser temporal o permanente. La ruta
mas comun es la adquisicion de genes de resistencia mediados por pldsmidos y la menos
comun es la transduccion, en la que el vinculo de transferencia son los bacteriofagos. El
material genético adquirido puede sufrir modificaciones internas: insercion de secuencias,
movimiento a integrones y mutaciones.

Las mutaciones en genes de resistencia antimicrobiana suelen ocurrir en genes involucrados
en la destruccion, modificacion y transporte de los farmacos. Estas mutaciones pueden
representar un costo metabolico para la bacteria y/o favorecer su persistencia. En ambos
casos, las bajas o muy bajas concentraciones de antibidticos (concentraciones
subinhibitorias) pueden favorecer la seleccion de resistencias de altos niveles en
generaciones sucesivas de bacterias, aumentando la tasa de mutacion de los genes y
promoviendo la diseminacién del material genético movil (Reygaert, 2018).
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1.6. Resistencias en el ambiente

Entre 40-90% de los antibidticos administrados son excretados a través de heces y orina a las
aguas residuales. A estos, se suman los productos médicos que son mal dispuestos o
descartados en los sistemas de alcantarillados. El destino final de estos desechos son las aguas
superficiales, lo que se traduce en la introduccion de grandes cantidades de antibioticos en el
ambiente (Polianciuc et al., 2020). Por otra parte, la alta cantidad de antibioticos utilizados
para la cria de animales de consumo genera una gran cantidad de residuos contaminantes que
son vertidos directamente al medio e incluso utilizados como fertilizantes de cultivo. Asi, a
través de las aguas residuales, desechos agricolas e incluso la escorrentia, se contaminan
fuentes de aguas superficiales, suelo, plantas y animales.

Los ecosistemas acuaticos, en particular los rios, son considerados los principales reservorios
de residuos de antibioticos. Debido a que estos compuestos son persistentes, suelen
acumularse y aumentar su concentracion. Sin embargo, estas concentraciones ambientales
suelen ser mucho mas bajas que las concentraciones minimas inhibitorias, lo que provoca un
aumento del numero de bacterias resistentes debido a la presion selectiva y la diseminacion
de elementos genéticos de resistencia (Grenni, 2022).
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s Transmission of pathogenic bacteria == =» Uptake of new resistance factors
between humans, between animals or from the diverse environmental
between humans and animals (either microbiota:

direct or via the environment):

= Commaon * Relatively rare

= Risks are in principle quantifiable and * More challenging to predict
predictable

* Consequences of each transmission » Consequences of single
event are limited transfer events may be vast

* Transmission rates can be reduced e |rreversible

Figura 1. Rutas de transmision de bacterias patégenas e intercambio genético en el ambiente.
Fuente: Antibiotic resistance in the environment (Larsson & Flach, 2022).
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En muchos casos, la correlacion entre la concentracion de los antibidticos y la abundancia de
genes de resistencia a los antimicrobianos puede ser explicada por diferentes niveles de
contaminacion con heces humanas, que es fuente de ambos, residuos de antibidticos y
bacterias portadores de genes de resistencia. La contaminacién ambiental con heces también
provee contacto fisico y aumenta la oportunidad para intercambio genético entre bacterias
residentes en el ambiente y bacterias adaptadas al tracto intestinal de humanos o animales
domésticos (Figura 1). Ademas, el ambiente puede proporcionar una ruta de exposicion para
que algunas bacterias patdgenas resistentes colonicen o infecten huéspedes (Larsson & Flach,
2022).

1.7. Multirresistencia bacteriana

La multirresistencia bacteriana describe el fenotipo donde predominan resistencias a un gran
rango de compuestos citotoxicos no relacionados en su estructura quimica o funcional.
Usualmente, se define como la resistencia a 3 o mas clases de antibioticos distintos. Suele
ocurrir por la acumulacion de genes de resistencias en plasmidos o transposones, donde cada
gen codifica para un agente especifico o la accion de bombas de eflujo que pueden bombear
mas de un tipo de antibidtico fuera de la célula (Nikaido, 2009).

1.8. Ribosoma como blanco de antibidticos

El ribosoma bacteriano es una de las maquinarias macromoleculares mas conservadas y
sofisticadas de la célula. Es un complejo formado por 3 cadenas de ARN (16S, 23Sy 5S) y
mas de 50 proteinas que, juntas, conforman dos subunidades: la subunidad mayor (conocida
como subunidad 508, debido a su coeficiente de sedimentacion) y la subunidad menor (30S).
Las subunidades juntas forman el ribosoma 70S (Polikanov et al., 2018).

La funcion esencial del ribosoma es la sintesis de proteinas. Es el encargado de traducir la
informacion genética codificada en el ARN mensajero (ARNm), producto de la transcripcion
del ADN. El proceso de traduccion estd altamente regulado y se divide principalmente en 4
pasos: iniciacion, elongacion, terminacion y reciclado de los ribosomas (Lin et al., 2018). La
subunidad 30S es la encargada de decodificar la informacion genética del ARNm, mientras
que la subunidad 50S posee el sitio catalitico donde los aminoéacidos son unidos para formar
polipéptidos.

Existe un amplio rango de antibidticos que interfieren en la sintesis de proteinas al unirse a
distintos centros funcionales del ribosoma, de forma que pueden hacer que el ribosoma no
adquiera la conformacion necesaria para la sintesis o al impedir la unién de ligandos. Estos
antibidticos han sido empleados durante los ultimos 70 afios para el tratamiento de
enfermedades infecciosas (Polikanov et al., 2018). Debido a la funcién esencial del ribosoma,
las bacterias han desarrollado diversos mecanismos de resistencia para protegerse de la
accion inhibitoria de estos antibidticos, entre los cuales se encuentran las mutaciones y
modificaciones tanto en el ARNr como en las proteinas que lo conforman y la modificacion
enzimatica de los antibioticos.
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Las mutaciones del ARNr son los mecanismos de resistencia menos frecuentes, debido a que
la mayoria de las bacterias tienen multiples copias de ARNr. Las mutaciones suelen
presentarse en bacterias con bajo nimero de copias de ARNr. Aunque las mutaciones no se
encuentren directamente relacionadas con el sitio de unidén del antibiotico, los cambios
conformacionales reducen la afinidad de los antibioticos a las unidades ribosomales. En el
caso de las mutaciones en el ARNr 168, estas pueden conferir resistencia a antibidticos como
la tetraciclina. Un caso particular de mutacion del sitio de unidn es la mutacion debido a la
metilacion del ARNr mediado por metiltransferasas del ARNT.

Los mecanismos de resistencia mas usuales y variados son los de inactivacion enzimatica.
Sin embargo, la metilacion de los nucledtidos del ARNT es, quizas, el mecanismo mas basico
y efectivo de la resistencia bacteriana a los antibidticos que tienen como diana el ribosoma
(Osterman et al., 2020). Este mecanismo bloquea la acciéon de una gran variedad de
antibioticos, con unas 8 clases distintas comUnmente usadas en medicina. Si bien estos
antibidticos son utilizados para interferir en la funcién de sintesis de proteinas en el ribosoma,
mas de un antibidtico comparte parcialmente sitios de unidén superpuestos, por lo que la
metilacion de un solo nucledtido puede ocasionar la resistencia a multiples antibidticos
(Schaenzer y Wright, 2020).

El papel mas significativo de resistencia lo proporcionan las metiltransferasas (MTasas) del
ARNT, que adicionan un grupo metilo a bases nitrogenadas o a la 2’-O-ribosa del nucle6tido
objetivo del ARNT, utilizando S-adenosilmetionina (SAM) como cofactor (MTasas de clase
I). Asi, las bacterias adquieren altos y diversos espectros de resistencia a algunas clases de
antibidticos que act@ian mediante la unién a la subunidad ribosomal 30S como los
aminoglucoésidos, tetraciclinas y tuberactinomicinas; o a los que se unen a la subunidad 50S
como los macroélidos, anfenicoles, lincosamidas, estreptograminas, pleuromutilinas y
oxazolidinonas, puesto que la metilacion bloquea la union del antibidtico a la diana
correspondiente en el ribosoma (Schaenzer y Wright, 2020; Wachino et al., 2020).

1.9. Antibioticos de union a la subunidad ribosomal 30S
1.9.1. Aminoglucosidos

La clasificacion de los aminoglucdsidos esta dada por su estructura quimica: la familia de
aminoglucoésidos se caracteriza por el niicleo aminociclitol (alcohol ciclico hexagonal con
grupos aminos) unido a aminoazucares a través de enlaces glucosidicos (Palomino & Pachon,
2003; Ramirez & Tolmasky, 2010). La familia de aminoglucosidos se clasifica de acuerdo
con la presencia o ausencia del componente aminoazicar unido al aminociclitol, sea
estreptidina o desoxiestreptamina (Figura 2).
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Figura 2. Clasificacion de la familia de los aminoglucosidos. Adaptado de “Aminoglucdsidos”
(Palomino & Pachoén, 2003).

Si bien, la denominacion correcta de la familia seria “aminoglucosidos aminociclitoles”, es
mas comun el uso de los términos aminoglucésidos, aminoglicosidos o aminoésidos, siendo
el primero el mas extendido.

Los aminoglucosidos son utilizados para combatir infecciones causadas por bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas. Es eficaz contra los miembros de las Enterobacteriaceas como
E. coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp., Providencia spp., Proteus spp., Morganella spp., y
Serratia spp. Esta clase de antibidticos también ha demostrado eficacia contra patdgenos de
prioridad critica como Staphylococcus aureaus (incluyendo las metilcilina resistentes) y
Pseudomonas aeruginosa vancomicina resistente (Krause et al., 2016).

Los aminoglucodsidos se unen al ARNr causando problemas en la sintesis de proteinas. Estos
antibidticos promueven errores en la codificacion del ARNm, inhibe la translocacion del
ARNm-ARNt e inhibe el reciclaje de los ribosomas. El principal sitio de uniéon de los
aminoglucosidos es la hélice 44 del ARNT, cerca del sitio A de la subunidad 30S. Esta union
induce la reorganizacion del sitio A, lo que incrementa los errores de codificacion. En cambio,
se desconoce los mecanismos por los cuales los aminoglucosidos inhiben la traslocacion y
reciclaje de los ribosomas; aunque, algunos estudios estructurales han revelado que la
interaccion de los aminoglucosidos en un segundo sitio de union a la subunidad 50S en la
hélice 69, podria ser crucial para la inhibicion de la traslocacion y el reciclaje.

El mecanismo mas prevalente de modificacion de aminoglucdsidos son las enzimas
modificadoras de antibioticos. La diseminacion de estas enzimas estd asociada a su presencia
en elementos moviles y a la transferencia horizontal de genes. Se han descrito mas de 100
enzimas modificadoras de aminoglucosidos y estas se categorizan dependiendo de su
capacidad para afiadir grupos acetil, fosforil, adenil o hidroxil en diferentes posiciones de la
estructura de los aminoglucodsidos. Estas modificaciones disminuyen la afinidad de los
antibidticos al ARNr perdiendo su actividad antibiotica. Las principales familias son
acetiltransferasas (AAC), adeniltransferasas (ANT) y fosfotransferasas (APH) (Krause et al.,
2016; Zhang, Zhang, et al., 2023).
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Las metilaciones en las posiciones G1405 y A1408 del ARNr 16S (normalmente en el N7 de

guanina y N1 de adenina) confieren resistencia a varios aminoglucdsidos: las MTasas G1405

(ArmA, RmtA, RmtB, RmtC, RmtD y RmtE) confieren un alto nivel de resistencia a la

amikacina, forticimina, gentamicina y tobramicina; mientras que la MTasa A1408 NmpA es

extremadamente rara y, ademas, confiere resistencia a la apramicina (Tabla 2) (Lambert, 2012;
Schaenzer y Wright, 2020). Recientemente, se reporto la nueva metiltransferasa NpmC, con

92.7% de identidad a nivel aminoacidico con NpmA (Matamoros et al., 2024).

Tabla 2. Metiltransferasas del ARNr y su fenotipo de resistencia.

Familia ARNr Nucleotido®  Posicion Fenotipo de resistencia
metilada

Rmt 16S G1405 N7 4,6-aminoglucoésidos

Npm 16S A1408 N1 4,6 y 4-5-aminoglucésidos®

Arm 16S G1405 N7 4,6-aminoglucésidos

# Segun nomenclatura de E. coli.

® Los 4,6-aminoglucosidos incluyen kanamicina, amikacina, tobramicina, dibekacina,
gentamicina, entre otros; y los 4,5-aminoglucésidos incluyen las neomicinas.

1.9.2. Tetraciclinas

Las tetraciclinas son antibidticos de amplio espectro con actividad antimicrobiana contra
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, espiroquetas e incluso parasitos protozoarios.
Estan formados por una fusion de nucleos tetraciclicos unidos (anillos designados A, B, C y
D), los cuales pueden presentar una gran variedad de grupos funcionales (Figura 3). Estos
nucleos unidos dan el nombre al grupo y son la caracteristica mas importante de estos
compuestos como agentes antimicrobianos. Los compuestos derivados de la tetraciclina
poseen diferentes sustituciones en las posiciones de los anillos, las cuales confieren diferentes
propiedades quelantes en diferentes niveles de actividad antimicrobiana (Chopra & Roberts,
2001).
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Figura 3. Familia de tetraciclinas. (A-C) tetraciclinas de primera generacion, (D-E)
tetraciclinas de segunda generacion, (F-H) tetraciclinas de tercera generacion y en el recuadro
se observa el nucleo tetraciclico (naftaceno) que comparten las tetraciclinas.

La tetraciclina inhibe el crecimiento bacteriano al unirse a la subunidad ribosomal 30S y
prevenir que el aminoacil-ARNt se una al sitio A (Adesoji et al., 2015). Estudios de la
estructura cristalina de la subunidad 30S en complejo con la tetraciclina revelaron que el
principal sitio de union esté localizado en la hélice 34 del ARNr 16S, superponiéndose con
el tallo-bucle del sitio A-ARNt (Donhofer et al., 2012).

El amplio uso de la tetraciclina durante los ultimos 60 afos llevé al incremento de resistencias
adquiridas entre patdégenos de importancia clinica, limitando la utilidad de algunos miembros
de esta clase. La resistencia a la tetraciclina se atribuye principalmente a la adquisicion de
genes que codifican para bombas de eflujo dependientes de energia o proteinas que protegen
el ribosoma. Muchos de estos genes estan asociados a plasmidos mdviles o transposones. Un
nimero muy limitado de bacterias adquieren resistencia debido a alteraciones en la
permeabilidad de las porinas de la membrana externa y/o de los lipopolisacaridos, por
cambios en los sistemas de eflujo innatos o mutaciones en el ARNr 16S (Roberts & Schwarz,
2009) y los mecanismos de inactivacion enzimatica son poco comunes en comparacion con
las bombas de eflujo o los factores de proteccion ribosomal (Gasparrini et al., 2020).

Una revision del numero de genes de resistencia asociados a esta clase de antibidticos resulto
en, al menos, 37 genes de resistencia (Tabla 3). La mayoria codifican para bombas de eflujo
(23 genes), proteinas de proteccion ribosomal (11) y enzimas de inactivacion (3).
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Tabla 3.Clasificacion de los genes de resistencia a las tetraciclinas de acuerdo con su
mecanismo de resistencia.

Bombas de eflujo Proteccion Enzimatica
ribosomal
tet(A), tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(M), tet(0), tet(S),  tet(X), tet(34), tet(37)
tet(G), tet(H), tet(J), tet(V), tet(Y), tet(W), tet(32), tet(Q),
tet(Z), tet(30), tet(31), tet(33), tet(35), tet(T), tet(36), otr(A),
tet(39), tet(K), tet(L), tet(38), tetA(P), tetB(P), tet
otr(B), otr(C), tcr3
Adaptado de Tetracycline and Chloramphenicol Resistance Mechanisms (Roberts &
Schwarz, 2009).

Un ejemplo de alteracion del ribosoma es el mecanismo de proteccion de los determinantes
de resistencia a la tetraciclina Tet(M) y Tet(O). Estas proteinas separan la tetraciclina del
ribosoma, dando como resultado un cambio conformacional que previene que el antibidtico
vuelva a unirse. Esta interaccion es el resultado de la competencia por el sitio de union del
antibidtico que altera el sitio de unidon y permite que el ribosoma reanude la sintesis de
proteinas (Munita & Arias, 2016).

1.9.3. Otros antibidticos de union a la subunidad ribosomal 30S

Las tuberactinomicinas son otra familia de antibidticos cuyo blanco es el ribosoma. Son
péptidos ciclicos conocidos por su utilidad como segunda linea en el tratamiento de cepas de
tuberculosis resistentes a antibioticos. Aunque recientemente se han remplazado estos
antibioticos por otras terapias de via oral, la viomicina y capreomicina permanecen como
potentes agentes antimicobacterianos. Estos antibioticos se unen a los nucledtidos A1492 y
1493 del ARNr 16S y previenen la translocacion de los ribosomas (Laughlin & Conn, 2022).

1.10. Antibioticos de union a la subunidad ribosomal 50S
1.10.1. Macrélidos

Los macrolidos estan formados por un anillo lactonico macrociclico con uno o varios
azucares unidos. Dependiendo del nimero de elementos contenidos en el anillo, se clasifican
en: macrolidos de 14 atomos de carbono (como eritromicina, claritromicina, roxitromicina),
macrolidos de 15 atomos de carbono (como azitromicina), macrélidos de 16 atomos de
carbono (como espiramicina, josamicina, midecamicina) y se adiciona un nuevo grupo
derivado de la eritromicina, los cetolidos, en los que el azicar unido al carbono 3 se sustituye
por un grupo ceténico (Calvo & Martinez-Martinez, 2009).

Los macrolidos son una de las familias de antibioticos mas utilizados en medicina, siendo la
azitromicina el mas popular alrededor del mundo. Son especialmente conocidos por su
actividad contra patdogenos Gram-positivos, aunque también es utilizado para tratar
infecciones por Gram-negativos como Bordetella pertussis, Neisseria gonorrhoeae,
Chlamydia spp. y Campylobacter spp. Generalmente, la azitromicina se utiliza para el
tratamiento de diferentes enfermedades diarreicas e infecciones sistémicas causadas por
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enterobacterias como Shigella spp. y Salmonella typhi e incluso ha sido usada para disgregar
biopeliculas producidas por patogenos Gram-negativos no fermentadores, como
Pseudomonas spp. (Paul et al., 2023).

Todos los macroélidos inhiben la sintesis de proteinas de las bacterias al unirse al ARNr 23S
de la unidad ribosomal 50S. Los macrélidos/cetélidos se unen de forma reversible al dominio
V del centro peptidiltransferasa, bloqueando el orificio de entrada al tinel ribosémico, donde
sale la proteina en formacion (Fyfe et al., 2016).

El amplio uso de los macrélidos ha llevado a la aparicion de bacterias resistentes a estos
antibioticos. Los mecanismos de resistencia incluyen mutaciones en el ARNr 23S por
sustitucion de las bases. Debido a que los macrélidos interactiian principalmente con los
nucleotidos A2058 y A2059 del ARNr 23S, las mutaciones en estos sitios confieren
resistencia a los macroélidos, lincosamidas, estreptogramina B y cet6lidos (grupo conocido
como MLSK). Otro tipo de mutacion puede ser encontrado en los genes que codifican las
proteinas ribosomales L4 y L22; sin embargo, estas mutaciones alteran el correcto
ensamblaje y funcionamiento de los ribosomas, dando como resultado la reduccion de las
tasas de crecimiento de las bacterias y la acumulacion de subunidades ribosomales anormales
(Zaman et al., 2007).

Los mecanismos enzimaticos de inactivacion de los macrélidos también son significativos y
son llevados a cabo por 2 clases de enzimas: fosfotransferasas de macrolidos y esterasas de
macroélidos. Las primeras modifican la estructura de los anillos lactonicos de los macrolidos
de 14, 15 y 16 carbonos al introducir un grupo fosfato al segundo grupo hidroxilo del amino
azucar del macrolido, que eventualmente inhibe la interaccion del antibidtico con el A2058.
Los 7 genes de fosfotransferasas de macrolidos descritos son mphA, mphB, mphC, mphD,
mphE, mphF y mphG, siendo mphA el més prevalente entre las Enterobacteridceas. Con
respecto a las esterasas, estas hidrolizan los antibidticos con anillo de 14 y 15 carbonos,
siendo el gen ered el mas extendido entre Enterobacterias (Paul et al., 2023).

Sin duda, el mecanismo mas prominente es la modificacion del sitio de unién de los
macrolidos, mediante la metilacion del ARNr 23S. La metilaciéon y dimetilacion en la
posicion A2058 del ARNr 23S causada por enzimas Erm confiere baja y alta resistencia,
respectivamente, a los macrélidos, aunque también se incluyen los otros antibidticos del
grupo MLS (Tabla 4) (Lambert, 2012; Schaenzer y Wright, 2020). La
metilacion/dimetilacion interrumpe la unidon del antibidtico al impedir la formacion de un
puente de hidrogeno con el A2058 (Osterman et al., 2020).
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Tabla 4. Metiltransferasas de la familia Erm y su fenotipo de resistencia.

Familia ARNr Nucleotido®  Posicion Fenotipo de resistencia
metilada

Erm (ErmC) 23S A2058 2xN6 MLS*

Erm (ErmN) 23S A2058 N6 Lincosamidas

# Segun nomenclatura de E. coli.

Otro mecanismo importante para la evasion de la accion de los macroélidos es la reduccion de
la concentracion intracelular mediante proteinas de eflujo que pueden transportar las
moléculas del interior al exterior de la célula. Entre las bombas de eflujo asociadas a
macrolidos se encuentran la superfamilia MFS (del inglés, major-facilitator-superfamily), los
transportadores ABC (dependientes de ATP), RND (del inglés, Resistance-Nodulation-
Division). Algunos genes de estas bombas estan asociados con elementos genéticos moviles,
como es el caso de los genes mef(4) y mef(E) que codifican MefA y MefE, de la familia de
las bombas MFS; y, las bombas codificadas por los genes msr, de la familia de los

transportadores ABC, que codifican las proteinas msrA, msrC, msrD y msrE (Paul et al.,
2023).

1.10.2. Anfenicoles

Los anfenicoles son una clase de antibidticos de amplio espectro. Estos son compuestos
organoclorados que incluyen el cloranfenicol, tianfenicol y florfenicol (Figura 4). Estos
antibidticos son efectivos contra Gram-positivos, Gram-negativos e incluso contra algunos
virus. Son ampliamente utilizados en el tratamiento y control de infecciones bacterianas en
animales de consumo por su amplia disponibilidad y bajo costo; sin embargo, no son tan
utilizados en medicina humana (a excepcion del tianfenicol) debido a algunos efectos
secundarios como mielosupresion, anemia aplasica, naduseas y diarrea (Du et al., 2020; Zhou

et al., 2023).

Chloramphenicol (CAP) OH Florfenicol (FLP)

0
u\m/o
e

Thiamphenicol (TAP)

Figura 4. Estructura quimica del cloranfenicol, florfenicol y tianfenicol.
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El cloranfenicol ha sido su principal representante. Este actua uniéndose reversiblemente a
la subunidad ribosomal 50S, de forma que bloquea la actividad transpeptidasa e interfiere
con la uniéon del amino-ARNt a la subunidad; asi, inhibe la formacidén de nuevas cadenas
peptidicas y detiene la sintesis de proteinas de la bacteria (Du et al., 2020). Ademas, el
cloranfenicol inhibe el ensamblaje del ribosoma, debido a que produce una desregulacion en
el equilibrio entre la produccién de ARNr y proteinas ribosomales (Yu & Zeng, 2024).

Los mecanismos de resistencia a cloranfenicol mas presentes son las acetiltransferasas del
cloranfenicol (CATs), de las que se reportan 2 familias de enzimas no relacionadas
genéticamente. Ademas, la resistencia puede ser conferida por transportadores de membrana
que secretan el antibidtico al medio extracelular. Otros mecanismos de resistencia pueden
incluir la reducciéon de proteinas de membrana (cambio en la permeabilidad celular),
mutaciones en el ARNr 23S, inactivacion por 3-O-fosfotranserasas y por la modificacion del
sitio de union al ARNr 23S mediado por metiltransferasas (Roberts & Schwarz, 2009).

Se han descrito alrededor de 22 grupos de CATs. Las estructuras de las CATs suelen ser
homotrimérica, es decir, estructuras triméricas compuestas por monomeros idénticos. Todas
las CATs transfieren un grupo acetil de una molécula donadora (usualmente acetil-CoA) a la
posicion C3 del cloranfenicol, para luego ser movido a la posicion C1 y repetir la acetilacion
en C3. El cloranfenicol mono o di acetilado no tiene actividad antimicrobiana. Estas enzimas
no inactivan el florfenicol debido a que la posicion C3 estd fluorada y no puede aceptar un
grupo acetil en esa posicion (Roberts & Schwarz, 2009).

Otros mecanismos de resistencia a los anfenicoles incluyen transportadores de membrana. Se
han descrito unos 11, entre los que se encuentra el gen floR, que codifica para una proteina
transmembrana capaz de conferir resistencia tanto al cloranfenicol como al florfenicol y se
asocia a plasmidos (P. Li et al., 2020). Algunas proteinas de membrana no son especificas
para el transporte de anfenicoles y también confieren resistencia a multiples antibidticos de
otras clases. Ejemplos de estas proteinas son MdfA (confieren resistencia a eritromicina,
algunos aminoglucosidos y fluoroquinolonas) y bombas de eflujo de la superfamilia RND
(confieren resistencia a acido fusidico, fluoroquinolonas, tetraciclinas, novobiocina y algunos
B-lactadmicos) (Nasrollahian et al., 2024).

El tnico gen de metiltransferasa del ARNr conocido, que confiere resistencia a los
anfenicoles, es el gen cfr. Este gen codifica la metiltransferasa Cfr, que metila el nucleodtido
A2503 (segiin nomenclatura de E. coli) en la posicion C-8 (Aleksandrova et al., 2024). Esta
modificacion también puede conferir resistencia a otros antimicrobianos que comparten o se
sobreponen en el mismo sitio de union en el ARNr 23S como fenoles, lincosamidas,
oxazolidinonas, pleuromutilinas y estreptograminas A . Este gen se ha identificado en
elementos genéticos moviles como transposones y esta distribuido tanto en Gram-positivos
como Gram-negativos (Tang et al., 2022).
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1.10.3. Otros antibidticos de union a la subunidad ribosomal 50S

Las lincosamidas, estreptograminas A, pleuromutilinas y oxazolidinonas son antibiticos que
tienen como blanco la subunidad ribosomal 50S. Estos antibioticos tienen un sitio de unién
comun, el centro peptidiltransferasa y la salida del tinel ribosémico. Las estreptograminas B,
en cambio se unen a los sitios adyacentes al inicio de la salida del tanel. Al igual que los
macrolidos, los mecanismos de inhibicion de estos antibioticos suele estar mediados por
familias de bombas de eflujo y transportadores de membrana (Crowe-McAuliffe et al., 2021).

1.11. Aptameros
1.11.1. Clasificacion, estructura y aplicacion de los aptameros

Los aptameros son oligonucleotidos de ADN o ARN de cadena sencilla que se pliegan en
arquitecturas definidas y se unen a blancos especificos (Keefe et al., 2010). El tamafio de los
aptameros no se ha establecido, pero se han descrito aptdmeros en el rango de 15 — 100
nucledtidos, con la caracteristica de formar complejas estructuras terciarias o cuaternarias,
capaces de unirse a sus dianas con una afinidad en el rango de micro — pico molar, comparable
a la de los anticuerpos (Khan et al., 2022).

Los aptameros tipicamente constan de una region aleatoria flanqueada por dos regiones
constantes que permiten la amplificacion por PCR por complementariedad de cebadores. En
teoria, la region aleatoria es inica para cada aptdmero, por lo que, una libreria de aptadmeros
de region aleatoria de 40 nt tendria unas 4*° o ~10** secuencias unicas; aunque las librerias
usualmente contienen entre 10'* -10'> secuencias tinicas (L. F. Yang et al., 2023). Esto se
debe a que, matemdticamente, existen 4*° posibles secuencias unicas (4 nucledtidos, 40
posiciones) pero el nimero predicho de estructuras es inferior debido a que existen 2 posibles
combinaciones de enlaces (el enlace A-T =T-A, lo mismo con los enlaces C-G).

Si bien, los aptameros pueden estar formados por ADN o ARN, las investigaciones iniciales
se enfocaron al desarrollo de aptameros de ARN. Esto se debe a que los aptimeros de ARN
tienden a formar estructuras mas pequefias que los aptameros de ADN, que pueden entrar con
mayor facilidad a la célula. Ademas, los aptameros de ARN se pliegan en una vasta variedad
de estructuras terciarias que interactia con mayor afinidad y especificidad a blancos.
Ademas, la flexibilidad estructural y mimetismo molecular de la cadena sencilla de
oligonucledtidos promovio su uso en un rango de aplicaciones incluyendo diagnostico y
tratamiento de enfermedades, asi como en el desarrollo de los moduladores de procesos
biologicos, biosensores para la deteccion de contaminantes ambientales y en el control de
calidad de procesos industriales y alimenticios (Adachi & Nakamura, 2019; Ni et al., 2021).

Los aptameros, similar a los anticuerpos monoclonales, actian como inhibidores que pueden
interferir con la funcién normal de una proteina. Estos presentan algunas ventajas en cuanto
a estabilidad, obtencion, tamafio, afinidad y demas (Tabla 5); sin embargo, a diferencia de
los anticuerpos monoclonales, los aptdmeros son susceptibles a la hidrélisis por nucleasas y
la rapida filtracion glomerular (eliminacion por los rifiones).

28



Tabla 5. Comparacién de aptdmeros y anticuerpos monoclonales.

Aptameros

Anticuerpos monoclonales

Estabilidad Soportan repetidas rondas de Se desnaturalizan facilmente.
desnaturalizacion/renaturalizacion
Son estables a temperatura Requieren refrigeracion para evitar
ambiente su desnaturalizacion
Son estables en diferentes La estabilidad depende del pH y
condiciones de pH estructura
Larga vida util (varios afios) Vida 1til limitada
Pueden liofilizarse
Resistentes a proteasas Resistentes a nucleasas
Obtencion 2-8 semanas por SELEX in vitro  Més de 6 meses por produccion in
Vivo
No varian por lotes Varian por lotes
Bajo costo de sintesis (~$50/mg)  Produccion costosa (~$2000-$5000)
Blancos Desde iones y moléculas pequetias  Los blancos deben causar una fuerte
potenciales hasta células enteras y animales respuesta  inmune  para  ser
producidos
Tamafio Moléculas pequeias Relativamente grandes en
comparacion con los aptaimeros
Capacidad de Pueden ser modificados Las modificaciones usualmente
modificacion ~ facilmente sin  pérdidas de reducen la actividad
afinidad
Afinidad Altay se incrementa en aptameros Depende del nimero de epitopos en
multivalentes el antigeno
Filtracion por Raépida Lenta
rifiones

Adaptado de “Recent progress in aptamer discoveries and modifications for therapeutic
applications” y “Aptamers 101: aptamer discovery and in vitro applications in biosensors
and separations” (Ni et al., 2021; L. F. Yang et al., 2023).

Algunas estrategias han sido adoptadas para aumentar la resistencia a las nucleasas y
aumentar la afinidad de los aptdmeros. Estas incluyen modificaciones quimicas de la ribosa
o de los enlaces fosfodiéster, la inclusion de nucleotidos artificiales, el uso de L-nucleotidos
(“spiegelmers”, aptameros con estructura quiral), la adicion de un cap en el extremo 3’ y
truncar los aptameros a la minima longitud posible para reducir interacciones inesperadas.
Algunas estrategias como la adicion de polietilenglicol o la union de colesterol en el extremo
5’ han sido utilizadas en aptameros con fines terapéuticos para aumentar su masa molecular,
evadir los sistemas de filtracion del cuerpo y mejorar la absorcion de la célula (Adachi &
Nakamura, 2019; Ni et al., 2021). Estas modificaciones deben ser utilizadas apropiadamente
para evitar la toxicidad de los agentes, mantener el efecto terapéutico deseado y evitar
respuestas alérgicas.
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1.11.2. SELEX

A pesar de todas las posibles aplicaciones de los aptameros, los procedimientos para el
aislamiento y seleccion eran tediosos y requerian de muchos recursos. Para lidiar con estos
inconvenientes, aparecieron nuevas tecnologias innovadoras como la Evolucion Sistematica
de Ligandos por Enriquecimiento Exponencial (Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichement, por sus siglas en inglés SELEX) (Khan et al., 2022; Wu & Kwon,
2016). Este método permite el aislamiento de aptdmeros con capacidad de union selectiva a
la diana de interés, mediante repetidas rondas de seleccion y amplificacion por PCR.

El método se basa en ciclos iterativos de unos 5 pasos: incubacion, union, lavado, elucion y
amplificacion. El proceso inicia con una libreria de aptameros de cadena sencilla de
ADN/ARN con secuencias aleatorias (en algunos casos flanqueadas por secuencias fijas).
Cada secuencia es capaz de conformar una estructura tridimensional que, es en teoria, Uinica.
Al inicio de cada ciclo, la libreria es incubada con el blanco de interés. Debido al alto nimero
de secuencias Unicas es probable que alguna de las moléculas se una al blanco con alta
especificidad y afinidad. Las secuencias de baja afinidad son removidas de las soluciones y
se eluyen las secuencias de interés. Estos aptameros seleccionados son amplificados (en el
caso de los aptameros de ARN, amplificados y posteriormente transcritos) y utilizados como
las nuevas librerias para iniciar los ciclos. Eventualmente, los aptdmeros con mayor afinidad
permaneceran en el sistema (Hoinka et al., 2014).

1.11.3. Interacciones aptamero-proteina

La estructura terciaria de los aptameros reconoce a su blanco especifico por medio de enlaces
de hidrégeno, interacciones van der Waals, complementariedad de la forma molecular,
interacciones electrostaticas, interacciones hidrofobicas, el apilamiento de moléculas
aromaticas o la combinacidn de estos. Se considera que de éstos, los principales factores que
determinan la especificidad de la interaccion son la complementariedad de la forma y el
potencial electrostatico; sin embargo, los enlaces de hidrogeno, puentes salinos e
interacciones de apilamiento juegan un papel importante en la estabilizacion de las interfaces
del ARN-proteina (Shraim et al., 2022).

Los aptameros prefieren interactuar con las superficies positivamente cargadas de las
proteinas diana. Estas interacciones electrostaticas son el resultado de la naturaleza
electronegativa de los grupos fosfato del ARN y de aminodcidos positivamente cargados de
la proteina. Esto es particularmente cierto para las interacciones con proteinas que no tienen
acidos nucleicos como ligandos naturales; y, los aptameros que se unen a proteinas que tiene
acidos nucleicos como ligandos naturales suelen demostrar mimetismo molecular (se pueden
unir al mismo sitio ¢ imitar el modo de interaccién). Ademas de las interacciones
electrostaticas, los aptameros pueden mostrar un comportamiento comparable al de los
anticuerpos al unirse a superficies sin cargas, si estas son complementarias a su forma
(Adachi & Nakamura, 2019; Bjerregaard et al., 2016; Shraim et al., 2022).

30



1.11.4. Aptameros como inhibidores

La idea de utilizar 4cidos nucleicos para inhibir la actividad enzimatica se basa en los
mecanismos celulares natos, donde la célula regula la actividad de procesos metabolicos a
través de distintos tipos de ARN (Planson et al., 2020). Los aptdmeros, al unirse con gran
afinidad a ligandos de proteinas pueden ser utilizadas para regular o inhibir la actividad de
enzimas.

La mayoria de los aptdmeros que se unen e inhiben proteinas usualmente son producidas con
la metodologia SELEX (Keefe et al., 2010). Con esta tecnologia también son producidos los
riboswitches, que son estructuras de ARN no codificante utilizado para regular la expresion
génica al unirse con sus ligandos blancos (Kavita & Breaker, 2023). Asi, se han descrito una
cantidad interesante de estudios que respaldan el uso de los aptdmeros como inhibidores.

Los aptameros han sido utilizados para la inhibicion de distintas proteinas entre las que se
han publicado la (i) fosfatasa de tirosina (PTP1B), relacionada con la diabetes tipo 2, cancer
de seno y obesidad (Townshend et al., 2010); (ii) proteasa VIH-1, perteneciente al virus de
inmunodeficiencia humana (Duclair et al., 2015); (iii) tripsina, utilizada en investigacion y
aplicaciones médicas (Malicki et al., 2019); (iv) endonucleasa de restriccion, utilizadas por
las bacterias para protegerse contra la invasion de ADN fordneo y comunmente utilizadas en
aplicaciones de biologia molecular (Mondragéon & Maher, 2015); (v) elastasa de neutréfilos
humana, con actividad en el sistema de inmunidad nato, en la inflamacién y la remodelacién
de tejido (Malicki et al., 2023) e inhibicién de muchos otros blancos asociados a desordenes
oculares, trombosis, desordenes vasculares e incluso contra el cancer (Nimjee et al., 2017).
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Capitulo 2. Metodologia
2.1. Colecta de muestras y fuentes de agua

Se colectd una muestra de agua residual cruda en la entrada de la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales (PTAR) de la Ciudad de Panama (9° 0'59.69"N, 79°26'47.86"0O). Otra
muestra se colecto en el rio Juan Diaz (9° 1'7.17"N, 79°26'13.05"0). Los puntos de muestreo
se encontraban aproximadamente a 1 km de distancia entre ellos (Figura 5). Ambas muestras
se mantuvieron a 4°C durante su almacenaje y transporte al laboratorio, y fueron procesadas
en un tiempo no superior a las 6 horas postcolecta.

Figura 5. Localizacion de puntos de colecta de muestras de agua.

2.2. Deteccion y aislamiento de E. coli

La deteccion de E. coli se realizé segin el manual Microbiological Examination of Water
and Wastewater (Csuros & Csuros, 1999) basandose en la capacidad de esta bacteria para
fermentar lactosa. El método también confirma la identidad de E. coli basado en su actividad
B-D-glucuronidasa (GUR). El procedimiento realizado fue el siguiente:

1. Seinocul6 1 ml de muestra de agua en un tubo de ensayo conteniendo 9 mL de caldo
lauril-triptosa y con campana Durham que se incub¢d a 37°C durante 24 horas.

2. De los tubos positivos (crecimiento y presencia de gas) se transfirié 1 ml a tubos con
9 mL de caldo bilis verde brillante con campana Durham el cual se incub6 a 44.5°C
durante 24 horas.

3. Con asa bacteriologica, se estriaron platos de agar eosina-azul de metileno (EMB) a
partir de los tubos positivos de caldo bilis verde brillante (aquellos que presentaban

32



crecimiento y presencia de gas). Los platos se incubaron a 37°C durante 24 horas para
purificar y aislar E. coli presuntivas.

4. Las colonias que presentaron brillo verde metélico con centro oscuro en el agar EMB
fueron inoculadas en tubos de ensayo con campana Durham conteniendo 10 ml de
caldo EC-MUG. El cultivo se incub6 a 37°C durante 24 horas.

5. Se confirm¢ la identidad de los cultivos por fluorescencia bajo luz ultravioleta.
2.3. Confirmacion molecular de E. coli

La confirmacion molecular de los aislados se basé en la deteccion especifica de los genes
cyd, lacY, uidA, y lacZ (codificando para el complejo citocromo bd, lactosa permeasa, -D-
glucuronidasa y -D-galactosidasa, respectivamente) mediante PCR Multiplex (Horakova et
al., 2008). Se verificaron las condiciones Optimas de amplificacion para los cebadores
utilizados mediante un gradiente de temperatura de hibridacion entre 56.4 °C - 58.8 °C. Se
verificd la amplificacion inicial de los genes utilizando 0.5 uM de cada cebador y se ajustaron
las concentraciones a 0.2 uM, segtin fue necesario. Las secuencias de cebadores utilizados y
tamafo de los productos de amplificacion se detallan en la Tabla 6. Se utilizé como control
de amplificacion las cepas de E. coli DH5a y diferentes aislados verificados previamente
mediante el sistema VITEK. Los productos de amplificacion fueron cargados en geles de
agarosa al 1.8% y corridos en tampon TBE 1X a 80V. Los fragmentos fueron visualizados
con un transiluminador UV.

Tabla 6. Listado de cebadores utilizados en la PCR Multiplex de confirmacion de E. coli.

Gen Cebador Secuencia (5> — 3°) Producto
(bp)

uidA uidA-F ATCGGCGAAATTCCATACCTG 319
uidA-R GTTCTGCGACGCTCACACC

lacZ lacZ-F ATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCC 264
lacZ-R GGTTTATGCAGCAACGAGACGTCA

cyd cyd-F CCGTATCATGGTGGCGTGTGG 393
cyd-R GCCGGCTGAGTAGTCGTGGAAG

lacY lacY-F ACCAGACCCAGCACCAGATAAG 463
lacY-R GCACCTACGATGTTTTTGACCA

2.4. Ensayo de susceptibilidad a antibidticos dirigidos a ribosoma

La concentraciéon minima inhibitoria (MIC) de los antibidticos se determind mediante
ensayos de microdilucion en placa en caldo Mueller-Hinton bajo un rango de diluciones
establecidas con referencia al valor de corte epidemiologico (ECOFF) del Comité Europeo
de Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos (EUCAST). Para ello, las cepas fueron
estriadas en agar LB suplementado e incubadas a 37°C O/N para obtener colonias frescas.
Las células se resuspendieron en solucion salina hasta alcanzar una turbidez de 0.5
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McFarland. A continuacion, se realizdo una diluciéon 1:100 en caldo Mueller Hinton. En
paralelo, se prepararon placas de 96 pocillos con 100 pl de caldo Mueller Hinton
suplementado con un antibiodtico, cuya concentracion final maxima era 4 veces el valor de
corte y ésta se diluia sucesivamente a la mitad, para un total de 8 concentraciones (Tabla 7)
y se inocularon 100 pl de la suspension de células indicada anteriormente en cada uno de los
pocillos. Las placas se incubaron por 24h a 37°C y se registro, mediante inspeccion visual de
la turbidez del medio, que pocillos no presentaban crecimiento bacteriano. Se utilizo la cepa
de E. coli ATCC 25922 como control de calidad para la determinacion de las MICs, segtn se
establece en las guias del EUCAST y CLSI (CLSI, 2020; EUCAST, 2024).

Tabla 7. Rangos de dilucion y valores de referencia para pruebas de microdilucion.

Antibiotico Rango de dilucion EUCAST ECOFF Punto de corte CLSI
(ug/ml) (mg/L) * (mg/L)°

Amikacina 1-128 8 >64
Tobramicina 0.5-64 4 >16
Kanamicina 1-128 8 >64
Gentamicina 0.25-32 2 >16
Neomicina 1-128 8 -
Estreptomicina 2 — 256 16 -
Eritromicina 16-2048 - -
Cloranfenicol 2-256 16 >32
Tetraciclina 1-128 8 >16

*ECOFF = Valor de corte epidemiolodgico (en inglés “epidemiological-cut-off value™).

® Punto de corte para la categoria de resistente: hace referencia a aquellas cepas que
representan un riesgo de fallo terapéutico.

2.5. Extraccion de ADN genomico de E. coli

E1 ADN gendmico fue extraido a partir de colonias frescas de E. coli crecidas en agar Luria-
Bertani (LB). Se resuspendi6 una colonia en 100 pl de agua de grado molecular y se hirvi6
por 5 min. Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm por 10 min para precipitar los restos
celulares y el sobrenadante conteniendo el ADN se almaceno a -20°C. Salvo se indique lo
contrario, el ADN molde utilizado en las reacciones de PCR corresponde al sobrenadante
mencionado en este apartado.

2.6. Deteccion molecular de genes de resistencia a los antibidticos.
a) Aminoglucdsidos

La deteccion de genes de resistencia a los aminoglucosidos se realizdo mediante PCR. Los
genes objetivo incluian enzimas modificadoras de aminoglucosidos: acetiltransferasas del
grupo aac(3) y aac(6); adeniltransferasas (también conocidas como nucleotidiltransferasas)
del grupo ant(2”), ant(3”) y ant(4’); fosfotransferasas del grupo aph(3’) y aph(3”); y
metiltransferasas del ARN ribosomal 16S: armA, npmA y grupo rmt.
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Para la reaccion de PCR se utilizd Colorless GoTaq Master Mix 1X (Promega), 0.5 uM de
cada primer, 1 pL de ADN molde, para un volumen final de 10 pL. Las condiciones de
amplificacion para la deteccion de los genes de resistencia a los aminoglucosidos fueron:
desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 min, seguidos por 30 ciclos de desnaturalizacion a
95°C por 30 s, hibridacion a 55°C por 30 s [excepto aac(6) que hibrida a 60°C] y extension
a 72°C por 1 min. Las secuencias de los cebadores y tamafio de los productos de PCR se
detallan en la Tabla 8. Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1.5% tefiidos con SybrSafe.

Tabla 8. Secuencia de cebadores para la deteccion de genes de resistencia a aminoglucésidos
(Fernandez-Martinez et al., 2015).

Gen Cebador Secuencia (5 = 3°) Producto (bp)
wac(3)la P GCAGTCGCCCTAAAACAAA 164
aac3-la-R  CACTTCTTCCCGTATGCCCAACTT
wac(3)dla 23 TaF  GGCAATAACGGAGGCGCTTCAAAA 563
aac3-Ila-R  TTCCAGGCATCGGCATCTCATACG
wac(3)lva 223 TVaT TCGGTCAGCTTCTCAACCTT 314
aac3-IVa-R GATGATCTGCTCTGCCTGTG
wac(s)p  226F  TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 450
aac6-1b-R CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
ani(37)da G TaF TCGACTCAACTATCAGAGG 245
ant(3")-Ia-R  ACAATCGTGACTTCTACAGCG
aph(3)da PHO)TaF CGAGCATCAAATGAAACTGC 625
aph(3)-1a-R  GCGTTGCCAATGATGTTACAG
aph(3")-la 2PNC"1aF CGGCGTGGGCGGCGACTG 557
aph(3")-Ia-R  CCGGATGGAGGACGATGTTGG
aph(37)-p 2PhGD-Ib-F GTGGCTTGCCCCGAGGTCATCA 612
aph(3")-Ib-R  CCAAGTCAGAGGGTCCAATC
aph(6)-1d-F TCGCACCTGCTTGATCGCGG
aph(6)-ld- agh(6)-1d-R GCTCGAATATGCCGGGGAGCG >86
i rmtA-F CTAGCGTCCATCCTTTCCTC 635
rmtA-R TTTGCTTCCATGCCCTTGCC
B rmtB-F ACTTTTACAATCCCTCAATAC 71
rmtB-R AAGTATATAAGTTCTGTTCCG
i rmtC-F CGAAGAAGTAACAGCCAAAG 711
rmtC-R ATCCCAACATCTCTCCCACT
i armA-F ATTTTAGATTTTGGTTGTGGC o1
armA-R ATCTCAGCTCTATCAATATCG
npmd npmA-F CTCAAAGGAACAAAGACGG 6l
npmA-R GAAACATGGCCAGAAACTC
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b) Anfenicoles

La deteccion de genes de resistencia a los anfenicoles se realizé mediante PCR dirigida a
genes de cloranfenicol acetiltransferasas (Cat) y el gen de resistencia a florfenicol (floR).
Para la reaccion de PCR se utilizd Colorless GoTaq Master Mix 1X (Promega), 0.5 uM de
cada primer, 1 uL de ADN molde, para un volumen final de 10 pL. Las condiciones de
amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 min, seguida por 30 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 30 s, hibridacion a 62°C por 30 s y extension a 72°C por 30 s.
Las secuencias de los cebadores y tamaio de los productos de PCR se detallan en la Tabla 9
(Williams et al., 2019). Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en
gel de agarosa.

Tabla 9. Secuencia de cebadores para la deteccion de genes de resistencia a cloranfenicol.

Gen Cebador Secuencia (57 — 3°) Pr‘(’g}‘;)cm
Catdl catAlF AATAAGATCACTACCGGGCGT o

catAl-R GCAACTGACTGAAATGCCTCA

Caid2 catA2-F  ACCCATTGAGACAACCAGACT 106
“ catA2-R  CGATTCCAGGTATTCAGGTCAA

Cuid3 catA3-F CGGCATCGTTTACCATGTG 137
“ catA3-R TCAAATTGATTCACGGCCTGA

catB2-F  AGGAAGCGCTTTTCTGAAGAA

CatB2 catB2-R GCAATGCCAGACGAACAAAGA 13
Grupo CatB: CatB3, CatB4, CatB-F GACTGGGYAWCATCYTTCCC 185
CatB5, CatB6, CatB8 CatB-R CACCAACGAKCGRCTRCCT
Grupo cmlA: cml, cmlAl, cmlA3, cmlA-F ACGGCATACTCGGATCCATG 212
cmlA4, cmlAS, emlA6, cmlA7 cmlA-R CTTAACGGGGAGTAGCAGCT
floR floR-F ATGGCTCCTTTCGACATCCT 196

floR-R  CAAGTAGAATTGGCCGTCGC

¢) Tetraciclina

La deteccion de genes de resistencia a tetraciclina se realizé mediante PCR multiplex. La
secuencia y producto de amplificacion de cada par de cebadores se detalla en la Tabla 10 (Ng
etal., 2001; Perewari et al., 2022). Para la reaccion de PCR se utiliz6 Colorless GoTaq Master
Mix 1X (Promega), 0.5 uM de cada primer, 1 uL. de ADN molde, para un volumen final de
10 pL. Las condiciones de amplificacion incluyeron un paso inicial de desnaturalizacion a
95°C por 2 min; seguido de 30 ciclos de: desnaturalizacion a 95°C por 30 s, hibridacion a
55°C por 30 s, extension a 72°C por 45 s; y un paso de extension final a 72°c por 5 min.
Debido a la poca diferencia en el tamafo de los productos de amplificacion de tet(4) y tet(M),
cualquier resultado dudoso fue confirmado repitiendo la prueba y utilizando los cebadores
especificos de cada gen.
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Tabla 10. Secuencia de cebadores para la deteccion de genes de resistencia a tetraciclina.

Gen Cebador Secuencia (5’ > 3°) Producto (bp)

tet(A) tetA-F GCTACATCCTGCTTGCCTTC 210
tetA-R CATAGATCGCCGTGAAGAGG

tet(B) tetB-F TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG 659
tetB-R GTAATGGGCCAATAACACCG

tet(G) tetG-F GCTCGGTGGTATCTCTGCTC 468
tetG-R AGCAACAGAATCGGGAACAC

tet(M) tetM-F ACAGAAAGCTTATTATATAAC 171
tetM-R TGGCGTGTCTATGATGTTCAC

2.7. Diseiio de la libreria de aptameros de ARN de secuencia aleatoria

Se disefi6 una libreria de aptameros de ARN con longitud de cadena de 60 bases, conformada
por: un extremo con secuencia fija de 17 bases (GUGCGUAAGAUAGUCGC), seguida por
una secuencia aleatoria de aptameros de 27 bases y el otro extremo con secuencia fija de 16
bases (GGGUCACAGGUUCGAA). Las secuencias de los extremos fueron disefiadas para
la amplificacion mediante RT-PCR de los aptameros, para lo que se disefiaron los cebadores:
aptSeq-F (5’-AAGTGCGTAAGATAGTCGC-3’) y aptSeq-R (5°-
GATTCGAACCTGTGACCC-3’). La libreria de aptameros y cebadores disefiados fueron
obtenidos mediante sintesis quimica (Integrated DNA Technologies, www.idtdna.com).

2.8. Preparacion de células electrocompetentes.

Para la preparacion de células electrocompetentes de las cepas DH5a, HST08 y BL21(DE3)
de E. coli se sigui6 el protocolo que se describe a continuacion:

Se inocularon 0.5 L de caldo LB con 2 % (v/v) de un cultivo O/N. Las células se cultivaron
con agitacion durante 2-3 horas a 37°C, hasta alcanzar una densidad Optica a 600 nm
(DOe6oonm) de 0.5-0.7. Seguidamente, se enfrio el cultivo en hielo (15 min aprox.) y las células
se recuperaron por centrifugacion (5000 rpm x 5 min). En adelante, los siguientes pasos
fueron realizados a temperaturas cercanas a los 4°C. Se descartd el sobrenadante, se lavo el
pellet mediante resuspension con solucion fria de glicerol al 10% y se procedio a recuperar
nuevamente las células mediante centrifugacion. El paso anterior se repitié un minimo de 3
veces para asegurar la eliminacion de sales residuales que pudieran afectar la transformacion.
Las células lavadas, ya electrocompetentes, se resuspendieron en aproximadamente 3 mL de
solucion de glicerol fria al 10%, se dividieron en alicuotas de 100 pl y se almacenaron a -
80°C para su posterior transformacion mediante electroporacion.

2.9. Disefio de genes sintéticos

Utilizando bases de datos de genes (www.ncbi.nlm.nih.gov, www.rcsb.org, www.uniprot.org),
se realizo la busqueda de las secuencias codificantes para proteinas que confieran resistencia
a antibidticos de accion ribosomal, con el fin de disenar genes sintéticos. Se eligieron 4 genes
que codifican para metiltransferasas del ARNr que confieren resistencia a las familias de los
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aminoglucoésidos (armA, rmtB 'y npmA) y macrélidos (ermC) (Genes de referencia en Anexo
2.1). Para el disefio de los genes sintéticos, la secuencia de cada gen fue flanqueada en el
extremo 5’ con un adaptador unido a la diana de restriccion de Ndel (CA*TA_TG)y de forma
similar, el extremo 3’ del gen estaba unido a la diana de restriccion de Xhol (C*"TCGA _G)y
un adaptador (Figura 6). Ademas, se seleccionaron cebadores especificos para la deteccion
por PCR de estos genes. Los genes sintéticos fueron adquiridos comercialmente en forma de
fragmentos (Twist Bioscience) y cebadores, como oligos de ADN (IDT).

El disefio contempl6 la optimizacion de secuencias e insercion de dianas de restriccion para
la sintesis y posterior clonaje en los vectores seglin se describe en los apartados siguientes.
Un total de 4 genes fueron disefiados y, posteriormente, enviados para ser sintetizados en
forma de fragmentos (Twist Bioscience, EE.UU).

5’-| Adaptador | Ndel Gen de MTasa Xhol | Adaptador |-3’
Figura 6. Esquema del disefio de genes sintéticos.
2.10. Clonaje de genes sintéticos para expresion de proteinas recombinantes

Se utilizé el vector de expresion pET28a(+) (Novagen) como plataforma de clonaje y
expresion de proteinas recombinantes. Se disefi6 el vector pET28a-NpmA al insertar el gen
npmA entre los sitios Ndel y Xhol del vector pET28a(+) y se ordend su sintesis (Twist
Bioscience, EE. UU.). Este vector fue posteriormente utilizado para el clonaje del resto de
los genes sintéticos mediante digestion y ligacion entre los sitios de restriccion Ndel y Xhol,
de forma que la proteina recombinante resultante se encontraba fusionada a un tag de 6
histidinas en el extremo N-terminal.

2.11. Verificacion del clonaje de genes.

Los vectores ligados fueron transformados en células de E. coli cepa HSTOS. Las células
transformadas con el pET28 fueron esparcidas en agar LB suplementado con kanamicina y
ampicilina, respectivamente, e incubadas a 37°C durante 16-18 horas para obtener colonias
aisladas. Utilizando la técnica de PCR de colonia se corrobor6 la presencia de los genes
insertados en el vector. Posteriormente, se inocularon colonias positivas en caldo LB y se
incubo con agitacion a 37°C durante 16-18 horas. Los cultivos saturados fueron utilizados
para recuperar plasmido (Aurum™ Plasmid Mini Kit, BioRad). Ademas, los plasmidos
fueron enviados a secuenciar por el método de Sanger (Psomagen, EE. UU.), para verificar
que no se introdujeron mutaciones en la secuencia codificante del fragmento insertado en el
plasmido.

2.12. Expresion de proteinas recombinantes.

Una vez verificados los constructos para expresion de proteinas, se procedio a transformar la
cepa de E. coli BL21(DE3) con los vectores pET28-NpmA, pET28-RmtB, pET28-ArmA y
pET28-ErmC. Las células transformadas se cultivaron en agar LB suplementado con
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kanamicina (50 pg/mL) a 37°C durante 16-18 horas para obtener colonias aisladas. Se
transfirié una colonia transformada a caldo LB con kanamicina y se incub6 con agitacion a
37°C durante 16-18 horas, con el fin de tener un preindculo saturado. Posteriormente, con el
fin de determinar las mejores condiciones de expresion para cada proteina, se optimizaron
variables como tiempo y temperatura de incubacion, DOgoonm Y concentracion necesaria de
inductor, seguida del tiempo de induccion (Tabla 11).

Tabla 11. Condiciones ensayadas para la expresion de las proteinas recombinantes NpmA,
RmtB, ArmA y ErmC.

Proteina Variable Condiciones ensayadas

NpmA DO600nm 0.5y 0.6
Temperatura 20°C, 25°Cy 37°C
Tiempo de induccién 0.5h—-20h
Concentracion de IPTG 0.3 mM, 0.4 mM y 1.0 mM
Medio de cultivo LB y medio de autoinduccion (LB suplementado
con 2.9 g/L. de glucosa, 11.17 g/L de glicerol y 7.6
g/L de lactosa, pH=7.8)
RmtB DO600nm 0.6-0.7
Temperatura 25°Cy 37°C
Tiempo de induccion 0.5h-2h
Concentracion de IPTG 0.4 mM
ArmA DO600nm 0.6-0.7
Temperatura 37°C
Tiempo de induccion 2h
Concentracion de IPTG 0.4 mM
ErmC DO600nm 0.6-0.7
Temperatura 25°C
Tiempo de induccion 2h
Concentracion de IPTG 0.4 mM

Para el andlisis de los niveles de sobreexpresion y solubilidad de las proteinas recombinantes,
se tomaron alicuotas de cultivo, se recuperaron las células por centrifugacion (>8000 rpm),
se lisaron las células y se procedid a la determinacién de sobreexpresion mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE).

2.13. Purificacion de proteinas recombinantes

Se procedid a la produccion a mayor escala de las proteinas recombinantes, utilizando 1-2 L
de cultivo obtenido en las condiciones dptimas establecidas en el apartado anterior. Una vez
finalizado el protocolo de crecimiento y sobreexpresion, las células se recuperaron mediante
centrifugacion a 4°C y el precipitado se resuspendié en tampodn de lisis (tampon de la proteina
con 0.5 mg/ml de lisozima). La composicion de los tampones utilizados se indica en la Tabla
12. Se lisaron las células mediante sonicacion y se centrifug6 la muestra (10 000 rpm, 4°C)
para obtener el sobrenadante conteniendo la fraccion proteica soluble. El sobrenadante fue
filtrado (0.22 pum) y posteriormente cargado en una columna de cromatografia para la
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purificacion de proteinas recombinantes por afinidad a tag de histidinas (5 mL HiTrap™
TALON® crude, GE Healthcare), utilizando un purificador AKTA (GE Healthcare). A
continuacion, se realizaron varios lavados con el tampon de la proteina conteniendo 5 mM
de imidazol para eliminar proteinas sin afinidad a la columna y las proteinas recombinantes
de interés se eluyeron utilizando el mismo tampo6n conteniendo imidazol entre 250 mM — 500
mM. Las fracciones que contenian la proteina de interés fueron concentradas (Amicon®
Ultra-15ml 10kDa cut-off, Millipore) y se realizé un ultimo paso de purificacion mediante
cromatografia de exclusion molecular (Superdex 200 10/300, Cytiva). La concentracion de
las proteinas recombinantes purificadas se determind por medida de absorbancia a 280 nm.
La presencia y pureza de las proteinas en las fracciones se evalu6 por SDS-PAGE.

Tabla 12. Composicion de tampones utilizados para la purificacion de las proteinas
recombinantes NpmA, ArmA y RmtB.

Proteina Tampon Composicion
NpmA Tampon A 20 mM de Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 2 mM B-
mercaptoetanol
ArmA y RmtB Tampon B 10 mM de Tris pH 7.5, 100 mM de NaCl, 3 mM de -
mercaptoetanol
2.14. Deteccion de aptameros de ARN con capacidad de union a las proteinas

diana mediante “Pull down” y amplificacion

Se utiliz6 una modificacion de la tecnologia SELEX para seleccionar aptadmeros con afinidad
por las proteinas purificadas ArmA, NpmA y RmtB. La metodologia usada fue la siguiente
(resumen grafico en la Figura 7):

Las perlas magnéticas (resina de afinidad de agarosa Ni-NTA, GoldBio) fueron
inmovilizadas en un sistema magnético (MagneSphere®, Promega), se lavaron 3 veces
utilizando agua libre de nucleasas y otras 3 veces con la solucion tampon de la proteina diana.

Inmediatamente antes de su uso, los aptdmeros de ARN de cadena aleatoria fueron calentados
a 95°C por 5 minutos, enfriados a 4°C y se dejaron a temperatura ambiente.

Previo a las rondas de seleccion, se incubo 10 uM de aptameros con las perlas magnéticas de
niquel durante 30 min a temperatura ambiente. Las perlas fueron inmovilizadas y se recuperd
el sobrenadante. De esta forma, se eliminarian los aptdmeros con afinidad por las perlas,
dejando en el sobrenadante los aptameros a utilizar durante la seleccion.

Para el primer ciclo de seleccion, el sobrenadante del paso anterior fue incubado con perlas
limpias y 1 uM de proteina durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego, las proteinas
fueron inmovilizadas y lavadas utilizando tampon A (NpmA) o B (ArmA y RmtB) para
remover aptameros con poca afinidad o no unidos a las dianas. Seguidamente, las proteinas
fueron removidas del sistema magnético, se resuspendieron en tampdn, se desnaturalizaron
a 95°C por 5 min y se enfriaron a 4°C. Los aptameros contenidos en este sobrenadante se
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incubaron con proteina fresca unida a resina magnética, iniciando asi el siguiente ciclo de
seleccion.

Inicialmente, se ensayaron 3 ciclos de seleccion y, atendiendo al resultado, se decidio
aumentar a 5 ciclos.
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Figura 7. Esquema del método SELEX adaptado para la deteccion de aptameros con afinidad
a las proteinas recombinantes ArmA, RmtB y NpmA.

2.15. Identificacion de aptameros de ARN mediante clonaje y secuenciacion

Los aptameros de ARN obtenidos con el método SELEX fueron amplificados por RT-PCR
para obtener aptameros de ADN. Estos aptdmeros fueron sometidos a una PCR consecutiva
con el fin de aumentar el nimero de copias de cada aptdmero. Los aptameros obtenidos por
PCR fueron purificados y ligados directamente en el vector pGEM-T (pGEM®-T Vector
Systems) en proporciones 1:3 y 1:12. Ademads, se probaron 2 condiciones de incubacion: 1
hora a temperatura ambiente u O/N a 4°C Los productos de ligacion fueron transformados
en células electrocompetentes de E. coli DH5a que se sembraron en agar LB suplementado
con ampicilina 100 ug/mL, IPTG 0.5 mM y X-Gal 80 pg/ml. Aquellas colonias que fueron
transformadas con el vector religado (vector sin aptameros insertados) presentaron una
coloracion azul después de ser crecidas durante 24 horas a 37°C seguidas de una incubacion
durante otras 24 horas a 4°C; mientras que, las colonias con inserto presentaron coloracion
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blanca. Estas ultimas fueron sometidas a PCR de colonia para verificar la presencia de los
aptameros insertos.

Alternativamente, se utilizo el método de clonaje basado en PCR y digestion con enzimas de
restriccion, para lo que se amplificaron los aptdmeros obtenidos por RT-PCR utilizando los
cebadores aptCloning-F  5’-TAAGCAGAATTCAAGTGCGTAAGATAGTCGC-3* 'y
aptCloning-R  5’-TGCTTACTGCAGGATTCGAACCTGTGACCC-3’, que permitian
insertar los sitios de restriccion (resaltados en negrita) EcoRI y Pstl, respectivamente. Los
productos de amplificacioén fueron purificados, sometidos a digestion doble (EcoRI y Pstl,
Promega) y ligados (utilizando T4 DNA Ligase y Rapid Ligation Buffer, Promega) en el
vector pBSMrnaStrp entre los sitios EcoRI y Pstl utilizando una proporcién 1:12
(vector:inserto). Los productos de ligacion fueron transformados en células de E. coli DH5a
y sembradas en agar LB suplementado con ampicilina (100 pg/mL). Se verificd la presencia
de los aptameros mediante PCR.

Para ambos casos, las colonias positivas fueron crecidas en LB, se purificaron los plasmidos
y se enviaron a secuenciar para identificar los aptameros clonados.

2.16. Pruebas funcionales

Se utilizo el sistema de expresion de bajo nimero de copias pGDP, especificamente disefiado
para ensayos de resistencia y desarrollo de adyuvantes para antibioticos (Cox et al., 2017).
Los genes sintéticos fueron clonados entre los sitios Ndel y Xhol mediante digestion tanto
del vector como del inserto y posterior ligacion, utilizando una proporcion 1:3 (vector:
inserto). Se utilizaron las enzimas de restriccion Ndel y Xhol (FastDigest, Thermo Scientific)
para la digestion y Ligasa T4 (Promega) para la digestion.

2.16.1. Disefio del pARC y pARC2

Se evaluaron las principales caracteristicas de los vectores de la serie pGDP y se eligieron
algunas caracteristicas para ser modificadas (Tabla 13).

Tabla 13. Principales caracteristicas de los vectores utilizados, incluyendo el vector disefiado
pARC/pARC2.

Backbone Origen de replicacion Marcador de seleccion Promotor
pGDP1 pBR322 KanR* pBla
pGDP2 pBR322 KanR pLac
pGDP3 pBR322 AmpR** pBla
pGDP4 pBR322 AmpR pLac
pARC pl5A CmR*** pLac
pARC2 pl5SA CmR pBla

*KanR: confiere resistencia a kanamicina. **AmpR: confiere resistencia a ampicilina.
*#*CmR: confiere resistencia a cloranfenicol.

La creacion del vector pARC-ArmA parti6 de la secuencia lineal del vector pGDP4-ArmA,
cortando el vector en el sitio de restriccion Xhol, completando la diana a cada extremo y
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agregando adaptadores. Se reemplazd el fragmento que incluia el origen de replicacion
pBR322 ori, promotor, cassette de resistencia a ampicilina (AmpR) bom y rop, por un
fragmento del pACYCDuet-1 que contenia el p15A (origen de replicacion), promotor cat 'y
cassette de resistencia a cloranfenicol (CmR). Luego, se modificé el sitio de reconocimiento
de Xbal (T/CTAGA) del fragmento del pACYCDuet-1 por el sitio EcoRI (G/AATTC). Se
ordeno la sintesis de este vector (TwistBioscience, U.S.) y, en el laboratorio, se utilizd Xhol
para digerir los extremos y ligasa T4 para religar el vector (resumen grafico en la Figura 8).
El producto fue transformado en células electrocompetentes de E. coli cepa DH5a. Las
transformantes fueron sembradas en agar LB suplementado con cloranfenicol (34 pg/mL) e
incubadas overnight. Se transfirieron algunas colonias transformantes a caldo LB
suplementado con cloranfenicol, se incubo6 overnight y se comprob6 la funcionalidad del gen
armA al inocular 2% de la cepa en caldo LB suplementado con kanamicina 200 pg/mL.
Ademas, se purificaron los plasmidos y se verifico el correcto religado del plasmido mediante
restriccion. Las colonias comprobadas fueron seleccionadas y criopreservadas.

Adicionalmente, el disefio del vector pARC permite el cambio de la secuencia del promotor
mediante clonaje por restriccion. Para esto, usando como referencia la secuencia entre EcoRI
y Xbal, se reemplazo el promotor débil /ac (pLac) por la secuencia del promotor fuerte bla
(pBla) y se agregaron adaptadores en los extremos. Este fragmento fue enviado a sintetizar
para su posterior clonaje en el vector. Sin embargo, no fue necesario su uso, debido a que la
MIC expresada por el promotor débil ya era lo suficientemente alta y no se requirio el uso de
la cepa expresando las proteinas con un promotor fuerte.
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Figura 8. Diseo del vector pARC-ArmA.
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2.17. Analisis de la interaccion proteina-aptamero

Se cotransformaron, mediante electroporacion, células de E. coli cepa BL21(DE3) con los
vectores pET28a y pBSMrna para expresar simultdneamente las proteinas recombinantes y
los aptameros de ARN, respectivamente. Las células transformadas fueron sembradas en
platos de agar LB suplementados con kanamicina (50 pg/ml) y ampicilina (100 pg/ml).
También se obtuvo un control de expresion de proteinas al transformar las células con el
vector pET28a y sembrar las células transformantes en platos de agar con kanamicina. Para
obtener preindculos, se transfirié una colonia de cada cepa a un tubo de caldo LB con los
antibidticos respectivos y se incubaron en agitacion a 37°C overnight. Se inocularon 30 ml
de caldo LB (con kanamicina o kanamicina+ampicilina) con 2% (v/v) de los preinoculos, se
crecieron hasta aproximadamente 1.0 ODsoonm. Se indujo la expresion de proteinas al agregar
ITPG (0.05 mM — 1.0 mM) al medio de cultivo e incubar las células en agitacion a 37°C
durante 2 horas.

Para la purificacion de las proteinas y complejos proteina-ARN, se recuperaron las células
mediante centrifugacion, se descarto el sobrenadante y los pellets fueron congelados a -80°C
para facilitar la lisis. Posteriormente, se resuspendieron los pellets en 0.5 mL de tampdn de
purificacion de la proteina diana y las células fueron lisadas mediante sonicacion. El lisado
fue clarificado mediante centrifugacion (15 000 rpm x 15 min a 4°C) y el sobrenadante se
incubo a temperatura ambiente con 100 pL de resina magnética de niquel-agarosa (GoldBio).
La resina fue inmovilizada mediante sistema magnético, se lavd 3 veces con tampon de la
proteina diana conteniendo 5 mM de imidazol y 10% de glicerol, y se eluy6 con el mismo
tampon conteniendo 250 mM de imidazol y 10% de glicerol. Se cuantifico la concentracion
de proteina y acidos nucleicos de las muestras utilizando nanodrop.

Se utilizaron electroforesis en condiciones nativas para determinar la interaccion entre las
proteinas y los aptameros de ARN. Para ello, se cargaron las muestras en geles nativos de
poliacrilamida al 10% (Anexo 4) y se corrieron en el sistema de tampon Tris-glicina-EDTA
pH 8.3 (Tris 27 mM, glicina 192 mM y EDTA 1 mM) a 12 mA (constante) durante aprox. 2
horas a 4°C. Los geles fueron tefiidos con GelGreen™ 10X (GoldBio, U.S.) en tampo6n de
corrida durante 30 min y los &cidos nucleicos fueron visualizados bajo luz UV en
fotodocumentador. Posteriormente, se utilizo Azul de Coomassie para tefiir las proteinas del
gel, seguido de solucion de decoloracion para eliminar el color de fondo.

Se evalu¢ el efecto de la concentracion de sal (NaCl) en la disociacion de los acidos nucleicos
y aptameros. Para esto, se indujeron las células con 0.4 mM de IPTG y se purificaron las
proteinas y complejos proteina-ARN como se detalld anteriormente, pero con la siguiente
modificacion: las soluciones tampon utilizadas para la lisis, lavado y elucion contenian 100
mM, 250 mM o 400 mM de NaCl. Los productos obtenidos fueron analizados mediante
electroforesis en condiciones nativas, segun el protocolo descrito.
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2.18. Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos y graficos fueron realizados en el software R. Se realizaron
analisis descriptivos para resumir y analizar los datos obtenidos en los ensayos de
susceptibilidad y deteccion de genes de resistencia a los antibidticos. Se utilizo la prueba de
rangos con signos de Wilcoxon (a=0.05) para determinar diferencias entre la distribucion de
las concentraciones minimas inhibitorias (MIC) de las cepas aisladas en cada sitio de
muestreo. Ademas, se utilizaron las pruebas de Fisher y Chi-cuadrado para analizar la
asociacion entre los diferentes genes de resistencia y los valores de MIC obtenidos para
tetraciclina y cloranfenicol.
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Capitulo 3. Resultados
3.1. Aislamiento de E. coli

Tras los inoculos en tubos con caldo lauril triptosa (Figura 9A) y caldo bilis verde brillante
(Figura 9B), aislamiento de las colonias en agar EMB (Figura 9C) y confirmacion de
actividad GUR en caldo EC-MUG bajo luz ultravioleta (Figura 9D), se obtuvieron 120
colonias presuntivas de E. coli (60 por cada sitio de muestreo), de las que se seleccionaron
100 para este estudio (50 cepas por sitio de muestreo). Los aislados se criopreservaron a -
20°C y -80°C, utilizando 40% y 20% de glicerol, respectivamente.

AR N T

Figura 9. Deteccion de E. coli a partir de muestras de agua del rio Juan Diaz y la PTAR de la
Ciudad. (A) Tubos con caldo lauril triptosa con presencia de crecimiento y fermentacion, (B)
Tubos con caldo bilis verde brillante con presencia de crecimiento y fermentacion, (C)
Colonias presuntivas de E. coli en agar EMB y (D) Confirmacion de actividad GUR en caldo
EC-MUG por fluorescencia bajo luz ultravioleta.

3.2. Confirmacion molecular de aislados de E. coli

Se verifico la temperatura de hibridacion de los cebadores utilizados para amplificar los
cuatro genes que permiten confirmar molecularmente que los aislados obtenidos mediante la
metodologia utilizada eran efectivamente E. coli, encontrandose que, todos los genes se
amplificaban en el rango de 56.4°C — 58.8°C (Figura 10). Mediante estos ensayos se pudo
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determinar que la temperatura 6ptima de hibridacion para la PCR Multiplex de confirmacion
de los aislados era de 58°C.

uidA lacZ
— —

564 57.2 58.0 58.8 56.4 57.2 58.0 58.8

Figura 10. Verificacion de la temperatura de hibridacion de los genes para identificacion
molecular de E. coli (A) uidA, lacZ, (B) lacY y (C) cyd. Se muestran las amplificaciones para
el gradiente en el rango de 56.4°C y 58.8°C.

Al incluir los cebadores para la PCR Multiplex, utilizando colonias como ADN molde, se
logré amplificar los 4 genes en conjunto. Sin embargo, se observo que la amplificacion del
gen lacY era menos eficiente que la detectada para el resto de los genes. Por ello, se ajusto la
concentracion de todos los cebadores a 0.2 uM (excepto los utilizados para la amplificacion
de /acY) con lo que se obtuvo una mejor amplificacion de todas las bandas (Figura 11).
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1kb

500 bp lacY (463 bp)
400 bp cyd (393 bp)

300 bp uidA (319 bp)
: lacZ (264 bp)

200 bp

100 bp

Figura 11. Resultados de PCR Multiplex de confirmacion molecular de E. coli utilizando
diferentes concentraciones de cebadores. Se observa la amplificacion de los genes lacY, cyd,
uidA y lacZ utilizando 0.5 uM de cada cebador (carril 1 de muestra) o 0.2 uM de los
cebadores de todos los genes excepto lacY (carril 2 de muestra).

Previa identificacion de los aislados, también se verifico si existia diferencia al utilizar ADN
extraido mediante el método de hervido y la técnica de PCR de colonia. Se comprobd que no
existia diferencia visible en el perfil de amplificacion salvo una sefial débil observada en los
pocillos, producto de los restos celulares.

En resumen, las consideraciones para la PCR de confirmacion molecular de E. coli fueron:
(1) temperatura de hibridacion de 58°C; (ii) la concentracion de cebadores se ajustd a 0.2 uM
a excepcion de los que amplifican para /acY, que se mantuvieron en 0.5 uM; (iii) uso de
células como ADN molde (utilizando la técnica de PCR de colonia).

500 bp

400 bp e €— JacY (463 bp)
W «— cyd (393 bp)

300 bp W — uidA (319 bp)

W — /acZ (264 bp)

200 bp

100 bp

Figura 12. Confirmacioén molecular de cepas presuntivas de E. coli mediante la amplificacion
de los genes lacY, cyd, uidA y lacZ. Todas las cepas, excepto B4, amplificaron todos los genes,
por lo tanto, son E. coli.

De las 100 cepas aisladas mediante el método convencional, un total de 99 cepas amplificaron
correctamente los 4 genes objetivo y la colonia restante amplifico todos, excepto el gen uidA
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(Figura 12). Aun asi, dicha cepa se incluy6 en los ensayos de susceptibilidad a los antibidticos
que se presentan a continuacion.

3.3. Ensayo de susceptibilidad a antibidticos dirigidos a ribosoma

A continuacion, se realizaron los ensayos de susceptibilidad de los aislados de E. coli
obtenidos mediante la técnica de microdilucion descrita en la seccion 2.4 de Metodologia.
Un total de 83 aislados, de los 100 seleccionados, presentaron resistencia a, al menos, uno de
los antibioticos ensayados. De estos, 80 presentaban resistencia a, al menos, un
aminoglucoésido, 37 presentaban resistencia a tetraciclina y 19 a cloranfenicol (Figura 13A).
Al comparar el nimero de cepas resistentes segun el sitio de muestreo, no se encontraron
diferencias significativas entre los aislados de la PTAR (Figura 13B) y los aislados del rio
(Figura 13C) (prueba de Wilcoxon, p>0.05) y se mantuvo el mismo comportamiento; es decir,
la mayor cantidad de aislados presentaba resistencia a los aminoglucdsidos, seguidos de
tetraciclina y cloranfenicol.
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Figura 13. Perfiles de resistencia a los antibidticos de accion ribosomal de los aislados de E.
coli. En azul se indican los aislados resistentes a aminoglucdsidos, en marrdn los resistentes
a cloranfenicol y en crema los resistentes a tetraciclina (los nimeros de aislados resistentes a
cada antibidtico se especifican en la parte superior de cada barra, correspondiente a aislados
totales (panel A), Planta de Tratamiento de aguas residuales (panel B) y rio Juan Diaz (panel
C). El nimero de resistencias y corresistencias, utilizando el mismo cddigo de colores se
muestra en ellos paneles D (aislados totales), E ( Planta de Tratamiento de aguas residuales)
y F (rio Juan Diaz).
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En general, los aislados resistentes a cloranfenicol y tetraciclina presentaban resistencia a
mas de una clase o multirresistencia (Figura 13D). No se encontraron aislados con resistencia
unica a cloranfenicol entre los aislados de la PTAR (Figura 13E) o del rio (Figura 13F) y solo
se identifico un aislado en cada sitio con resistencia tnica a tetraciclina. A diferencia de las
otras 2 clases de antibidticos, si se encontré un gran niamero de cepas que solo presentaban
resistencia a los aminoglucosidos y estaban distribuidos de forma similar en ambos sitios de
muestreo.

Entre los aislados resistentes a los aminoglucosidos, se observo que el mayor nimero, tanto
en el rio como en la PTAR, presentan resistencia a gentamicina. Un nimero importante de
aislados presento resistencia a los antibidticos neomicina y estreptomicina. En cambio, el
numero de cepas resistentes a kanamicina o tobramicina fue relativamente bajo en
comparacion al del resto de antibioticos (Figura 14).
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Figura 14. Perfiles de resistencia a los aminoglucdsidos: AMI, amikacina; GEN, gentamicina;
KAN, kanamicina; Neo, neomicina; STR, estreptomicina y TOB, tobramicina. Los aislados
de la PTAR y del rio son presentados como barras azul oscuro y azul claro, respectivamente.
Los niimeros en la parte superior de cada barra indican el nimero de aislados resistentes.

Al analizar los niveles de resistencia a los aminoglucésidos, se observo que, a pesar de que
la mayoria de los aislados presentan resistencia a la gentamicina, éstos no presentaron altos
niveles de resistencia (Figura 15 A y B); en contraste, la mayoria de los aislados resistentes
a estreptomicina, presentaron altos niveles de resistencia (Figura 15 C y D). Los aislados
resistentes a amikacina y tobramicina presentaron bajos niveles de resistencia (Figura 15 E —
H); mientras que, los aislados resistentes a neomicina y kanamicina presentaron niveles de
resistencias muy variables, y en algunos casos, presentaban MICs muy altas (Figura 151 —
L). Curiosamente, al comparar las distribuciones de MICs de cada aminoglucosido, por sitio
de muestreo, no se observo diferencia significativa entre los aislados resistentes del rio y
PTAR (Prueba de Wilcoxon, p>0.05).
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Figura 15. Distribuciéon de MICs de los aminoglucosidos: GEN, gentamicina; STR,
estreptomicina; AMI, amikacina y TOB, tobramicina. Los aislados resistentes y wild-type son
representados en color rojo y azul, respectivamente.
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Continuacion de Figura 15. Distribucion de MICs de los aminoglucosidos: NEO, neomicina
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Se encontraron 27 fenotipos diferentes de resistencia a los aminoglucoésidos. El fenotipo més
frecuente fue el de resistencia Uinica a gentamicina, seguido por la resistencia conjunta a las
diferentes combinaciones entre amikacina, gentamicina y neomicina. Solo 1 aislado present6
resistencia conjunta a todos los aminoglucésidos ensayados y no se encontraron aislados con
resistencia Unica a kanamicina o tobramicina (Figura 16).
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Figura 16. Fenotipos de resistencia a los aminoglucésidos: AMI, amikacina; GEN,
gentamicina; KAN, kanamicina; Neo, neomicina; STR, estreptomicina y TOB, tobramicina.
Los numeros a la derecha de la barra indican la frecuencia de cada fenotipo.

El ntimero de aislados con resistencia conjunta disminuia a medida que aumentaba la
cantidad de aminoglucdésidos. Los fenotipos mas frecuentes incluian resistencia a no mas de
3 aminoglucoésidos (Tabla 14).
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Tabla 14. Resumen de aislados que presentaban fenotipos de resistencia conjunta a diferentes
aminoglucésidos segun los puntos de muestreo.

No. de aminogluco6sidos PTAR Rio Total

1 14 14 28
2 12 14 26
3 10 6 16
4 1 6 7
5 1 1 2
6 1 0 1

Total 39 41 80

Los resultados de susceptibilidad a la tetraciclina demostraron que las cepas sensibles
presentan MIC realmente bajas (<1 mg/L), mientras que las cepas resistente presentaban un
amplio rango de nivel de resistencia. Esta distribucion de niveles de resistencias se observo
tanto en la muestra del rio como en la de la PTAR (Figura 17 A y B). En el caso del
cloranfenicol, los resultados mostraron una gran variabilidad de MICs entre los aislados
resistentes y los wild-type de ambos sitios de muestreo (Figura 17 C y D), sin superar la MIC
de 256 mg/L de cloranfenicol. Al igual que en el caso de los aminoglucosidos, las
distribuciones de las MICs tanto para la tetraciclina como el cloranfenicol tampoco fueron
significativamente diferentes entre la muestra del rio y la PTAR (Prueba de Wilcoxon,
p>0.05).

A RiO B PTAR
30 301
201 201
101 10
0- 0-
| 2 4 8 16 32 64 128>128 1 2 4 8 16 32 64 128>128
MIC (mg/L TET) MIC (mg/L TET)
C D
301 30
201 20
101 104
0- 0-
2 4 8 16 32 64 128 256>256 2 4 8 16 32 64 128 256 >256
MIC (mg/L CHL) MIC (mg/L CHL)

. Resistente . Wild-Type

Figura 17. Distribucion de MICs de tetraciclina (TET) y cloranfenicol (CHL). Los aislados
resistentes y wild-type son representados en color rojo y azul, respectivamente.
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En total, se encontraron 11 patrones de multirresistencia Unicos entre las 16 cepas
multirresistentes (Figura 18). En la muestra de la PTAR se encontraron 8 patrones unicos y
en el rio se encontraron 6 patrones unicos. En total, 5 patrones se repitieron entre los aislados
(Cl y F3, E2 e 19, A3 y C10, J3 y A7, D7 y F6). La mayoria de los fenotipos de
multirresistencia incluian los aminoglucésidos estreptomicina, gentamicina, neomicina o la
combinacion de éstos.

TET
CHL

AMI

GEN

KAN

Antibidtico

NEO

STR

TOB

A3 B1 C1 E2 E4 F3 F5 13 J3 A7 C10 D7 F6 G8 19 J6
Aislado

[1-M~

Figura 18. Patrones de multirresistencia de las cepas de E. coli aisladas de la PTAR (cepas
A3 —J3) y del rio Juan Diaz (cepas A7 — J6). En el eje de las ordenadas se presentan los
antibioticos utilizados y en el eje de las ordenadas el nombre de las cepas resistentes. Las
celdas en color rojo indican la resistencia al antibiotico.

3.4. Deteccion molecular de genes de resistencia

De los 83 aislados resistentes, se lograron detectar los probables genes de resistencia en el
52% de los aislados (43/83 aislados). Se detectaron un total de 10 genes de resistencia a las
3 clases de antibioticos: 5 genes de resistencia a los aminoglucosidos, 3 genes de resistencia
a los anfenicoles y 2 genes de resistencia a tetraciclinas. Entre los aislados de la PTAR se
lograron detectar estos 10 genes, mientras que, en el rio, solo se observo amplificacion para
8 genes (Tabla 15).
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Tabla 15. Resumen de la frecuencia de los genes de resistencia a los antibidticos detectados
en las cepas de E. coli aisladas de la PTAR y el rio Juan Diaz.

Fenotipo Gen PTAR Rio Total
AMG aac(3)-1la 1 1 2
ant(3”’)-la 7 8 15
aph(3”’)-1b 11 6 17
aph(3’)-1a 4 2 6
aph(6)-1d 12 7 19
CHL CatAl 3 0 3
cmlA 4 5 9
floR 8 6 14
TET tet(4) 12 20 32
tet(B) 9 0 9
Total 71 55 126

El gen de resistencia a tetraciclina mas prevalente fue fet(4), encontrandose en el 86.5%
(32/37) de aislados resistentes a este antibiotico (Figura 19). Este fue el Unico gen de
resistencia a la tetraciclina detectado en los aislados de E/ coli en el rio. El gen tet(B) fue
detectado en la mitad (9/18) de las E. coli resistentes a tetraciclina aisladas en la PTAR, en 4
ocasiones se detectaron juntos los genes tet(4) y tet(B). Se detecté al menos un gen de
resistencia para cada aislado resistente a tetraciclina. Los genes tet(G) y tet(M) no fueron
detectados.

M C+ € A3 A7 A8 A9 Al10 B1 B7 (6 (€9 C10 D7 D8

- W WP S N S mw 10bp

Figura 19. Resultados de la deteccion mediante PCR del gen de resistencia a tetraciclina
tet(4). En el gel se observan 12 aislados positivos para la presencia del gen tet(A4).

El gen tet(4) confirié diferentes niveles de resistencia entre los aislados, encontrandose
aislados con MIC > 32 mg/L. En cambio, los aislados portadores de tet(B), presentaban MICs
> 128 mg/ml (Figura 20). A pesar de que, pareciera que fet(B) podria ser el responsable de
los altos niveles de resistencia, no se encontr6 ninguna asociacion entre los genes de
tetraciclina encontrados y las MICs (Prueba de Chi-cuadrado, p>0.05).
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Figura 20. Distribucion de genes de resistencia a tetraciclina, segiin la MIC de los aislados
del (A) rio Juan Diaz y (B) PTAR de la Ciudad. Los colores representan los genotipos de
resistencia a tetraciclina encontrados.

El gen de resistencia a cloranfenicol mas prevalente fue floR. Este gen se detect6 en el 73.7%
(14/19) de los aislados resistentes a cloranfenicol. Los genes del grupo c¢mlA también se
detectaron en un gran ntimero de cepas (47.3%) al igual que floR, que se detecto entre los
aislados de ambos sitios de muestreo. Adicionalmente, se detect6 el gen CatAl entre los
aislados de la PTAR.

Figura 21. Genes de resistencia a cloranfenicol detectados en las cepas de E. coli A3 y D7,
aisladas de la PTAR de la Ciudad y del rio Juan Diaz, respectivamente.

Dentro del grupo de las 19 E. coli resistentes a cloranfenicol, se presentaron aislados con més
de un gen de resistencia. La combinacién mas frecuente fue la de los genes floR y cmlA (8
aislados) y se detecto la presencia de los 3 genes floR, cmlA y CatAl en 1 sola cepa (Figura
21). No se pudo detectar ninguno de los genes diana de resistencia a cloranfenicol utilizados
en este estudio en 2 cepas.
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Figura 22. Distribucion de genes de resistencia a cloranfenicol detectados, segun la
concentracion minima inhibitoria del aislado portador. Los colores representan los genotipos
de resistencia a tetraciclina encontrados.

No se encontrd asociacion entre la distribucion de genes de resistencia a cloranfenicol
detectados y los niveles de resistencia (MIC) ensayados (Figura 22) (Prueba de Fisher,
p>0.05).

Se encontraron un total de 24 genotipos de resistencia unicos con los diferentes genes de
resistencia detectados (Figura 23). El nimero maximo de genes detectados en un mismo
aislado ascendid a 9, con una mediana de 3 antibioticos por cepa. Entre los genotipos, se
repetia con frecuencia la combinacion de un gen de resistencia a tetraciclina y 2 genes de
resistencia a los aminoglucosidos. Al analizar los ocurrencia conjunta de algunos genes de
resistencia, de acuerdo con su frecuencia de deteccion, se encontro:

® aph(6)-1d se detecto en todas las ocasiones que se detectaba aph(3’’)-1b.

o tet(B), aph(3’’)-Iby aph(6)-1d se detectaron juntos en los 3 los aislados portadores de
CatA 1 identificados.

e fet(A) se detectd en todos los aislados portadores de aph(3°)-1a.

e tet(4) se detectd con frecuencia entre aislados portadores de floR (93%) y cmliA
(89%).

e El gen floR usualmente era detectado junto a cml4 (89%).

o ant(3’’)-Ia se detectd con frecuencia entre aislados portadores de cmld (89%) y
aph(3°)-1a (83%).
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e Los genes de resistencia a cloranfenicol floR y ¢mlA se detectaron con la misma
frecuencia en aislados portadores de aph(3’)-la (83%).

e El gen aac(3)-1I, al ser detectado en 2 aislados inicamente, no presentd mayor
ocurrencia con otros genes.
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Figura 23. Genotipos de resistencia detectados entre los aislados resistentes de E. coli. Los
numeros a la derecha de la barra indican la frecuencia de cada genotipo de resistencia.

A pesar de la gran variedad de genotipos encontrados, no se detectaron los genes de
resistencia de 40 cepas resistentes. Adicional, en algunas cepas no se logré identificar los
genes de resistencia de 1 o 2 clases mas de antibioticos a las que eran resistentes. Asi, se
desconocen los genes de 51 cepas resistentes a los aminoglucdsidos, la mayoria resistentes a
gentamicina (Anexo 2.2). y corresistentes a tetraciclina; y, de 2 cepas resistentes a
cloranfenicol.

Debido a que no se encontr6 un valor de corte epidemiolédgico de la eritromicina para E. coli,
todos los aislados se clasificaron como wild-type. Sin embargo, se observd que todas las
cepas presentaban MIC > 32 mg/L, llegando a concentraciones tan altas como 1024 mg/L
(Figura 24). Al igual que todos los demas antibioticos, la distribucion de las MIC entre los
sitios no fue significativamente diferente (Prueba de Wilcoxon, p>0.05).
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Figura 24. Distribucion de MICs de la eritromicina para cepas de E. coli aisladas de (A) el
rio Juan Diaz y (B) la PTAR de la Ciudad. Todas las cepas fueron clasificadas como wild-

type.

3.5. Clonaje de genes sintéticos para expresion de proteinas recombinantes

Los genes armA, rmtB y ermC fueron clonados exitosamente en el vector pET28, entre los
sitios Ndel y Xhol, para la expresion de proteinas recombinantes fusionadas a un tag de 6
histidinas en el extremo N-terminal. Los constructos se verificaron por PCR de colonia, y se
obtuvieron colonias con cada uno de los genes insertados en el vector (Figura 25 y Figura
26). Los constructos resultantes fueron enviados a secuenciar y se confirmé la correcta
insercion de los genes.

armA-1 armA-2  armA-3 B rmtB-1 rmtB-2

500 bp —

—285bp
200bp —

100bp —

Figura 25. Resultado de la verificacion del clonaje de pET28a-ArmA y pET28a-RmtB
mediante PCR de colonia. Todas las colonias de armA (A) y la colonia rmtB-2 (B) fueron
positivas para los vectores pET28a-ArmA y pET28a-RmtB, respectivamente.
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Figura 26. Verificacion de clonaje de pET28a-ErmC mediante PCR de colonia. Las colonias
e-4 a e-10 fueron positivas para el vector pET28a-ErmC.

3.6. Expresion de proteinas bajo diferentes condiciones

Todos los ensayos de expresion de proteinas recombinantes se realizaron utilizando colonias
frescas de E. coli cepa BL21(DE3) transformadas con los vectores pET28 clonados (Figura
27).

Figura 27. Transformacion de células electrocompetentes de E. coli cepa BL21(DE3) con
vector pET28a-NpmA. A la izquierda control en agar LB y a la derecha bacterias
transformadas esparcidas en LB suplementado con kanamicina.

a. NpmA

Los primeros ensayos de inducciéon de NpmA se realizaron en cultivos con densidad optica a
600 nm (ODsoonm) de 0.6 y en incubacion a 37°C. Se indujo la expresion con concentraciones
de 0.4 mM y 1.0 mM de IPTG. Para cada concentracion de inductor, se tomaron alicuotas
del cultivo (1 ml) después de 0.5 h, 1 h, 2 h y 3 h de haber sido inducido. Mediante SDS-
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PAGE se determin6 que la expresion de proteinas fue muy baja en las condiciones ensayadas
(Figura 28).

04 mMIPTG 1.0 MM IPTG

kDa M Oh 05h 1h 2h 3h 05h 1h 2h 3h

75—

50—

37—

— NpmA
25—

20—

Figura 28. Expresion de NpmA a 37°C utilizando diferentes concentraciones de IPTG
durante diferentes tiempos de incubacion.

Posteriormente, se ensay¢ la induccion a 25°C en cultivos con ODgoonm de 0.6, utilizando 0.4
mM de IPTG o utilizando medio de autoinduccion (LB suplementado con 2.9 g/L de glucosa,
11.17 g/L de glicerol y 7.6 g/L de lactosa, pH=7.8). La autoinducciéon no funciond, sin
embargo, la induccion de la expresion de la proteina a esta temperatura fue superior a la
observada a 37°C utilizando la misma concentraciéon de IPTG. Ademas, se observo que la
fraccion soluble de NpmA era aparentemente mayor a la insoluble (Figura 29).

0.4 mM IPTG - soluble 0.4 mM IPTG - insoluble Autoinduc. - soluble Autoinduc. - insoluble

kDa M T0 1x 2x 1x 2x 1x 2x 1x 2x

5=

50—

37—

25—

20—

Figura 29. Expresion de NpmA a 25°C utilizando IPTG o medio de autoinduccion.
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Finalmente, se verificd la expresion a 20°C. Para esto, se crecio el cultivo a 37°C hasta
alcanzar una ODsoonm aproximada de 0.5, se atempero el cultivo a 20°C y se indujo la
expresion de la proteina utilizando IPTG a una concentraciéon de 0.3 mM. Se incubd
overnight (16 — 20 horas) y se lisaron las células para obtener la fraccion soluble. La
expresion a 20°C fue mejor que la observada a 25°C (Figura 30).

20°C 25°C

NpmA

Figura 30. Expresion de NpmA a diferentes temperaturas. En el gel: (M) marcador, (TO)
tiempo inicial, (S) fraccion soluble y (T) proteinas totales.

b. RmtB

El ensayo de induccion de RmtB se realiz6 a partir de cultivos con ODgoonm entre 0.6-0.7. Se
ensayo la induccion con 0.4 mM de IPTG a 37°C y 25°C, analizando la expresion a diferentes
tiempos (0 h, 0.5 h y 2 h). Segun los resultados visualizados por SDS-PAGE se observé que
la expresion a 37°C obtuvo los mejores resultados (Figura 31).

37°C 25°C
KDa M 0h 0.5h 2h Oh 05h 2h
1m_ —— — —
- s — | —— ]
| - ———
_—

50—

37—

— RmtB
25—

20 —

Figura 31. Expresion de RmtB a diferentes temperaturas y tiempos de induccién utilizando
0.4 mM de IPTG.
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Se repitid la induccién con las mismas condiciones anteriores, pero con el fin de verificar la
solubilidad de las proteinas. Para esto, las células en induccion se incubaron por 2 horas, se
recuperaron por centrifugacion y se lisaron mediante sonicacion. Se separaron las fracciones
solubles e insolubles y se verificaron por SDS-PAGE. Se observé que a 37°C la cantidad de
proteina soluble era superior a la expresada a 25°C para el tiempo de incubacion ensayado y
suficiente para los ensayos de purificacion (Figura 32).

3rc 25°C

100 — :
5=
37—
2.
20 — |

Figura 32. Diferentes temperaturas de expresion de RmtB. En el gel: (M) marcador, (TO)
células antes de la induccion, (S1) fraccidon soluble, (I1) fraccion insoluble. (S2) e (12)
contienen el doble de proteina que S1 e I1, respectivamente.

n 12
' ‘ o

c. ArmA

Se ensay¢ la induccion de la expresion de ArmA de cultivos con ODgoonm entre 0.6-0.7, a
37°C con 0.4 mM de IPTG durante 2 horas. Luego de la induccion, las células se recuperaron
por centrifugacion, se descarto el sobrenadante y los pellets fueron (i) resuspendidos y las
células se lisaron inmediatamente para separar las fracciones solubles e insolubles o (ii)
congelados durante O/N, para luego ser resuspendidos, lisados y separar las fracciones. Al
comparar las fracciones congeladas y no congeladas, no se observé diferencia notable entre
los tratamientos y la cantidad de proteina expresada era suficiente para los ensayos de
purificacion (Figura 33).

65



No congelado Congelado

52

w
=

S2 1n 12

e o

—

pu—

. — ArmA

Figura 33. Influencia de la congelacion en la solubilidad de ArmA. En el gel: (M) marcador,
(TO) células antes de la induccion, (S1) fraccion soluble, (I1) fraccidon insoluble. (S2) y (12)
representan el doble de S1 e I1, respectivamente.
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d. ErmC

Para esta proteina, se ensayaron diferentes transformantes que contenian el vector. Se indujo
un cultivo (ODgoonm entre 0.6-0.7) con 0.4 mM de IPTG y se incub6 a 25°C durante 2 horas.
Segun los resultados, todas las transformantes expresaban la proteina al mismo nivel (Figura
34).

TO ErmcC-6 ErmC-7 ErmC-9
M 1x 2x 1x
kDa
100 — ’
S— . — —
. o
- ——
o- e
- N
- - — -
- -— : _ — ErmC
= ¥ N
20 — - R i

¢
£

Figura 34. Verificacion de expresion a 25°C de diferentes colonias (ErmC-6, ErmC-7 y
ErmC-9) transformadas con el producto de ligacion de pET28a-ermC. La cantidad de
proteina cargada en el gel esta representada por 1x o 2x, siendo 2x el doble de proteina 1x.
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3.7. Purificacion de proteinas

Utilizando métodos de cromatografia de afinidad y cromatografia de exclusion molecular se
lograron purificar 3 de las 4 proteinas objetivo, para su posterior uso en la seleccion de
aptameros afines a cada una, mediante el método SELEX. Durante la cromatografia de
afinidad se logro obtener las proteinas purificadas mediante gradientes lineales de 10 a 500
mM de imidazol, utilizando columnas de afinidad con cobalto inmovilizado. EI método de
exclusion molecular se utilizé para aumentar la pureza de las proteinas.

a. NpmA

NpmA fue eluido usando un gradiente lineal de 10 a 500 mM en tampon A. El pico méximo
de la proteina se registrd a una concentracion de imidazol de aprox. 140 mM (Figura 35A).
Las fracciones de proteina del segundo pico del cromatograma fueron analizadas por SDS-
PAGE y se observd que contenian la proteina (Figura 35B). Estas fracciones se concentraron
y se sometieron a una segunda purificacion por cromatografia de exclusion molecular, donde,
comparando el volumen de elucion (Figura 35C) de la muestra con el patron (Figura 35D),
se comprobd que el peso molecular estimado segiin el volumen de elucion observado
correspondia a la proteina NpmA. Mediante SDS-PAGE se pudo verificar que la muestra se
encontraba limpia de contaminantes y sin agregados. La proteina se almacen6 a -20°C con
40% de glicerol para posteriores ensayos.
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Figura 35. Purificacion de la proteina recombinante NpmA: (A) cromatografia de afinidad
mostrando en color la fraccion conteniendo la proteina y (B) andlisis de fracciones eluidas
mediante SDS-PAGE.
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Continuaciéon de Figura 35. Purificacion de la proteina recombinante NpmA:
cromatograma de la exclusion molecular mostrando en color la proteina con el mayor
pico de concentracion (C) y cromatograma patron utilizado para comparar el tamafio de
la proteina (D).
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b. ArmAy RmtB

Las proteinas ArmA y RmtB fueron purificadas bajo las mismas condiciones. Se utilizé un
gradiente de concentracion de 10 a 250 mM de imidazol en tampdn B para eluir las proteinas
de la columna de afinidad (Figura 36 A y B). Tanto en el caso de ArmA, como en el de RmtB,
las proteinas eluyeron tarde en el gradiente. Al igual que con NpmA, las proteinas contenidas
en las fracciones fueron concentradas y se realizo el ultimo paso de purificacion por
cromatografia de exclusion (Figura 36 C y D). Mediante SDS-PAGE se determin6 que las
fracciones de ambas proteinas tenian una concentracion alta (Anexo 3.7 y 3.8). En algunas
ocasiones fue necesario separar las proteinas agregadas de las solubles y agregarles 40% de
glicerol para su almacenamiento a -20°C.
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Figura 36. Cromatograma de purificacion por afinidad de (A) ArmA y (B) RmtB; y por
exclusion molecular de (C) ArmA y (D) RmtB. Las fracciones en color contienen la proteina
purificada.

3.8. Deteccion de aptameros con afinidad por las dianas purificadas

Inicialmente, se comprobo la hibridacion de los cebadores para los ensayos de amplificacion
de los aptameros por RT-PCR para lo cual se probaron diferentes temperaturas de hibridacion
en un protocolo de gradiente entre 54.1°C — 56°C °C. Se comprobd que no existe una
diferencia notable en la amplificacion en este rango de temperaturas (Figura 37), por lo que
se eligid la temperatura de hibridacion de 55°C.
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Figura 37. Amplificacion de aptameros por RT-PCR utilizando diferentes temperaturas de
hibridacion. Se utilizaron temperaturas de hibridacion de 54.1°C — 56°C y no se observo
diferencia entre éstas.

La misma comprobacion se realizd para la amplificacion por PCR de los aptameros
amplificados por RT-PCR como ADN molde. Se verifico que, bajo el rango de temperaturas
de 53.5°C — 56. 8 °C, las muestras amplifican (Figura 38). Nuevamente, se eligio la
temperatura de 55°C como temperatura de hibridacion.

M 53.5°C 54.1°C 55.0°C 56.0°C 56.8°C
1000 bp —

500bp —

200bp —

100bp — — 87bp

Figura 38. Amplificacion de aptameros por PCR utilizando diferentes temperaturas de
hibridacion. Se utilizaron temperaturas de hibridacion de 53.5°C — 56.8°C y no se observo
diferencia entre éstas.

Durante la optimizacion de las condiciones de SELEX se utiliz6 la proteina NpmA,
purificada por cromatografia de afinidad y de exclusiéon molecular. Ademas de detectar
aptameros con afinidad por esta proteina, se encontraron aptdmeros con afinidad por las
perlas magnéticas utilizadas y se detectaron aptdmeros inespecificos en las 3 rondas de lavado
realizadas. Estos resultados fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa a partir de
la amplificacién por RT-PCR de las muestras (Figura 39).
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1000 bp —

500bp —

200bp —

100 bp —
— 64 bp

Figura 39. Aptameros detectados mediante RT-PCR luego de 3 rondas de seleccion. En los
carriles se observa: (M) marcador, (C+) control positivo de aptameros de ARN, (NS)
aptameros de union no especifica, (W1-W3) sobrenadante después del lavado de cada ronda
de seleccion y (S) aptameros unidos a NpmA. Se utilizaron los cebadores que no contenian
las dianas de restriccion, por lo que le producto de amplificacion tuvieron menor longitud.

Para mejorar la deteccion de los aptdmeros con afinidad por las proteinas dianas, se aumento
el nimero de ciclos de SELEX a 5 y también se aument6 la cantidad de cebadores de la RT-
PCR de 0.5 uM a 10 uM. Con esto, se recuperaron una mayor cantidad de aptameros
especificos con afinidad a las proteinas dianas y menor nimero de aptameros inespecificos
(Figura 40). La metodologia fue repetida para la seleccion de aptameros para las otras 2
proteinas purificadas, ArmA y RmtB.

1000 bp —
500bp —
200 bp —
100 bp — — 87bp
__ exceso de
cebadores
1000 bp —
500 bp —
200bp —
100 bp — — 87bp
exceso de
cebadores

Figura 40. Aptameros detectados mediante RT-PCR. En los carriles se observa: (M) marcador,
(C+) control positivo de aptameros de ARN, (NS) aptameros de unioén no especifica, (W)
sobrenadante después del lavado de la 5ta ronda de seleccion y (S) aptadmeros unidos a las
dianas ArmA (en la parte superior) y RmtB (en la parte inferior).
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Los aptameros de ADN, obtenidos por retrotranscripcion y amplificacion en cada ensayo de
SELEX fueron guardados en librerias (Figura 41) y almacenados a -20°C para su posterior
identificacion y uso.

npmA-L1 npmA-L2 npmaA-L3 npmA-L4

M C+ NS W S NS W S NS W S NS W S

1000 bp —
500 bp —
200bp —
100bp — _ 87bp
_ exceso de
cebadores

Figura 41. Libreria de aptdmeros con afinidad por NpmA detectados por RT-PCR. Se utiliza
como nomenclatura el nombre de la proteina seguido del codigo de la libreria. En los carriles
se observa: (M) marcador, (C+) control positivo de aptdmeros de ARN, (NS) aptameros de
uniodn no especifica, (W) sobrenadante después del lavado de la Sta ronda de seleccion y (S)
aptameros afines a la proteina de interés.

3.9. Identificacion de aptameros mediante clonaje y secuenciacion

Los aptameros de ADN utilizados en los clonajes fueron producto de una segunda
amplificacion por PCR de las librerias creadas con los aptameros seleccionados con el
método SELEX. Previa identificacion de los aptameros, se verifico la eficiencia de clonaje
en los vectores plasmidicos pPGEM-T y pBSMrnaStrp.

El método de blue-white screening con el vector pGEM-T mostré una baja eficiencia de
ligacién con los aptameros. El mayor nimero de colonias transformantes fue obtenido a partir
de la ligacion overnigth a 4°C; sin embargo, se obtuvo un elevado numero de colonias azules
(aquellas que recibieron el vector vacio) con respecto al nimero de colonias blancas (aquellas
con el aptamero insertado en el vector) (Figura 42). Se verifico mediante PCR de colonia que
las colonias blancas, en efecto, tenian los aptameros insertados.
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Figura 42. Identificacion de aptameros mediante Blue-white screening utilizando el vector
pGEM-T. Las colonias blancas eran positivas para los aptdmeros insertados en el vector,
mientras que las colonias azules portaban el vector religado sin inserto.

El clonaje en el vector pBSMrnaStrp alcanz6 una eficiencia de ~90%. Se detecto la presencia
de los aptameros insertados entre los sitios EcoRI y Pstl del vector pBSMrna mediante PCR
de colonia (Figura 43). Estos resultados fueron verificados 2 veces: la primera utilizando los
cebadores universales T7 promoter (forward) y M13R-pUC (reverse), presentes en la
secuencia del vector y una comprobacion adicional con el cebador universal M13R-pUC y
un cebador interno del aptamero (Figura 44).

C Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A1l A12 A13

LT [ — 406 bp (sin inserto)

- U e S0 e v e e e e B e — 323 bp (con inserto)

Figura 43. Resultados de la PCR de colonia para la verificacion de aptameros con afinidad
por ArmA insertados en el vector pPBSMrnaStrp entre los sitios ECoRI y Pstl. Se observa que
todas las colonias, a excepcion de A11, eran positivas para la presencia de los aptdmeros en
el vector pBSMrnaStrp.
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Al A2 A3 A4 A5 A1l C-

S R — 285 bp (sininserto)
e o — 217 bp (con inserto)

Figura 44. Resultados de la segunda verificacion del clonaje aptdmeros con afinidad por
ArmA en el vector pBSMrnaStrp entre los sitios EcoRI y Pstl. Se confirma que todas las
colonias, a excepcion de All, eran positivas para la presencia de los aptameros en el vector
pBSMrnaStrp.

La deteccion de aptameros también se realizdé para las demas proteinas, NpmA y RmtB
(Figura 45). En total, se identificaron alrededor de 75 colonias positivas con el vector pPBSM
expresando los aptameros. A partir de éstas, se crearon librerias con las colonias
criopreservadas y los plasmidos purificados de cada una. Un lote de plasmidos fue enviado
a secuenciar entre los que se incluian los vectores pBSMrna y pGEM-T conteniendo los
aptameros. Se ordeno la secuenciacion en ambos sentidos del ADN.

= C- Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R% RI10 R11 R12 R13

500b
400 bg - e R — 406 bp (sin inserto)

300 bp S L W rompr B B B — 323 bp (con inserto)

200 bp

100 bp

Figura 45. PCR de colonia para la verificacion de aptameros con afinidad por RmtB
insertados en el pBSMrnaStrp entre los sitios EcoRI y Pstl. Se observa que todas las colonias
eran positivas para la presencia de los aptameros en el vector pPBSMrnaStrp, a excepcion de
las colonias R2, R5 y R6.

Las secuencias resultantes de la secuenciacion SANGER fueron verificadas y alineadas. Se
identificaron secuencias para los aptdmeros con afinidad por las proteinas ArmA (Figura
46A), NpmA (Figura 46B) y RmtB (Figura 46C). No se encontraron secuencias de aptameros
repetidas, a pesar de que fueron amplificadas por PCR.

75



A

AAGTGCGTAAGATAGTCGCCACAAGTCGGTCAAAATGGGACGCTTAGGGTCACAGGTTCGAATC
GCCTGAGCTGTCGGGAGGCCAAGAAGC
CGTATGTTATTCACGGTTGTTAGGAAG
TGAAGTTGCCTGAAGAGCATGGAGTGG
AGGGAATGATGATAGTAGAGGGGTGGA
TGCCAAAGGGTAAAAGCCGCCACATGA
ATAGCAACAGAGGCTAATAAACATTAG

AAGTGCGTAAGATAGTCGC GGGTCACAGGTTCGAATC

c

AAGTGCGTAAGATAGTCGC GGGTCACAGGTTCGAATC

Regi6n aleatoria

Figura 46. Secuencias de aptameros con afinidad a las proteinas recombinantes (A) ArmA,
(B) NpmA y (C) RmtB, obtenidas mediante secuenciacion SANGER. La primera secuencia
de cada bloque muestra la secuencia fija de los aptameros.

3.10. Pruebas funcionales

Los genes armA, rmtB y npmA fueron clonados exitosamente en los vectores pGDP3 y
pGDP4 y transformados en E. coli cepa DHS5a para la expresion de los factores de resistencia
en los ensayos de inhibicion de los aptameros (Anexo 3). Se determinaron las MICs para 6
aminoglucésidos: amikacina, gentamicina, kanamicina, neomicina, estreptomicina y
tobramicina; mediante ensayos de microdilucion en placa (Figura 47).

pPGDP3-ArmA PGDP4-ArmA ATCC 25922

AMI
{ug/ml) (faerS—

512

256

128

64

Figura 47. Ensayo de microdilucion en placa para la determinacion de la MIC de amikacina
(AMI) de cepas de E. coli DH5a transformadas con los vectores pGDP3-ArmA y pGDP4-
ArmA. En la figura se observa el crecimiento de cepas en todas las concentraciones de
amikacina utilizadas.
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Las cepas transformadas con ambos vectores pGDP3 (con promotor fuerte) y pGDP4 (con
promotor débil), conteniendo las secuencias codificantes de los distintos factores de
resistencia mostraron un alto nivel de resistencia. La MIC de la amikacina, gentamicina y
kanamicina supero la concentracion maxima utilizada en los ensayos. Se observo que NpmA
es la Uinica metiltransferasa que confiere resistencia a neomicina (aunque confiere menor
nivel a la amikacina y gentamicina, comparandola con las demds enzimas) y ninguna enzima
fue capaz de conferir resistencia a estreptomicina (Tabla 16).

Tabla 16. MIC (ug/ml) de los diferentes constructos transformados en E. coli DH5a

Plasmido AMI GEN KAN NEO STR _ TOB
pGDP3-ArmA >512 >512 >512 <4 <4 512
pGDP4-ArmA >512 >512 >512 <4 <4 512
pGDP3-RmtB >512  >512 >512 <4 <4 512
pGDP4-RmtB >512 >512 >512 <4 <4 512
pGDP3-NpmA 128 64 >512 128 <4 512
pGDP4-NpmA 128 64 >512 128 <4 512

Los vectores pPBSM-A* (en adelante, el * simboliza un numero, correspondiente al constructo)
conteniendo los aptameros con afinidad para ArmA fueron transformados en células
electrocompetentes de pGDP4-ArmA y, mediante PCR de colonia, se identificaron las
colonias dobles transformantes (Figura 48). A partir de estos resultados, se identifico al
menos 1 colonia para cada vector pPBSM y estas cepas se criopreservaron para su posterior
uso.

600bp

o - e G e e e G e WD G G | — 574 bp (PBSM-AY)

400 bp
300 bp
200 bp — 170 bp (pGDP4-ArmA)

100bp

Figura 48. Verificacion de dobles transformantes de pBSM-A* y pGDP4-ArmA mediante
PCR de colonia. Se observa la amplificacion de ambos fragmentos, indicando la presencia
de ambos vectores en la misma célula.

A partir de una segunda verificacion por purificacion y digestion de plasmidos con Xhol, se
observo que los clones de una misma cepa presentaban ambos vectores, aunque mostraban
diferentes proporciones de ambos (Figura 49). En las digestiones se utilizé 150 ng y 400 ng
de los vectores usados como control y las muestras, respectivamente.
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pGDP4-ArmA  pGDP4-ArmA
pBSM-A1 pGDP4-ArmA pBSM-A1 pBSM-A1
clon 1 clon 2

L e— ——— 39kb (pGDP4-ArmA)
S — 3.1 kb (pBSM-A¥)

Figura 49. Verificacion de dobles transformantes de pBSM-A1 y pGDP4-ArmA mediante
digestion de vectores plasmidicos con Xhol. Se observa que los clones 1-2 presentan ambos
vectores y cada uno tiene una intensidad diferente.

Se hizo una verificacion rapida de las colonias a utilizar en las pruebas de microdilucion
estandar, para comprobar la presencia de los vectores pBSM-A* en las cepas
cotransformadas con ambos vectores. Se encontrd que la mayoria de las colonias verificadas
ya no mantenia el vector (Figura 50).

9 10 11 12

— 217 bp (pBSM-A*)

Figura 50. Verificacion de las colonias previo a los ensayos de microdilucion. En esta
verificacion, la mayor cantidad de cepas, que anteriormente habian sido positivas para los
vectores pGDP4-ArmA y pBMS-A*, no amplificaron el fragmento, indicando la ausencia
del vector pPBSM-A*.

Este resultado nos llevé al estudio de las secuencias de los vectores, encontrandose que éstos
poseen el mismo origen de replicacion, lo que pudo ocasionar la pérdida selectiva del vector
en algunas colonias. Con estas cepas no fue posible realizar los ensayos de microdilucion,
por lo que se disefio el vector pARC-ArmA.

El vector pARC-ArmA fue sometido a verificaciones para comprobar el tamafo del
constructo y su funcionalidad. Primero, se confirmé que el tamafo del constructo (~3.5 kb)
coincide con el tamafio de la secuencia disefiada (Figura 51). Luego, se confirmé que el
vector es funcional, ya que, las células transformadas con este vector eran capaces de crecer
en presencia de altas concentraciones de kanamicina (256 pg/ml), al igual que lo hacen las
cepas transformadas con el vector pPGDP4-ArmA (Figura 52).
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Colonia 1 Colonia 2

5 ) — 3.5 kb (pARC-ArmA)

Figura 51. Comprobacion del vector pARC-ArmA mediante digestion con Ndel del ADN
plasmidico. Los plasmidos de las 2 colonias utilizadas portaban el vector.

I RN —

C 1

Figura 52. Prueba funcional del cepas de E. coli DH5a transformadas con el vector pARC-
ArmA en presencia de 256 pg/ml de kanamicina. De izquierda a derecha: B, blanco (caldo
LB sin inocular); C, control (DH5a sin transformar); 1, cepa transformada con pGDP4-ArmA
y, 2 — 3 cepas transformadas con pARC-ArmA. Se observa que las cepas que contenian el
vector pARC-ArmA eran capaces de crecer en esta concentracion de antibiotico.

Al igual que con los vectores pGDP, se verifico el nivel de resistencia que conferia ArmA en
el vector pARC. Se realizaron los ensayos de microdilucion en placa con los 6
aminoglucoésidos, partiendo de una concentracion maxima de 2048 pg/ml. Asi, se determind
que la MIC para amikacina y gentamicina es 1024 pg/ml; kanamicina >2048 pg/ml;
neomicina y estreptomicina <4 ug/ml; y, tobramicina 512 pg/ml.

Adicionalmente, se confirmé mediante RT-PCR que las células cotransformadas con los
vectores pBSM-A* y pARC-ArmA son capaces de expresar los aptameros de ARN (Figura
53).
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pBSM-A1

pBSM-A1 pARC-ArmA

— 64 bp (aptameros A1)

Figura 53. Ensayo de expresion de aptameros de ARN en cepas de E. coli DH5a
cotransformadas con los vectores pARC-ArmA y pBSM-A1. Se observa que las células
dobles transformantes expresan los aptameros de ARN.

Para las pruebas funcionales no fue requerida la verificaciéon por PCR, ya que ambos los
vectores poseen marcadores de seleccion diferentes. Pero se verificd la expresion de los
aptameros en las cepas cotransformadas con ambos vectores mediante RT-PCR.

Un total de 24 vectores pBSM-A* fueron cotransformados independientemente con el vector
pARC-ArmA en células de E. coli DH5a y se obtuvieron colonias dobles transformantes. Sin
embargo, al realizar los ensayos de microdilucidon en placa, no se observo que alguna cepa
manifestara una disminucion de la MIC para ninguno de los aminoglucosidos utilizados
(amikacina, gentamicina, kanamicina y tobramicina) (Figura 54).

PARC-ArmA + pBSM-A*

y PARC-ArmA
1 2 3 4 PARC-AImA pBSMrnastrp

TOB
(ug/ml)

512 — MIC (pARC-ArmA)
256
128
64
32

16

Figura 54. Ensayo de microdilucion en placa con cepas cotransformadas con los vectores
pARC-ArmA y pBSM-A*, en presencia de tobramicina. Se observa que las células
expresando los aptameros no eran capaces de inhibir la proteina ArmA, que les conferia una
MIC de 512 pg/ml.
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3.11. Interaccion proteina-ARN

Se realiz6 una electroforesis en geles nativos de poliacrilamida al 10% en sistema Tris-
glicina-EDTA a 4°C para las 3 enzimas purificadas mediante cromatografia de afinidad y de
exclusion molecular pudieron. Se observd que ~5 pg de cada proteina es suficiente para
identificarlas visualmente mediante tincidon con azul de Coomassie (Figura 55).

W

NpmA

ArmA RmtB

., -

Figura 55. Gel nativo de poliacrilamida al 10% con las proteinas NpmA, ArmA y RmtB,
purificadas mediante cromatografia de afinidad y exclusiéon molecular.

Las proteinas purificadas a partir de los extractos celulares de las células cotransformadas
con el pET28-ArmA y el pPBSM-A* e inducidas con diferentes concentraciones de IPTG,
fueron corridas en los geles de poliacrilamida al 10% a 4°C. Se utilizaron 4 ng y 8 pg de
proteina total de cada muestra. Después de la corrida y la tincion con GelGreen, se observo
que una fraccion proteica permanecia en los pocillos y que tanto la proteina control ArmA
como las proteinas coexpresadas con los aptameros emitian fluorescencia, indicando la
presencia de 4acidos nucleicos (Figura 56).

0.2 mM IPTG 0.4 mM IPTG

4 ug 8 ug 4 g 8 ug
. - . i

Figura 56. Gel nativo de poliacrilamida al 10% tefiiddo con GelGreen. Se muestran las
proteinas purificadas a partir de extractos celulares de células de E. coli cepa BL21(DE3)
cotransformadas con el pET28a-Armay el pPBSM-A1. Bajo luz ultravioleta se puede observar
la presencia de acidos nucleicos atrapados en los pocillos y una banda difusa en el gel,
correspondiente a ArmA.
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Al igual que con ArmA, después de la corrida y la tincion con GelGreen, se observaba una
fraccion proteica en los pocillos y la posible presencia de acidos nucleicos unidos tanto a la
proteina de control RmtB, como a las proteinas coexpresadas con los aptameros (Figura 57).

4pg 8 ug

R-0.05 R-0.4 R-1.0 - R-0.05 R-0.4 R-1.0

B —— e G

Figura 57. Gel nativo de poliacrilamida al 10% tefiido con GelGreen. Se muestran las
proteinas purificadas a partir de extractos celulares de células de E. coli cepa BL21(DE3)
cotransformadas con los vectores pET28a-RmtB y pPBSM-R1. Bajo luz ultravioleta se puede
observar la presencia de acidos nucleicos atrapados en los pocillos y una banda difusa en el
gel, correspondiente a RmtB.

Las pruebas de disociacion de los 4acidos nucleicos mediante el aumento de la concentracion
de NaCl en la purificaciéon mostraron una leve disociacion entre los acidos nucleicos con
afinidad a la proteina en el control, pero no se pudo confirmar si los aptameros se mantienen
unidos o no a la proteina. En este ensayo se observé una banda adicional que no corresponde
a nuestra proteina de estudio (Figura 58).
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Figura 58. Gel nativo de poliacrilamida al 10% tefiido con GelGreen (superior) y
posteriormente con azul de Coomassie (inferior). Se muestran las proteinas purificadas a
partir de extractos celulares de células de E. coli cepa BL21(DE3) cotransformadas con los
vectores pET28a-ArmA y pBSM-AL1. Se aprecia una banda contaminante con interaccion de
acidos nucleicos (fluorescencia bajo luz ultravioleta) y de naturaleza proteica (tincion con
Coomassie).
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Capitulo 4. Discusion
4.1. Aislamiento e identificacion de E. coli

Si bien, el método convencional demostré ser muy efectivo para el aislamiento e
identificacion de cepas de E. coli, el método molecular utilizado para la confirmacion
demostrd que existen especies que pueden ser identificadas incorrectamente si se usan
solamente los métodos convencionales. Ademas, el método convencional no permite la
deteccion de cepas de E. coli que presenten actividad B-D-glucuronidasa, dejando por fuera
a distintos grupos como la E. coli O157:H7.

En esta investigacion, un aislado amplifico los genes lacZ, cyd y lacY, pero no el gen uidA.
La especie que exhibid este patrén no fue definida por los autores de la PCR Multiplex,
aunque se menciona que Klebsiella sp. y Raoutella sp. Frecuentemente, eran negativa para
uidA, lacZ y lacY (Horakova et al., 2008). Sin embargo, el fenotipo de estas bacterias no
concuerda con el obtenido en agar EMB (colonias verdes con brillo metélico y centro oscuro).
Otras especies como Citrobacter braakii, Enterobacter asburiae, Kluyvera georgiana,
Pantoea agglomerans o Phytobacter diazotrophicus si se han descrito con el mismo fenotipo
de E. coli en agar EMB (Antony et al., 2016; Kim et al., 2016); sin embargo, no esta descrito
que estas especies presenten actividad B-D-glucuronidasa, como se observo en el caldo EC-
MUG.

4.2. Fenotipos y genotipos de resistencia

La identificacion de cepas resistentes a estas 3 familias de antibidticos concuerda con los
resultados publicados en Latinoamérica. En una revision de la region de Norteamérica,
Centroamérica y el Caribe se publico que el 93 % de los estudios realizados sobre resistencia
antimicrobiana encontraron bacterias resistentes a los aminoglucosidos, el 92 % encontr6
resistencia a cloranfenicol y el 100 %, resistencia a tetraciclinas. En las publicaciones de
Suramérica, se encontr6 un 89, 83 y 97 % de cepas resistentes a los aminoglucosidos,
anfenicoles y tetraciclinas, respectivamente (Dominguez et al., 2021).

En este estudio se encontr6 que el 80 % de los aislados era resistente a, al menos un
aminoglucoésido, el 37 % era resistente a tetraciclina y 19 % era resistente a cloranfenicol.
Anteriormente, en muestras procedentes de aguas superficiales y heces de animales de granja
y humanos de comunidades de Panama Oeste y Colon, se encontré menor incidencia de cepas
de E. coli resistentes a aminoglucosidos (2 %), pero hallaron mayor prevalencia de cepas
resistentes a tetraciclina (75 %) y cloranfenicol (~25 %) (Ramirez-Bayard et al., 2023). En
cepas de E. coli aisladas de gatos domésticos en Panama Centro, se encontr6 una alta
prevalencia de resistencia a gentamicina (58 %), kanamicina (25 %) y tetraciclina (21 %)
(Nufiez-Samudio et al., 2024).

Los genes de resistencia a los aminoglucosidos mas frecuentes fueron aph(6)-1d, aph(3”)-1b
y ant(3”)-1a. Los genes aph(3”)-1b y aph(6)-1d (llamados strA-strB o strAB) codifican para
dos O-fosfotransferasas que confieren resistencia a estreptomicina y suelen encontrarse
juntos (Wellner et al., 2024) y ant(3”)-1a codifica para una O-nucleotidiltransferasa, que
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también confiere resistencia a estreptomicina. Estos 3 genes fueron responsables de 24/26
fenotipos de resistencia a estreptomicina; aunque, también fueron detectados en 4 aislados
que no presentaban este fenotipo. Estos genes son comunmente detectados entre cepas
patdgenas de E. coli aisladas de aguas residuales (Park et al., 2024).

El gen aph(3’)-la, también detectado en este estudio, confiere resistencia a kanamicina y
neomicina (Prabha et al., 2023). Este gen fue el responsable de 6/13 fenotipos de resistencia
a kanamicina y 6/40 fenotipos de resistencia a neomicina. Estd descrito que este gen es
raramente detectado (Livermore et al., 2001). No se lograron identificar los genes
responsables de los demas fenotipos de resistencia, a pesar de que se realiz6 la deteccion de
otros genes como aac(6’)-1b y las metiltransferasas del ARNr 16S, que confieren resistencia
a kanamicina; y la metiltransferasa del ARNr 16S npmA, que confiere resistencia a
kanamicina y neomicina.

En general, los fenotipos de resistencias a gentamicina no pudieron ser explicadas porque, a
excepcion del gen aac(3)-Ila que fue detectado en solo 2 aislados, el resto de los genes
detectados no confiere resistencia a este antibidtico. Este aminoglucosido es comunmente
utilizado en formulaciones de ungiientos, cremas y soluciones oftdlmicas, que son
frecuentemente adquiridas sin prescripcion médica. La seleccion de cepas resistentes a este
antibiotico podria ser entonces atribuidas a la falta de regulaciones, su mal uso y consecuente
mala disposicion. Investigaciones han concluido que las concentraciones sub-inhibitorias de
gentamicina puede contribuir al incremento de la abundancia de genes de resistencia en el
ambiente. Ademas, las concentraciones sub-inhibitorias de gentamicina promueven la
movilizacion de genes de resistencia que pueden diseminarse en el microbioma ambiental,
humano y animal (Sanchez-Cid et al., 2022).

Los aminoglucdsidos también son utilizados con frecuencia en la cria de animales de
consumo para el tratamiento de infecciones intestinales y, aunque la Ciudad de Panama no
es conocida por su amplia industria agricola, en la provincia se centran actividades avicolas
para la produccion de pollo y huevos (Lasso, 2024; Rodriguez P., 2017). La cercania de estas
actividades con el centro urbano y las fuentes de agua podria explicar algunas de las
resistencia a esta clase de antibiodticos, ya que, el alto numero de aislados resistentes se
asemeja a los encontrados en ambientes agricolas de produccion de animales de consumo.
En Bangladesh, se estudi6 la prevalencia de cepas resistentes de E. coli provenientes de la
cria de aves de corral y se encontré que hasta un 100% de las cepas eran resistentes a
gentamicina, estreptomicina y neomicina (Islam et al., 2023). En Corea, se encontr6é un 56.3%
de cepas de E. coli resistentes a estreptomicina, procedentes de granjas bovinas, y se
demostrd que los genes que conferian estas resistencias podian ser transferidos mediante
conjugacion (Belaynehe et al., 2017). En Espana, se estudio la resistencia de E. coli en la
produccion de cerdos y se encontrd que el 91.6% y 33.5% de los aislados eran resistentes a
estreptomicina y gentamicina, respectivamente (Garcias et al., 2024).

No se lograron detectar los genotipos de resistencia a los aminoglucdsidos de 51 aislados. La
principal complejidad en la deteccion de estos genes fue el gran niimero existente, seguido
por la complejidad de los patrones fenotipicos de resistencia. Desde el siglo XX, se considera
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una tarea desafiante la deteccion de estos genes de resistencia debido a la diversidad de
enzimas modificadoras de aminoglucdsidos y a la dificultad de predecir los patrones de
resistencia de cada una (Wright, 1999). Ademas, las enzimas descritas no corresponden al
total de enzimas posibles, esto se afirmé en un estudio de secuencias que, analizando cerca
de 1 millén de genomas, predijo mas de 34 mil genes Uinicos de enzimas modificadoras de
aminoglucoésidos, agrupados en 7612 grupos, de los que solo se han descrito 88 (Lund et al.,
2023). Tampoco se puede descartar que algunos aislados con bajos niveles de resistencia
presenten impermeabilidad (Livermore et al., 2001).

En contraste con los aminoglucosidos, se detectaron todos los genotipos de resistencia de las
cepas resistentes a tetraciclina. Durante los ensayos de deteccion, se observo que el vector
pGDP4 tet(A), utilizado como control positivo en las reacciones de PCR, no amplificé. Se
realizo un analisis de la secuencia depositada por el autor del vector (Cox et al., 2017) en el
sitio addgene (www.addgene.org) y no se encontraron los sitios de hibridacion de los
cebadores porque la secuencia del gen provenia de la especie Morganella morganni y los
codones habian sido optimizados para su expresion en E. coli. Aun asi, se enviaron a
secuenciar de forma aleatoria diferentes productos de PCR, comprobando la identidad de los
genes fet(A) detectados (Anexo 1.6 y 3.1).

En general, los genes de resistencia a tetraciclina mas prevalentes se encuentran asociados a
plasmidos y codifican para bombas de eflujo, como son los genes tet(4) y tet(B). En nuestro
estudio, se detectaron estos 2 genes entre los aislados resistentes a tetraciclina, en ocasiones
se encontraron juntos, y el mas frecuente fue el gen fet(4). En estudios anteriores en Panama,
se detecto la presencia de estos genes en ~45% de los aislados de E. coli provenientes de
muestras de agua superficiales, heces de animales y humanos (Ramirez-Bayard et al., 2023);
y, en Latinoamérica y el Caribe, también se describen como los 2 genes detectados con mayor
frecuencia (Vasquez-Jaramillo et al., 2023).

En los andlisis estadisticos realizados no se pudo determinar la asociacion entre los genes
tet(A) y tet(B) y las MICs de tetraciclina obtenidas. Sin embargo, esto puede deberse al rango
de concentraciones utilizadas (limite superior 128 pg/ml) y por el bajo nimero de aislados
portadores del gen tet(B) (8 aislados). Se ha descrito que las cepas portadoras del gen tet(A4)
tienen MIC entre 32 — 128 ng/ml; mientras que, las cepas portadoras de tet(B) tienen MICs
entre 128 —256 pg/ml (Chalmers et al., 2010). Los resultados obtenidos son consistentes con
estos valores, ya que, las cepas portadoras del gen tet(B) reportaron MICs >128 pg/ml,
aunque, las cepas portadoras de fet(4) presentaron un rango mas amplio de MICs entre 16
png/mly >128 pg/ml.

En este estudio se encontrd que todas las cepas resistentes a cloranfenicol eran resistentes a
otras clases de antibidticos y la mayoria eran multirresistentes. Este comportamiento ha sido
descrito anteriormente en cepas patogénicas de E. coli aisladas de plantas de tratamiento de
aguas residuales, donde se encontré que todas las cepas resistentes a cloranfenicol tenian
resistencia concomitante a otros antibidticos como tetraciclina y ampicilina (Park et al., 2024).
Cabe resaltar que, aunque algunas cepas no hayan sido categorizadas como resistentes, esta
investigacion solo se centra en las principales clases de antibidticos dirigidos al ribosoma y
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sus resistencias, pero se ha descrito que las resistencias a estas clases esta asociadas a las
resistencias a otras familias, entre las que se incluyen los B-lactdmicos y fluoroquinolonas
(Bodendoerfer et al., 2020). Por lo que, un nimero mayor de cepas de las enumeradas aqui
podrian ser multirresistentes.

La prevalencia de los genes de resistencia a los anfenicol en la literatura consultada es variada,
pero los genes mas prevalentes son los que se detectaron en este estudio: floR, cmlA y CatAl.
Por ejemplo, en Peru, el gen floR era el mas frecuente entre cepas de E. coli resistentes a
cloranfenicol, aisladas de heces de cerdos (Espinoza et al., 2023); en China, el gen floR fue
detectado en el 80% de las cepas de E. coli aisladas de muestras de agua (Liao et al., 2021);
en Pakistan, se detectaron los genes cmlA y floR, siendo el primero el mas prevalente en las
muestras de aguas residuales municipales (Inuwa et al., 2022); en Nigeria, los genes mas
prevalentes en aguas residuales farmacéuticas eran CatAl y cml4 (Obayiuwana & Ibekwe,
2020); y en Taiwan, un estudio longitudinal (2003-2007) reveld la duplicacion del nimero
de cepas de E. coli resistentes a florfenicol, portadoras del gen floR (Kuo et al., 2009). Este
ultimo estudio encontrd que las cepas portadoras del gen floR con frecuencia portaban el gen
cmlA, tal y como se presentd en el 42% (8/19) de los aislados resistentes a cloranfenicol de
este estudio.

Debido a la falta de informacion sobre el nivel de resistencia a cloranfenicol que confiere
cada gen de resistencia, no se pudieron comparar los resultados obtenidos. Esta brecha sigue
abierta para futuras investigaciones. Se requiere un nimero superior de aislados conteniendo
cada gen vy, de ser posible, obtener cepas que contengan solo un gen de resistencia a la vez.
Segun los resultados obtenidos, tanto la acetiltransferasa Cat4/ como los transportadores
floR y cmlA confieren el mismo rango de resistencias a cloranfenicol, comprendido entre 32
— 256 pg/ml.

Se encontr6 que el gen de resistencia a florfenicol floR usualmente es mas estudiado que el
gen cmlA. Se cree que las 2 razones principales son el aumento del consumo de florfenicol a
nivel mundial para la cria de animales y a que esta proteina confiere resistencia a los otros
dos anfenicoles (cloranfenicol y tianfenicol). En cambio, el gen de resistencia a cloranfenicol
cmlA no confiere resistencia a florfenicol y; el cloranfenicol es cada vez menos utilizado
debido a los efectos secundarios que produce en humanos y animales. A pesar de sus
diferencias, la diseminacion de los genes floR y cmlA estan asociadas a la conjugacion de
plasmidos (transferencia horizontal). El gen c¢mlA se ha identificado en plasmidos grandes
(100 kb) con capacidad de transferir la resistencia a cloranfenicol por conjugacion (Bischoff
et al., 2005).

En los andlisis de genotipos se observd que algunos genes se encontraban presentes juntos
con mayor frecuencia que otros. Uno de los casos fue los genes tet(B), aph(3”)-1b 'y aph(6)-
1d, presentados en cepas portadoras de cmlA; los 3 primeros genes han sido encontrados en
plasmidos moviles y conjugativos aislados de E. coli en Costa Rica (Mendoza-Guido et al.,
2024). También se han identificado plasmidos del grupo Incl1 (90-120 kb) portando juntos
los genes tet(4) y cmlA y plasmidos del grupo IncFIC (240 kb) que portan juntos los genes
detectados tet(4), cmlA, floR, aph(3”)-1a y aph(6)-1d (Poirel et al., 2018). Esto es indicativo
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de la posible presencia de plasmidos moviles o conjugativos con multiples resistencias entre
los aislados.

La deteccion de genes de resistencia a macrolidos no se realizo debido a que las referencias
consultadas difieren entre la resistencia intrinseca o no de E. coli a esta familia de antibioticos,
y en especial a la eritromicina. Se ha descrito que E. coli tiene impermeabilidad a la
eritromicina por lo que presenta resistencia natural a este antibiotico (Reygaert, 2018),
aunque, algunos articulos clasifican a cepas de E. coli como resistentes utilizando métodos
como difusion en disco (Kirby Bauer). Ciertamente, se ha demostrado que E. coli es un
reservorio para genes de resistencia a macrolidos, incluyendo la familia de metiltransferasas
erm, esterasas ere, fosfotransferasas mph, bombas de eflujo como mef(4) y msr(A) (Phuc
Nguyen et al., 2009).

Una de las teorias que podrian explicar la abundancia de aislados resistentes seria la
proximidad de los sitios de muestreo a las zonas costeras y la contaminacion fecal.
Investigaciones indican que las zonas costeras tienen mayor abundancia y dominancia de
resistencias a los aminoglucdsidos, en comparacion con otras familias como cloranfenicol y
tetraciclina (Zhang, Zhao, et al., 2023). Esto se debe a que las comunidades bacterianas de
las costas se encuentran bajo constante presion humana por la descarga de aguas residuales
y el arrastre de contaminantes por la escorrentia, que resulta en la exposicion a los
antibioticos y son detonantes de intercambios de genes de resistencia (Hagan, 2024). Estos
hallazgos coindicen con el aislamiento de las bacterias resistentes a los aminoglucosidos en
este estudio, pero no descarta la contribucion de la contaminacion fecal, ya que, esta se
correlaciona con la diseminacidon de bacterias resistentes en los rios, donde, las zonas de
mayor contaminacioén fecal son las que tienen influencia en la acumulacion de genes de
resistencia (Schachner-Groehs et al., 2024).

Las aguas residuales también son fuente de Enterobacteridceas resistentes a distintas familias
de antibidticos, siendo los B-lactdmicos, tetraciclinas y aminoglucdsidos los mas frecuentes
(Fouz et al., 2020). Estan asociadas a la transmision de resistencias al ambiente, ya que, las
plantas de tratamiento de aguas residuales tienen poco impacto en la reduccion de genes de
resistencia, por lo que, las aguas tratadas pueden diseminar las resistencias entre las
comunidades del ambiente. Aunque esto no se ha demostrado para todos los genes, algunos
genes de estudio como tet(4), el gen de resistencia a tetraciclina mas distribuido entre las
poblaciones de E. coli, no es reducido en las plantas de tratamiento de aguas residuales (Bojar
et al., 2021; Hubeny et al., 2019; Park et al., 2024).

4.3. Metiltransferasas del ARNr

Los genes codificantes para metiltransferasas del ARN ribosomal 16S (16S-RMTasas) siguen
siendo los factores mas importantes en las resistencias a los aminoglucésidos a nivel global,
debido al alto nivel de resistencia que confieren a la mayoria de los aminoglucoésidos,
incluyendo la plazomicina, un antibiético de ultimo recurso (Delgado-Blas et al., 2023).

A la fecha se han reportado 12 16S-RMTasas y algunas variantes de éstas: ArmA, RmtA,
RmtB (RmtB1, RmtB2, RmtB3, RmtB4), RmtC, RmtD (RmtD1, RmtD2, RmtD3), RmtE
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(RmtE1, RmtE2, RmtE3), RmtF (RmtF1, RmtF2), RmtG, RmtH, NpmA, NpmB (NpmB1,
NpmB2) y NpmC (Matamoros et al., 2024; W. Yang & Hu, 2022). Todas estas enzimas son
codificadas por genes frecuentemente localizados en plasmidos transferibles y/o elementos
genéticos moviles como integrones y transposones. Mds preocupante aun, los genes
codificantes de estas enzimas tienen un amplio rango de huéspedes, lo cual facilita la
dispersion de las resistencias y aumenta el riesgo de panresistencias (resistencia de un
microorganismo a todos los farmacos de todas las clases) (W. Yang & Hu, 2022).

El gen codificante para la 16S-RMTasa ArmA ha sido uno de los mas prevalentes en el mundo
y su prevalencia se encuentra en aumento. Los genes de las 16S-RMTasas RmtB y NpmA
son menos prevalentes que ArmA, pero se encuentran emergiendo entre cepas resistentes.
Todas estas 16S-RMTasas se han identificado en diferentes bacterias Gram-negativas de
importancia médica como Acinetobacter baummannii, Klebsiella pneumoniae y E. coli
(Sellera et al., 2023). Por estas razones y, ademas, porque estas proteinas habian sido
previamente purificadas, se habia verificado su actividad metilasa in vitro y se habia resuelto
la estructura cristalografica de las 3 proteinas ArmA, RmtB y NpmA (Schmitt et al., 2009;
Zelinskaya et al., 2011), estas proteinas fueron de interés en esta investigacion.

Otro factor importante en la resistencia a los antibidticos es la metiltranferasa del ARN
ribosomal 23S (23S-RMTasa) ErmC. Esta proteina, al igual que otras de la familia Erm,
confiere resistencia a distintas clases de antibidticos como macrélidos, lincosamidas y
estreptograminas B. Los genes erm que codifican estas proteinas se encuentran localizados
en elementos genéticos moviles como transposones y en plasmidos conjugativos (de alto y
bajo numero de copias). La transmision de este gen en microorganismos patogenos limita la
aplicacion de antibiodticos tradicionales como eritromicina y aumenta el riesgo de fallo
terapéutico debido a su aparicion en bacterias multirresistentes de prioridad critica
(Miklasinska-Majdanik, 2021). Al igual que las 16S-RMTasas, la proteina ErmC habia sido
previamente purificada, se habia comprobado su actividad enzimatica y resuelto su estructura
cristalografica (Bussiere et al., 1998; Schluckebier et al., 1999), por lo que, también fue
objeto de interés en esta investigacion.

A pesar de que no se detectaron genes codificantes para metiltransferasas del ARN ribosomal
16S (16S-RMTasas) entre los aislados del rio Juan Diaz y la PTAR, considerando la cantidad
de reportes de los distintos genes, su importancia clinica e informacion adicional sobre la
purificacion de las proteinas, ensayos de actividad enzimatica (ensayos de metilacion) y
resolucion de las estructuras cristalograficas, se seleccionaron las 16S-RMTasas ArmA,
RmtB y NpmA y la 23S-RMTasa ErmC como factores de resistencia de interés para la
identificacion de aptdmeros con capacidad de inhibir la actividad transferasa de estas
proteinas y devolverles la actividad antimicrobiana a los antibidticos de la familia de los
aminoglucdésidos.
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4.4. Aislamiento de aptameros con afinidad a los factores de resistencia y pruebas
funcionales para determinar su capacidad de union e inhibicion del fenotipo de
resistencia

Mientras que en la metodologia tradicional, utilizando proteinas inmovilizadas para la
seleccion de aptameros de ARN, la muestra es enriquecida mediante la amplificacion por RT-
PCR vy transcripcion in vitro de los aptdmeros durante cada ciclo (In et al., 2017; Sanchez-
Luque et al., 2014), la metodologia utilizada en este estudio no involucrd los pasos de
amplificacion y transcripcion in vitro, lo cual no habia sido descrito anteriormente en la
literatura consultada. Asi, mediante sucesivos pasos de: (i) incubacién de la proteina
recombinante inmovilizada con la libreria de aptdmeros, (ii) recuperacion de los aptameros
unidos, (iii) desnaturalizacion de la proteina e (iv) incubacidn con proteina fresca, se logré la
captura de aptdmeros de ARN con afinidad a las proteinas diana ArmA, RmtB y NpmA. A
diferencia de la metodologia tradicional, la modificacidon propuesta no requiere el uso de
enzimas de alta fidelidad para preservar las secuencias de los aptameros, ya que no se realizan
repetidas rondas de amplificacion y transcripcion (Kohlberger & Gadermaier, 2022).

Durante la optimizacidn, se observo que los aptdmeros con baja afinidad por las dianas se
podian eliminar a partir de la 3er ciclo de SELEX, siendo 5 ciclos suficientes para obtener
aptameros con afinidad por las proteinas dianas. En otras publicaciones, el nimero de ciclos
aumenta hasta 14 (Sanchez-Luque et al., 2014), aunque se estima que 7 — 8 ciclos representan
el fin de la seleccion (El-Husseini et al., 2022). Aunque estos ensayos estan orientados a la
seleccion de aptameros mediante ciclos de amplificacion y enfrentamiento con los blancos,
queda pendiente comprobar si el aumento de ciclos representa alguna mejora en la seleccion
de aptdmeros con la metodologia realizada.

La insercion de dianas de restriccion en las secuencias del aptdmero aumentd el nimero de
aptameros clonados mediante restriccion y ligacion, sin alterar la secuencia interna de los
aptameros. Esta modificacion fue muy util, ya que, comunmente se usan vectores con
extremos romos [e.g. pGEM-T (Sanchez-Luque et al., 2014), topoTA (Pileur et al., 2003)]
para clonar los aptameros seleccionados mediante ligacion y, considerando los resultados
obtenidos, este tipo de clonaje es muy ineficiente debido al tamafio tan pequenio de los
fragmentos (<100 bp); ademas, la ligacion de extremos cohesivos es 10 — 100 veces mas
eficiente que la ligacion de extremos romos.

El clonaje en el vector pPBSMrnaStrp y posterior secuenciacion permiti6 la identificacion de
las secuencias de aptameros. Este vector fue desarrollado especificamente para la expresion
de ARN utilizando un promotor fuerte y estable en E. coli (Ponchon & Dardel, 2007), por lo
que, no solo resulto ser util para la identificacion de los aptdmeros sino que fue ideal para la
expresion in vivo de los aptdmeros, demostrado con los ensayos de expresion en los
resultados (Figura 53). Esta innovacion resolvié uno de los principales inconvenientes en el
uso de los aptameros: la captacion de los aptdmeros dentro de las células; y es que, esta
demostrado que para la inhibicion in vivo, los aptameros deben alcanzar su blanco
intracelular en un tiempo determinado y asi evitar su degradacion (Wang et al., 2019).
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Las secuencias de las regiones aleatorias de los aptdmeros identificados para una misma diana
no mostraban homologia. Este fendémeno ha sido estudiado anteriormente y se ha descrito
que los aptameros pueden tener interaccion con diferentes ligandos de la misma diana y/o
que, a pesar de las diferencias entre las estructuras primarias, estos pueden compartir
similitudes en sus estructuras secundarias o tridimensionales e incluso pueden tener afinidad
similar (Dey & Sczepanski, 2020; Ilgu et al., 2019).

A pesar de que se presentd una solucion para la expresion in vivo de los aptadmeros, no fue
posible coexpresar los aptameros junto a los factores de resistencia utilizando el vector pGDP.
Si bien, fue posible obtener células dobles transformantes coexpresando los aptameros y
proteinas, estas células no eran estables. El fracaso de este ensayo se le atribuye a la
incompatibilidad de ambos vectores: ambos contenian el mismo origen de replicacion, por lo
que, se cree que ambos vectores competian por el mismo mecanismo de replicacion durante
la division celular (Sathiamoorthy & Shin, 2012). Este desacierto permitido la mejora
metodologica mediante la creacion del vector pARC, compatible con el vector pBSMrnaStrp,
puesto que ambos tienen distintos origenes de replicacion y, por tanto, pertenecen a diferentes
grupos de incompatibilidad, por lo que se pueden mantener conjuntamente en la progenie
bacteriana a lo largo del tiempo.

La creacion del vector pARC permiti6 la expresion de las proteinas y alcanzar un nivel de
resistencia similar al obtenido con el pGDP. Ademas, permiti6 la obtencion de células dobles
transformantes estables cotransformadas con el vector pPBSMrnaStrp. Al incluir un marcador
de seleccion diferente (CmR, que proporciona resistencia a cloranfenicol) al del
pBSMrnaStrp (AmpR, que proporciona resistencia a ampicilina), se redujo el tiempo y las
verificaciones necesarias para confirmar la presencia de ambos vectores en la misma célula.
Ademas, ofrecio la posibilidad de cambiar los promotores mediante clonaje por restriccion.

Aunque no se detectaron aptdmeros con capacidad de inhibir ArmA, esto no indica el fracaso
del método. En investigaciones publicadas se ha advertido que solo un bajo nimero de
aptameros son capaces de inhibir las proteinas dianas, en comparacion con el numero de
aptameros seleccionados. Por ejemplo, un estudio identificé 2 aptdmeros con actividad
inhibitoria contra la ARNasa Humana H1 de un total de 37 aptameros seleccionados (Pileur
et al., 2003). En este estudio solo se evaluaron 24 aptdmeros seleccionados y alin se cuenta
con otras librerias de aptameros que podrian ser probadas, ademds de los aptaimeros con
afinidad por las otras 2 proteinas, RmtB y NpmA. Ademads, considerando que la expresion de
ARN in vivo es muy controlada en la célula, se tienen en mente otras estrategias para evitar
la posible degradacion de los aptameros por accion de las ARNasas. Una de estas estrategias
involucra la modificacion de los aptameros para que evadan las ARNasas mediante el
scaffold también provisto por el vector pPBSMrnaStrp, para lo que solo se requeriria el clonaje
de los aptameros un sitio diferente del vector. Esta idea se basa en que, anteriormente se ha
demostrado que los aptdmeros modificados en los extremos 5’y 3’ con tallos-bucle estables
exhiben actividad inhibitoria en comparacion con su version no modificada (Sanchez-Luque
etal., 2014).
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4.5. Interaccion ARN-proteina

El uso de cromatografia de afinidad por metales inmovilizados es uno de los métodos mas
utilizados para la purificacion de proteinas recombinantes. Sin embargo, ante condiciones de
estrés, se presentan proteinas nativas de E. coli que exhiben gran afinidad por cationes
divalentes como niquel, cobalto o cobre. Esto se debe a la naturaleza de estas proteinas, ya
que, algunas contienen grupos de residuos de histidinas que interaccionan con los metales.
Ademas, se ha demostrado que algunas de estas proteinas tienen interacciones con diferentes
tipos de ARN, entre ellas: el Factor de integracion del huésped (Hfq), proteinas regulatorias
ribosomales (S15) y la formiltransferasa (YfbG) interaccionan con ARN (Bolanos-Garcia &
Davies, 2006).

Los resultados de la interaccion in vivo de las proteinas ArmA y RmtB con los aptameros de
ARN expresados no fue concluyente. Al intentar purificar los complejos ARN-proteina a
partir del extracto celular utilizando resinas magnéticas, también se co-purifico una proteina
contaminante que interactuaba con acidos nucleicos, segin lo observado en las tinciones con
GelGreen y azul de Coomassie. Estas proteinas contaminantes no se pudieron observar en
las electroforesis nativas al utilizar las proteinas que habian sido purificadas secuencialmente
por cromatografia de afinidad y exclusion molecular, lo que demuestra que el método
utilizado para la purificacion de los complejos debe incluir pasos adicionales, aunque, se opta
por la realizacidon de ensayos de retardo en gel para demostrar la interaccion RNA-proteina
y determinar la afinidad de los aptdmeros por la proteina. La identidad del contaminante se
desconoce, pero al haberse observado en los ensayos de ambas proteinas, se deduce que
puede ser una proteina nativa de E. coli como las anteriormente mencionadas.
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Capitulo S. Conclusion

Se determind la prevalencia de factores de resistencia a los antibioticos dirigidos al ribosoma
en aislados de E. coli. Tanto en el rio Juan Diaz como en las aguas residuales influentes a la
Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de la Ciudad, se encontr6é que los factores de
resistencia mas prevalentes eran bombas de eflujo que conferian resistencia a las tetraciclinas
y cloranfenicol, detectandose con mayor frecuencia los genes fet(4) y floR, respectivamente.
Ademas, se detectdé la presencia de genes que codifican para fosfotransferasas y
adeniltranserasas de aminoglucésidos, siendo strd-strB y ant(3”)-lIa los més prevalentes,
respectivamente.

Se definieron las condiciones de clonaje, sobreexpresion de 4 factores de resistencia
ribosomal entre los que se encuentran las metiltransferasas del ARN ribosomal 16S ArmA,
RmtB y NpmA; y, la metiltransferasa del ARN ribosomal 23S ErmC. Se utiliz6 el sistema
pET28 como vector de clonaje, para la sobreexpresion de los factores de resistencia
recombinantes en células de E. coli. Ademas, fue posible la purificacion de las proteinas
ArmA, RmtB y NpmA con gran pureza y concentracion, mediante técnicas de cromatografia
de afinidad y de exclusion molecular.

Se analizaron aptdmeros de ARN con capacidad de union a las proteinas dianas ArmA, NpmA
y RmtB. Estos fueron obtenidos a partir de la modificacion de la tecnologia SELEX,
utilizando proteinas inmovilizadas para la seleccion de aptdmeros y mediante la deteccion
por RT-PCR de los aptdmeros con afinidad por las proteinas dianas. Ademas, se identificaron
los aptdmeros mediante el clonaje de los aptdmeros en vectores plasmidicos y posterior
secuenciacion.

Finalmente, se establecieron condiciones para la determinaciéon de la afinidad de los
aptameros a las proteinas dianas y se evaluaron métodos para la seleccion de aptameros con
actividad inhibitoria. Sin embargo, queda pendiente la identificacion de aptdmeros con
actividad inhibitoria.
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Capitulo 6. Recomendaciones

Atendiendo a algunos resultados obtenidos se recomienda:

1.

Establecer programas de monitoreo en ambos puntos de muestreo con el fin de
registrar la ocurrencia de los genes de resistencia, estudiar patrones estacionales y
garantizar una vigilancia epidemiolégicas.

Utilizar otros métodos moleculares para la deteccion y/o identificacion de los genes
de resistencia a los antibidticos como secuenciacion de genomas o secuenciacion
masiva, haciendo énfasis en los grupos de antibioticos como los aminoglucosidos.

Continuar los estudios de los factores de resistencia e identificar aptdmeros con
actividad inhibitoria.

Continuar los ensayos de SELEX con la metodologia propuesta para la optimizacion
del niimero ciclos de seleccion, tamafio de las librerias de aptameros y otras variables
que surjan.

Continuar con las investigaciones en el campo de la interaccion de los aptdmeros y
proteinas dianas.
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Anexos

Anexo 1. Fotos y figuras

Visita a la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales

Anexo 1.1. Visita a la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales

S

Anexo 1.2. Colecta de agua en Rio Juan Diaz
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Anexo 1.3. Fermentacion del caldo lauril triptosa. Se observa el gas atrapado en las campanas
Durham.

Anexo 1.4. Fermentacion del caldo bilis verde brillante. Se observa el gas atrapado en las
campanas Durham.
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ant(4“}-lla aac(3)-Va aac(3)-la aac(3)-lia ant(2“}-la aac(6’)-1b
{423 bp) (314 bp) (464 bp) (563 bp) (572 bp) (482 bp)

Anexo 1.5. Verificacion de la amplificacion de controles positivos para genes de los
aminoglucosidos.

Gene/Insert name: tet(A)
Alt name: tetA
Species: Morganella morganii

Mutation: Sequence was codon optimized for E. coli K12
using the IDT codom optimizing tool

Anexo 1.6. Informacion de addgene sobre el vector pGDP4 tet(A)
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Anexo 2. Tablas

Anexo 2.1. Genes de referencia utilizados para el disefio de genes sintéticos.

Gen Proteina NCBI PDB
npmA  16S rRNA (adenine(1408)-N(1))-methyltransferase NpmA ~ WP 032492089 3MTE
armA  16S rRNA (guanine(1405)-N(7))-methyltransferase ArmA UZS93138 3FZG
rmtB 16S rRNA (guanine(1405)-N(7))-methyltransferase RmtB HBV7122394 3FRI
ermC 23S rRNA (adenine(2058)-N(6))-methyltransferase ErmC’ HAZ8343465 2ERC

Anexo 2.2. Fenotipos y genotipos de resistencia de los aislados resistentes a los

aminoglucosidos.
No Aislad Fenotipo Genotipo
0
1 A3 KAN, STR, NEO ant(3")-1a, aph(3')-1a, aph(3")-1b, aph(6)-
1d
2 A4 GEN
3 AS GEN
4 A6 GEN
5 A7 STR aph(3")-1b, aph(6)-1d
6 A8 NEO, GEN
7 A9 KAN, NEO, GEN, TOB
8 Al0 NEO, GEN, AMI, TOB
9 BI KAN, STR, NEO, TOB aac(3)-1la, ant(3")-1a, aph(3')-la
10 B2 STR, GEN aph(3")-1b, aph(6)-1d
11 B3 GEN
12 B4 NEO, GEN
13 BS5 GEN
14 B6 GEN, AMI
15 B7 STR, AMI, TOB aph(3")-1b, aph(6)-1d
16 B9 GEN, AMI
17 BI10 GEN aac(3)-1la
18 ClI STR, NEO, GEN ant(3")-1a, aph(3')-1a, aph(3")-1b, aph(6)-
1d
19 C2 GEN, AMI
20 C3 GEN
21 C6 STR, NEO, AMI ant(3")-1a, aph(3")-1b, aph(6)-1d
22 C7 STR
23 C8 GEN, AMI
24 C9 KAN, NEO, GEN, AMI
25 C10 KAN, STR, NEO ant(3")-1a, aph(6)-1d
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26
27
28
29
30
31
32

33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

Dl
D2
D5
D7
D8
D9
El

E2
E3
E4
E5
E6
E7
E8
E9
E10
F1
F2
F3
F5
F6
F7
F8
F10
Gl
G2
G4
G5
G7
G8
G9
G10
HI
H3
H4
Hé6
H7
HS8
H9
HI10

12
I3
14

NEO, GEN, AMI

GEN

NEO, GEN, AMI

KAN, STR, NEO, GEN

STR, NEO

GEN, AMI

KAN, STR, NEO, GEN, AM],
TOB

GEN

NEO, AMI

STR, NEO

STR, NEO

GEN, TOB

KAN, NEO, GEN, AMI
GEN

NEO, GEN

GEN

NEO

NEO, GEN, AMI

STR, NEO, GEN
KAN, STR, NEO, GEN, TOB
KAN, STR, NEO, GEN
NEO, GEN

NEO, GEN, AMI
NEO, GEN, AMI

STR, NEO, GEN

NEO, GEN, AMI
NEO, GEN

STR, NEO, GEN

STR, GEN

KAN, STR, GEN
NEO, GEN

GEN, AMI

GEN, AMI

NEO, AMI

NEO

GEN

AMI

GEN

KAN, STR, NEO, GEN, AMI
GEN

NEO

GEN

GEN, AMI, TOB

NEO
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ant(3")-1a, aph(3')-la
ant(3")-1a

aph(3')-1a, aph(3")-1b, aph(6)-1d
ant(3")-1a

aph(3")-1b, aph(6)-1d
ant(3")-1a

aph(3")-1b, aph(6)-1d
aph(3")-1b, aph(6)-1d
ant(3")-1a, aph(3')-la

aph(3")-1b, aph(6)-1d

ant(3")-1a
ant(3")-1a
ant(3")-1a, aph(3")-1b, aph(6)-1d

ant(3")-1a

aph(3")-1b, aph(6)-1d

ant(3")-1a, aph(6)-1d



70 I8 KAN, GEN

71 19 GEN aph(3")-1b, aph(6)-1d
72 110 GEN

73 J1 NEO

74 J2 STR, GEN aph(3")-1b, aph(6)-1d
75 J3 STR aph(3")-1b, aph(6)-1d
76 J4 STR, TOB aph(3")-1b, aph(6)-1d
77 J5 GEN, AMI

78 J6 STR, GEN

79 17 GEN

80 J8 NEO

Anexo 2.3. Resultados de los andlisis de frecuencias de genes conjuntos.

tetA tetB floR cmlA CatAl aac(3)-lla ant(3)-la _aph(3’)-la _aph(3’’)-Ib aph(6)-1d

tetA 0 12.5 40.6 25 3.1 3.1 34.4 18.8 40.6 46.9
tetB 444 0 222 222 333 11.1 222 333 77.8 77.8
floR 929 143 0 571 7.1 7.1 64.3 35.7 35.7 50
cmlA 88.9 222 889 0 11.1 11.1 88.9 55.6 333 44.4
CatAl 333 100 33.3 333 0 0 333 333 100 100
aac(3)-Ila 50 50 50 50 0 0 50 50 0 0

ant(3’)-la 733 133 60 533 6.7 6.7 0 333 26.7 40
aph(3’)-la 100 50 833 833 16.7 16.7 83.3 0 50 50
aph(3”)-Ib 76.5 412 294 17.6 17.6 0 23.5 17.6 0 100
aph(6)-1d 789 36.8 36.8 21.1 15.8 0 31.6 15.8 89.5 0
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Anexo 3. Mapas de vectores, constructos y secuencias

Graphic Summary Alignments

Sequences producing significant alignments Download Select columns ~  Show (2]
select all 2 sequences selected Graphics Distance tree of results  Multiple alignment MSA Viewer
q phics
o i Max Total Query E Per. | Acc.
DESCIlp(IOn Scxenhff hame Score Score Cover value Ident Len  Accession
v v - v - v
D7 119 119 100% 1e-42 90.91% 66 Query 111319
A3 118 118 93% 2e-42 96.77% 62 Query_111318

Sequence ID: Query_111318 Length: 62 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 62 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
118 bits(296) 2e-42 Compositional matrix adjust. 60/62(97%) 61/62(98%) 0/62(0%)

Query 1 LAFATRGWMAFPIMVLLASGGIGMPALQAILSRQVDEERQGQLQGSLAALTSLTSIVGPL 60
LAFATRGWMAFPIMVLLASGGIGMPALQA+LSRQVDEERQGQLQGSLAALTSLT IVGPL
Sbjct 1 LAFATRGWMAFPIMVLLASGGIGMPALQAMLSRQVDEERQGQLQGSLAALTSLTDIVGPL 60

Query 61 LF 62
UE
Sbjct 61 LF 62

D7
Sequence ID: Query_111319 Length: 66 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 66 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
119 bits(298) 1e-42 Compositional matrix adjust. 60/66(91%) 63/66(95%) 0/66(0%)

Query 1 LAFATRGWMAFPIMVLLASGGIGMPALQAILSRQVDEERQGQLQGSLAALTSLTSIVGPL 60
LAFATRGWMAFPIMVLLASGGIGMPALQA+LSRQVDEERQGQLQGSLAALTS + + GPL
Sbjct 1 LAFATRGWMAFPIMVLLASGGIGMPALQAMLSRQVDEERQGQLQGSLAALTSQSMMAGPL 60

Query 61 LFTAIY 66
LFTAILY
Sbjct 61 LFTAIY 66

Anexo 3.1. Alineacion de las secuencias de tet(4), obtenidas por secuenciacion SANGER y
verificadas en bases de datos. Resultados para las cepa A3 y D7.
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CE<H<N<N<N<N<]

Description Scientific Name Magpioul fovery E BerAce: .
'p - Score Score Cover value Ident Len  Accession
v

- v v v v

Pseudomonas aeruginosa R1033 cmlA1 gene for chloramphenicol efflux MFS transporter CmlA1, complete CDS Pseudomonas a... 292 292 27%  7e-82 100.00% 1460 NG_047646.1

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium 1H184/03 cmIA1 gene for chloramphenicol efflux MFS...Salmonella enter... 292 292 27%  7e-82 100.00% 1460 NG_047648.1

Klebsiella pneumoniae ILT-3 cmlA1 gene for chloramphenicol efflux MFS transporter CmlA1, complete CDS Klebsiella pneu... 292 292 27% 7e-82 100.00% 1460 NG_047647.1

Klebsiella pneumoniae pCC416 cmlA5 gene for chloramphenicol efflux MFS transporter CmIAS, complete CDS ~ Klebsiella pneu... 292 292 27% 7e-82 100.00% 1460 NG_051436.1

Pseudomonas aeruginosa K17 cmlA gene for CmlA family chloramphenicol efflux MES transporter, complete CDS Pseudomonas a... 292 292 27%  7e-82 100.00% 1460 NG_052155.1

Cc as jiangduensis S-X2B cmlA gene for CmiA family chloramphenicol efflux MFS transporter, complete ... Comamonas jian... 292 292 27%  7e-82 100.00% 1460 NG_052326.1

Pseudomonas aeruginosa RPL11 cmlA gene for chloramphenicol efflux MFS transporter CmlIA6, complete CDS ~ Pseudomonasa... 292 292 27%  7e-82 100.00% 1460 NG_047655.1

Anexo 3.2. Verificacion en base de datos de la secuencia de cmlA4 obtenida por secuenciacion
SANGER. Resultado para la cepa A3.

Template

X FWD oET28amtB  [ACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATIGAACATCAACGATGCCCTCACCTCCATCCTGGCCTCAAAAAAATACCGCG
©

> [ eXxHis Teg > Thrombin site

X FWD 1_pET28a-
rmiB_F_T7promoter &4

e e e

[ACCATGGGCAGCAGCCATCCTCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATIGAACATCAACGATGCCCTCACCTCCATCCTGGCCTCAAAAAAATACCGCG

X FWD 1pET28a-
rmiB_F_T7promoter &4

e e

TACCATGGGCAGCAGCCATCCTCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATIGAACATCAACGATGCCCTCACCTCCATCCTGGCCTCAAAAAAATACCGCG

Anexo 3.3. Alineacion de secuencias del vector de expresion pET28a-RmtB obtenidas por
secuenciacion SANGER contra el constructo disefiado.

Template
x""""D peoPermA  CAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATIATGGATAAGAATGATGTTGTTAAGAAGATACTTGAATCAAAAAAGTACGAAAACCTTGATTCAG
© .

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 :

Imn_s_n_sl

s [ Thrombin site > oy

- Lengin 437 * ==L CATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATIATGGATAAGAATGATGTTGTTAAGAAGATACTTGAATCAAAAAAGTACGAAAACCTTGATTCAG
Mi hes: 5
ot ity
98.86%

- Length: 810 x Fr6CCGCGCGGCAGCCATIATGGATAAGAATGATGATGNT ZAGAAGATACTTGAATCAANNNAGTACGATAACCTTGATTCAG

Mismatches: 11
Pairwise Identity:
9864%

Anexo 3.4. Alineacion de secuencias del vector pGDP3-ArmA obtenidas por secuenciacion
SANGER contra el constructo disefiado.

Template
X il seorsemc - AGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAACGAGARAAATATAAAACACAGTCARRACT TTATTACTTCAAAACATARTATAGAT
10 12 14 16 18 20

2 4 6 8
WNMH s o NJEBERT s JKINHD N JENEN

BxHis [ Thrombin site > L ernC

7. ermCc-F_(DNA)

.

.

Length: 1076 “ AGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAACGAGAAAAATATAAAACACAGTCAAAACTTTATTACTTCAAAACATAATATAGAT
Mismetches: 73
Paiise ey
93.28%

Length 943 T * AGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAACGAGAAAAATATAAAACACAGTCAAAACTTTATTACTTCAAAACATAATATAGAT
Mismatches: 22
Painvise Identity
9768%

Anexo 3.5. Alineacion de secuencias del vector pPGDP3-ErmC obtenidas por secuenciacion

SANGER contra el constructo disefiado.
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_T7 terminator

T7 terminator

FREBF (EMAY, rmtE-R (DAAY, Pl il hat
; 77 terminator

Anexo 3.6. Constructos clonados en vector pET28a: (A) pET28a-armA, (B) pET28a-ermC
y (C) pET28a-rmtB.
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kDa M B2 B3 B4 B5 B6

250 —
150 —

100 —
75—

50—

37— -
= wPwew
20— -

Anexo 3.7. Verificacidon de fracciones obtenidas en la purificacion por exclusion molecular
de ArmA analizadas mediante SDS-PAGE

kDa M B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7

250 —
150 —
100 —
75—

W=

‘ . —RmtB
- - -
—

20 —

- -
—

Anexo 3.8. Verificacion de fracciones obtenidas en la purificacion por exclusion molecular
de RmtB analizadas mediante SDS-PAGE.
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pGDP3-ArmA pGDP4-ArmA

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1000 bp

—514bp

500 bp

200bp —

100bp —

Anexo 3.9. Verificacion de clonaje de pGDP3-ArmA y pGDP4-ArmA.

. Template

x,’”'f peoP3ermA  CAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATIATGGATAAGAATGATGTTGTTAAGAAGATACTTGAATCAAAAAAGTACGAAAACCTTGATTCAG

© .
10 12 14 16 18 20

€0 N JED0 s |

EETNISNED S

6xHis Thrombin site arma
~ Length: 437 * ==CCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATIATGGATAAGAATGATGTTGTTAAGAAGATACT TGAATCAAAAAAGTACGAAAACCTTGATTCAG
Mismatches: 5
Paine e
98.86%
~ Length 810 & ".-'GCCGCGCGGCAGCCATATGGATAAGAATGATGATGNT-AGAAGATACTTGAATCAANNNAGTACGATAACCTTGATTCAG

Mismatches: 11
Pairwise Identiy:
98.64%

Anexo 3.10. Alineacion de secuencias del vector pGDP3-ArmA obtenidas por secuenciacion
SANGER contra el constructo disefiado.

pGDP3-ErmC pGDP4-ErmC

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1000 bp — .
— 760 bp

500 bp

200 bp

100bp —

Anexo 3.11. Verificacion de clonaje de pGDP3-ErmC y pGDP4-ErmC.
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i . Template

z peDPemC  IAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAACGAGAAAAATATAAAACACAGTCAAAACTTTATTACTTCAAAACATAATATAGAT

e 2 4 6 8 1 12 14 16 18 20
M NE KNI KHSOQNEII T SKHNID
1756-2490
6xHis C Thrombin site ermC
| | ermC-F_(DNA)
v Length:1076 “ AGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAACGAGAAAAATATAAAACACAGTCAAAACTTTATTACTTCAAAACATAATATAGAT
e

atch

- Lengt 943 "~ * AGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAACGAGAAAAATATAAAACACAGTCAAAACT TTATTACTTCAAAACATAATATAGAT
Mismatches: 22
Identity.

Anexo 3.12. Alineacion de secuencias del vector pPGDP3-ErmC obtenidas por secuenciacion
SANGER contra el constructo disefiado.

. Template

X peopéemC  SGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAACGAGAAAAATATAAAACACAGTCAAAACTTTATTACTTCAAAACATAATATAGATAAAATAATGACAAATATAAGATTAAATGAACA™

4
o Thrombin site ernc

ermC-F (DNA)
~ Length:988 *35GCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAACGAGAAAAATATAAAACACAGTCAAAACTTTATTACTTCAAAACATAATATAGATAAAATAATGACAAATATAAGATTAAATGAACA™

|EATAATGACAAATATAAGATTAAATGAACA'

Anexo 3.13. Alineacion de secuencias del vector pPGDP4-ErmC obtenidas por secuenciacion
SANGER contra el constructo disefiado.

pGDP3-RmtB pGDP4-RmtB
M 1 2 3 4 5 6
1000 bp —
500bp —
—257bp
200bp —
100bp —

Anexo 3.14. Verificacion de clonaje de pGDP3-RmtB y pGDP4-RmtB.

. Template
Z FWO peoP3:mB  |CAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAACATCAACGATGCCCTCACCTCCATCCTGGCCTCAAAAAAATACCGCGCCCTTTGCCCGE
% 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
M N SSPN IDECATRNR T S SEENEENAT S AKSICEISENRE ACIE C P
rmtB
6xHis Thrombin site > rmt8
~ Length: 1071 * CAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAACATCAACGATGCCCTCACCTCCATCCTGGCCTCAAAAAAATACCGCGCCCTTTGCCCGE

Mismatches: 30
Pairwise Identity:
972%

Lengii077  * CAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAACATCAACGATGCCCTCACCTCCATCCTGGCCTCAAAAAAATACCGCGCCCTTTGCCCGE
Mismatches: 23

Pairwise Identity:

9786%

«

Anexo 3.15. Alineacion de secuencias del vector pPGDP3-RmtB obtenidas por secuenciacion
SANGER contra el constructo disefiado.
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Template

> § PGDPA-rmtB8
©

CAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAACATCAACGATGCCCTCACCTCCATCCTGGCCTCAAAAAAATACCGCGCCCTTTGCCCGE

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
M NAPN DFASET S ANEFAD S IKIKERENRNAJES C P
rmtB

6xHis Thrombin site rmts

Pairvise Identity
9912%

v X 12_pGDP4-
miB_F_pGDP4F &
Length: 1014
Mismatches: 18

Pairvise Identity: 98.23%

* CAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAACATCAACGATGCCCTCACCTCCATCCTGGCCTCAAAAAAATACCGCGCCCTTTGCCCGE

b e

CAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAACATCAACGATGCCCTCACCTCCATCCTGGCCTCAAAAAAATACCGCGCCCTTTGCCCGC

Anexo 3.16. Alineacion de secuencias del vector pPGDP4-RmtB obtenidas por secuenciacion
SANGER contra el constructo disefiado.

1000 bp

500 bp

200bp —

100 bp —

pGDP3-NpmA pGDP4-NpmA

M 1 2 3 4 5 6

- ¥ - e ww ww B

Anexo 3.17. Verificacion de clonaje de pGDP3-NpmA y pGDP4-NpmA.

» Template
X FWD peopenpma (GCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGTTAATACTCAAAGGAACAAAGACGE
@ 6xHis Thrombin site
npmA-F (DNA)
v ¥ FWD M_pGDP4-

npmA_F_pGDP4-F &

Length: 568
Mismatches: 309

* GCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGTTAATACTCAAAGGAACAAAGACGC

Anexo 3.18. Alineacion de secuencia del vector pGDP4-NpmA obtenida por secuenciacion
SANGER contra el constructo disefiado.
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Anexo 3.19. Constructos clonados en la serie pGDP: (A) pGDP3-armA, (B) pGDP4-armA,
(C) pGDP3-ermC, (D) pGDP4-ermC, (E) pGDP3-npmA, (F) pGDP4-npmA, (G) pGDP3-
rmtB y (H) pGDP4-rmtB.
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Anexo 4. Composiciones y formulaciones

Azul de Coomassie (250 mL)
e 0.25 g de Coomassie Brilliant Blue R250

e 100 mL de metanol
e 25 mL de acido acético glacial
e 125 mL de agua destilada

Solucion de decoloracion

e 100 mL de metanol
e 25 mL de acido acético
e 125 mL de agua destilada

Gel de poliacrilamida al 10% (suficiente para preparar 2 geles):

e 4.0 mL de solucion acrilamida:bisacrilamida (30%)

1.2 mL de glicerol (50%)

2.4 mL de Tris—HCI1 1.5 M (pH 8.8)

4.4 mL de agua

12 uL de TEMED
e 120 pL de persulfato de amonio (10%)

Tampoén de corrida Tris-glicina pH 8.3 - 5X (Tris 135 mM, glicina 960 mM, EDTA 5 mM):
e 16.3 gde Tris base

e 72 gde glicina
e 1.8 gde EDTA sal disodica

e Transferir a contenedor de 1 L, agregar ~600 mL de agua y mezclar con agitador
magnético. Ajustar el volumen de agua a 1 L. No se requiere ajuste de pH. Se puede
almacenar a temperatura ambiente.
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