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Amp
ANOVA
Ara
BLEE
CIM
Cr
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Glu
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LPS
MOI
ODsoo
ON
PBP
PBS
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PFGE
qPCR
RPM
RT
SNT
TA
TBE
Tm
TSA
UFC
WT

Absorbancia a 260 nm

Ampicilina

Andlisis de varianza de un factor
L-arabinosa

B-lactamasa de espectro extendido
Concentracion inhibitoria minima
Ciclo umbral (threshold cycle)
Medio minimo esencial de Eagle
D-glucosa

Medio Luria-Bertani
Lipopolisacarido

Multiplicidad de infeccion

Densidad 6ptica a 600 nm

Cultivo overnight (de un dia para el otro)
Proteina de union a penicilina (penicillin-binding protein)
Soluciéon tampon fosfato salino
Reaccién en cadena de la polimerasa
Electroforesis en campo pulsado
PCR cuantitativa

Revoluciones por minuto
Retrotranscripcion

Salmonella no tifoidea

Temperatura ambiente

Soluciéon tampon Tris-Borato-EDTA
Temperatura de fusion

Tripticasa Soya Agar

Unidades formadoras de colonias

Cepa salvaje (wild type)



Resumen

3. RESUMEN

El género Salmonella, esta integrado por serovariedades patégenas
responsables de una variedad de cuadros clinicos en humanos y animales. La gran
diseminacion de Salmonella en el ambiente, su prevalencia en aumento en la cadena
alimenticia, su virulencia y capacidad de adaptarse resultan en un gran impacto desde
el punto de vista médico, la salud publica y la economia.

Uno de los principales obstaculos para el tratamiento antibidtico de las
salmonelosis es la creciente resistencia a los antibidticos, especialmente a los -
lactamicos por produccién de B-lactamasas.

La resistencia a los antibiéticos implica una ganancia de funcién que puede
implicar un costo biologico, 6 disminucion del fitness, para la bacteria resistente. El
término fitness describe la capacidad global de un organismo de sobrevivir y
reproducirse en un entorno dado.

La hipotesis del presente trabajo plantea que la expresion de determinadas -
lactamasas en S. Typhimurium determina una reducciéon en el fithess de dicho
microorganismo.

El objetivo de este trabajo consistié en evaluar el comportamiento in vitro de S.
Typhimurium expresando B-lactamasas de clase B, C y D, en relacién a cepas
parentales y ver si se acompanaban de un costo biolégico. Para ello se clonaron los
genes blayu.2 ¥ blaoxaess €n la cepa virulenta S. Typhimurium SL1344, tanto en un
vector de expresion como en un plasmido natural. Por otro lado se trabajé ademas con
dos aislamientos clinicos de dicho microorganismo que portaban la B-lactamasa de
clase C CMY-2.

La expresion de VIM-2, pero no de OXA-66, trajo aparejada alteraciones en la
morfologia micro y macroscoépica, reducciones en la tasa de replicacion y la movilidad,
y también una menor capacidad de invadir células epiteliales. Estos resultados
muestran que la expresion de VIM-2 en S. Typhimurium afecta notoriamente el fitness
de dicho microorganismo, lo que explicaria el bajisimo niumero de reportes a nivel
mundial de Salmonella spp. productoras de metalo B-lactamasas.

Otros grupos de trabajo han reportado previamente el costo bioldgico asociado
a la expresion de p-lactamasas de tipo AmpC en Salmonella. En este sentido, nuestros
aislamientos productores de CMY-2 mostraron fitness disimiles; mientras que uno
presentd menor movilidad y capacidad invasiva, el otro aislamiento tuvo un
comportamiento similar al de cepas control y wild type. Estas discordancias podrian
deberse a la presencia de mutaciones compensatorias que atenuen el costo impuesto

por expresar esa -lactamasa.



Introduccién

4. INTRODUCCION
4.1 Salmonella spp.

El género Salmonella, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, esta
integrado por serovares patdgenos capaces de dar lugar a una variedad de cuadros
clinicos en humanos y animales. La gran diseminacion de Salmonella en el ambiente,
su prevalencia en aumento en la cadena alimenticia, su virulencia y capacidad de
adaptarse resultan en un gran impacto desde el punto de vista medico, la salud publica
y la economia. Se trata de bacilos Gram negativos, no esporulados y anaerobios
facultativos. Todos los organismos (a excepcion de Salmonella enterica serovar
Gallinarum-Pullorum) son moviles gracias a flagelos peritricos. Por definicion
fermentan glucosa pero no lactosa (Pegues et al., 2005). En base a estudios de
similitud genémica este género se divide en dos especies, S. enterica que contiene
seis subespecies (enterica (I), salamae (ll), arizonae (llla), diarizonae (llIb), houtenae
(IV), e indica (VI)) y S. bongori (Fierer et al., 2001). S. enterica subespecie | alberga a
casi todos los serotipos patégenos para el hombre, a excepcién de enfermedades
humanas muy raras producidas por las subespecies llla y llIb. Por otra parte, S.
bongori y S. enterica subespecies Il, llla, llib, IV, y VI se asocian principalmente a
vertebrados poiquilotermos (Baumler et al., 1998).

Los miembros de las seis subespecies de Salmonella enterica se dividen en
mas de 2500 serotipos (serovariedades) en base a los antigenos somatico (O),
capsular (Vi) y flagelar (H). La nomenclatura de los diferentes serotipos de Salmonella
enterica subespecie enterica es bastante engorrosa, para simplificar se hara referencia

a los mismos en adelante como Salmonella seguido de la serovariedad.

Algunos serotipos como S. Typhi, S. Paratyphi A y S. Sendai estan muy
adaptados a los seres humanos y no tienen otros hospederos conocidos; a su vez
otros como S. Typhimurium y S. Enteritidis presentan un amplio rango de hospederos
pudiendo infectar una gran variedad de animales y al hombre. Otros serotipos (como
Dublin 'y Arizonae) estan muy adaptados a hospederos animales y muy
ocasionalmente infectan a seres humanos. Las especies del género Salmonella
representan un complicado pool génico con subgrupos bien marcados que han
adquirido grados diferentes de especializacion mediante la adquisicion (o pérdida) de

conjuntos especificos de genes (Anjum et al., 2005) (Fig. 1).

-10 -
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Salmonella enterica
subspecies |

Phase 111
expansion in host
range to include
warm-blooded
vertebrates

hase 11
acquisition of genes
necessary for
colonization of deeper
tissues

Salmonella enterica
subspecies II, IlIa, IIIb,
IV, VL, VII

acquisition of genes
required for the intestinal
phase of infection

Salmonella bongori

Escherichia coli

Figura 1. Modelo evolutivo de la adquisicion de atributos de virulencia del género
Salmonella. El arbol filogenético no esta disefiado a escala. Imagen tomada de
Baumler et al., 1998.

Podemos dividir a los distintos serotipos de S. enterica en dos grandes grupos
en base al tipo de cuadro que producen: el grupo responsable por la fiebre tifoidea vy el
grupo Salmonella no tifoidea (SNT). La fiebre tifoidea en el humano es una infeccion
sistémica aguda del sistema reticuloendotelial y esta vinculada clasicamente a S.
Typhi; otros serotipos como Paratyphi A, Paratyphi B, Paratyphi C, Sendai y
Cholerasuis, pueden dar lugar a un cuadro clinico similar (Thielman et al., 2009; Tran
et al.,, 2010). Algunos de estos serotipos (Typhi, Paratyphi A y C, y Sendai) se
encuentran restringidos al hospedador humano, donde causan cuadros sistémicos y
rara vez se asocian con gastroenteritis (Tracz et al., 2006; Liu et al., 2009). Por otra
parte, el segundo grupo presenta un amplio rango de hospedadores, afectando no
solo a humanos sino también a aves y ganado bovino, ovino y porcino, constituyendo
asi un reservorio importante para infecciones en el ser humano (Boyle et al., 2007). El
grupo SNT esta tipicamente vinculado a gastroenteritis y muy ocasionalmente pueden
dar lugar a infecciones focales extraintestinales. Eventualmente serotipos de SNT
pueden ser responsables de cuadros sistémicos, generalmente en pacientes
inmunocomprometidos o en presencia de lesiones que facilitan la colonizacion
(Langridge et al., 2008).

En nuestro pais, los serovares del grupo SNT S. Typhimurium y S. Enteritidis
son, en conjunto, la causa mas frecuente de intoxicacion alimentaria (Betancor et al.,
2010). Desde 1971 S. Typhimurium ha sido uno de los principales causantes de

salmonelosis humana en Uruguay, pasando a ocupar el segundo lugar en frecuencia

-11 -
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detras de S. Enteritidis a partir de 1995. Esta situacion epidemioldgica es similar a la
observada en otros paises de América del Sur (Macedo et al., 2008). Del mismo modo,
ambos serovares son los principales agentes de salmonelosis a nivel mundial (Bado et
al., 2012).

La infeccion en humanos por S. Typhimurium o S. Enteritidis permanece por lo
general localizada en el intestino y en los ganglios linfaticos mesentéricos, siendo los
episodios de bacteriemia raros y transitorios durante las enterocolitis. Sin embargo
estos serotipos también pueden dar lugar a infecciones sistémicas en modelos
murinos o colonizar de modo asintomatico pollos con infeccion cronica (Fierer et al.,
2001).

4.1.1 Patogenia de lainfeccién por Salmonella tifoidea.

La fiebre entérica o tifoidea afecta principalmente a nifios y adolescentes en Africa
sub-sahariana, Asia y ciertas regiones de Latinoamérica (Crump and Mintz, 2010). En
areas de alta endemicidad (>100 casos/100.000 personas por afio) se transmite por el
consumo de agua o alimentos contaminados con heces; en paises desarrollados la
fiebre entérica es una enfermedad esporadica que ocurre principalmente en viajeros
que retornan de zonas de alta/mediana prevalencia. Se estima que ocurren unos 22
millones de nuevos casos anualmente, con 220.000 fallecimientos por esta
enfermedad. Segun la Organizacién Mundial de la Salud nuestro continente esta en
una region de mediana endemicidad con una tasa de 10-100 casos/100.000 personas

por afo.

Luego de ingeridas, las bacterias atraviesan la mucosa intestinal por las placas
de Peyer, se multiplican en el tejido linfoide intestinal y luego se diseminan por via
linfatica o hematdgena. De este modo Salmonella tifoidea se multiplica dentro de
células reticuloendoteliales de nddulos linfaticos, bazo, higado y médula ésea
(Thielman et al.,, 2009). La mayoria de los pacientes presentan un sindrome febril
inespecifico sostenido, a menudo de comienzo insidioso, luego de un periodo de
incubacion de 7-14 dias. Usualmente presentan cefaleas, astenia, mialgia,
esplenomegalia y ocasionalmente rash cutaneo; otras manifestaciones comunes son
episodios repentinos de chuchos solemnes, constipacién y bradicardia relativa. En un
10-15% de pacientes con sintomatologia prolongada (>2 semanas) pueden aparecer
complicaciones como sangrado gastrointestinal, perforacion de pared intestinal y
encefalopatia tifoidea. Luego de la resolucion de la fiebre un 5 a 10% de los pacientes

presentan una recaida, con manifestaciones mas leves. Mas importante aun, entre 1-

-12 -
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5% de los pacientes con fiebre entérica se convierten en portadores asintomaticos a
largo plazo, eliminando al germen en heces u orina por un periodo que puede superar
un afo de duracion (Basnyat et al., 2005). Este fendmeno esta dado por la capacidad
de S. Typhi de colonizar la vesicula biliar del ser humano, usualmente asociado a la
presencia de calculos biliares, evadiendo de este modo al sistema inmune del

hospedero (Alvarez-Ordéfiez et al., 2011).

4.1.2 Patogenia de la enteritis inducida por Salmonella no tifoidea.

Como se menciono previamente, las distintas variedades de SNT son capaces
de dar lugar a una variedad de cuadros. De éstos, la enterocolitis es por lejos la
manifestacion mas frecuente, pero la misma puede verse acompanada de bacteriemia
e infecciones focales. El periodo de incubacion tipicamente va de seis a 48 horas y es
seguido por cefaleas, dolor abdominal, diarrea y vomitos. La infeccion por los serotipos
de SNT da lugar a una diarrea de tipo secretoria mediante la estimulacién de la
secrecion de iones cloruro (Zhang et al., 2003); eventualmente las deposiciones

pueden contener también sangre, linfocitos y mucus (Fig. 2).

M-cell adheasion, Direct irmvasion Lusmina! capiure
and translocation of epithatial ceall by dendntic cellts
Salmonels bacterium =

AT, ?\ﬁiﬂ?w‘fgﬁi%yﬂ 3/ L'{M'S\fw QP‘JIF-GMSL? S 7
)
\

/ /
P 4 N

¥

=

Recruitrment - L ] MNacrophage

Systermec dissamination

Figura 2. Modelo patogénico de la salmonelosis. Una vez ingeridas, las bacterias deben
sobrevivir al pH acido del estdmago y evadir los mecanismos de defensa en el intestino delgado
para poder establecerse en el epitelio intestinal. Una vez alli pueden ser traslocadas a través de
las células M, ser capturadas por células dendriticas 0 mediar su propia fagocitosis por los
enterocitos. Los serotipos de SNT permanecen alli, dando lugar a una respuesta inflamatoria
localizada que resulta en el pasaje de células polimorfonucleares al limen intestinal con la
consiguiente diarrea. Por el contrario los serotipos asociados a procesos sistémicos una vez
atravesado el epitelio, invaden los macréfagos intestinales y se diseminan a través del sistema
reticuloendotelial. Imagen tomada de Sansonetti P, 2004.
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Otras manifestaciones como fiebre, astenia y mialgias suelen ser bastante comunes.
Los sintomas usualmente se resuelven en una semana, pero la eliminacién del
germen en las heces puede continuar por un periodo de hasta 20 semanas en nifios y
de hasta 8 semanas en adultos. Factores relacionados al hospedero pueden a su vez
predisponer a infecciones sistémicas por SNT; entre ellos se encuentran SIDA,
anemias hemoliticas y defectos genéticos que afectan la sintesis de IL-12, IFN-y, y la
NADPH oxidasa de los fagocitos. De todos modos, aun en el hospedador susceptible
ciertos serotipos de Salmonella pueden ser mas proclives que otros a causar
infecciones sistémicas. Estos mismos serotipos son también capaces de dar lugar a

infecciones invasivas en personas sin factores predisponentes identificables.

A nivel pediatrico, los neonatos presentan un riesgo mayor de contaminacion
fecal-oral por Salmonella debido a la relativa aclorhidria gastrica y la capacidad de
buffer de la leche materna y la leche formulada; aquellas férmulas enriquecidas en
hierro pueden aumentar aun mas el riesgo de salmonelosis infantil. Por otra parte,
aquellas personas con un elevado pH estomacal, como los pacientes afiosos, tienden

a ser mas susceptibles a contraer salmonelosis (Darwin and Millar, 1999).

La via de transmisién mas frecuente es a través de alimentos o agua
contaminada con materia fecal. En humanos, las infecciones por SNT se asocian
frecuentemente con productos alimenticios, especialmente aquéllos de origen animal,
incluyendo la carne vacuna, carne de pollo y los huevos. Estos ultimos pueden
contaminarse a través de fisuras en la cascara o de manera transovarica a partir de un
ovario u oviducto infectado previo a la deposicion de la cascara (Guan et al., 2006). A
partir de estudios en voluntarios humanos se ha estimado que la dosis infectante
oscila entre 10° y 10" bacterias, pero la cantidad exacta puede variar segin el
serotipo, el alimento con el que fue consumido el microorganismo y el estado
fisioldgico del huésped. Se estima que este elevado indculo es necesario para vencer
el ambiente &acido estomacal y para poder competir con la microbiota del tracto
intestinal. La dosis infectante tiende a disminuir cuando Salmonella es ingerida con
alimentos capaces de atravesar rapidamente por el estbmago como liquidos o junto
con alimentos que neutralizan el pH estomacal como los lacteos (Darwin and Millar,
1999).

Un aspecto notable en la patogenia de S. Typhimurium es su capacidad para
invadir células no fagociticas por un proceso que morfolégicamente se asemeja a la

fagocitosis, siendo las células M de las placas de Peyer el blanco primario para la
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invasién celular del epitelio intestinal (Wallis et al., 2000). Salmonella se adhiere a la
superficie apical del epitelio intestinal e inyecta proteinas efectoras a través del
sistema de secrecioén tipo Il (SSTT) hacia el citoplasma de la célula huésped. Las
proteinas efectoras, en especial SipA y SipC, modulan la polimerizacion de actina que
resulta en la formacién de proyecciones en la superficie apical de la célula epitelial.
Este evento tiene lugar tempranamente tanto a nivel de células M como de enterocitos.
Ademas de la remodelacion del citoesqueleto, algunas de las proteinas efectoras
producidas por Salmonella disparan respuestas nucleares que resultan en Ultima
instancia en una expresion aumentada de factores quimioatractantes. En respuesta a
este estimulo se da un infiltrado de neutréfilos hacia la lamina propia. Una hora post-
infeccidn, las bacterias alcanzan la porcion basal de la capa epitelial y son fagocitadas
por neutrofilos y macréfagos.

En cultivos celulares, Salmonella es capaz de inducir la muerte celular de los
macrofagos, disparada por la union de la proteina SipB y la activacién de la caspasa,;
posteriormente, la liberacién de interleuquina 1b (IL-1b) induce la liberacion de IL-17
por parte de células Th17 y de otros mediadores inflamatorios como IL-22 e IFN-y. A
su vez, carbohidratos de la pared bacteriana activan la via alternativa del complemento
estimulando la produccién de Cb5a que, junto al LPS bacteriano, promueven la
liberacion de IL-8 (Winter et al., 2010). Esta citoquina junto con el quimioatractante
hepoxilina A3 dirigen la migracion de neutroéfilos desde los vasos sanguineos hacia el
sitio de infeccién en el epitelio intestinal. El pasaje de los neutrofilos sumado a
efectores como SopB, SopE, SopE2 y SipA dafan las uniones estrechas entre los
enterocitos; la infeccion por Salmonella causa ademas el aumento de la concentracion
intracelular de inositol (1,4,5,6)-tetrakisfosfato favoreciendo la liberacién de CI" a la luz
intestinal. El dafio al epitelio intestinal sumado a la secrecion de iones determina por
un lado la pérdida de la superficie absortiva y por otro lado la acumulacion de fluidos
en el lumen intestinal contribuyendo asi a la diarrea (Layton and Galyov, 2007).

Las proteinas efectoras secretadas por estos microorganismos durante la fase
intestinal del proceso infeccioso, asi como también las proteinas estructurales del
SSTT, estdn codificadas en una region del genoma bacteriano de unos 40kb
denominada Isla de patogenicidad 1 de Salmonella o SPI-1. Por otra parte, los
productos codificados en la isla de patogenicidad 2 (SPI-2) son requeridos para el
crecimiento bacteriano dentro de células epiteliales y para la supervivencia dentro de
macrofagos; asi SPI-2 esta involucrada en la modificacion del ambiente intracelular

una vez que Salmonella es internalizada (Haraga et al., 2008)
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4.2 Tratamiento de las infecciones por Salmonella spp.

El tratamiento antibidtico de las salmonelosis causadas por SNT esta indicado
solamente para infecciones severas en nifios, personas afosas y pacientes
inmunocomprometidos; las recomendaciones terapéuticas suelen ser inhibidores de la
via del folato (trimetoprima-sulfametoxazol), fluoroquinolonas y cefalosporinas de
tercera generacion (Guerrant et al., 2001). Uno de los principales obstaculos para el
correcto tratamiento de estos casos consiste en la resistencia a los antibidticos por
parte de las cepas productoras de enfermedad (Boyle et al., 2007). Dicha resistencia
entre los aislamientos humanos de Salmonella estd en aumento a nivel mundial debido
al uso diseminado de agentes antimicrobianos para el tratamiento de sindromes

febriles y en la produccién agropecuaria (Pegues et al., 2005).

4.3 Resistencia a los antibioéticos.

La resistencia a los antibiéticos es un problema de importancia creciente a nivel
mundial. Las bacterias se han valido de varios mecanismos para escapar a la accion
letal de estas drogas: i) Acumulacion intracelular disminuida mediante la alteracion de
la permeabilidad de la membrana externa, ya sea por reduccién en el numero de
porinas o mediante eflujo activo; ii) Alteracion del sitio blanco mediante modificacion
enzimatica o por mutaciones; iii) Inactivacion enzimatica del antibiético; iv) Proteccion
del sitio blanco; v) Sobreproduccion del blanco y vi) Bypass del blanco del
antimicrobiano (Tabla 1). La coexistencia de varios de estos mecanismos en un mismo
hospedero lleva a la aparicion de microorganismos multirresistentes (Moellering et al.,
2005).

Diversos mecanismos de variabilidad genética bacteriana pueden determinar la
adquisicion de resistencia a antibiéticos.

En primer lugar, se encuentran mutaciones puntuales (cambios microevolutivos), las
cuales pueden alterar el sitio blanco de un determinado antibidtico, interfiriendo asi con
su actividad. Por ejemplo, mutaciones puntuales en enzimas que inactivan un
determinado antibiético, pueden ampliar el espectro de resistencia conferido la misma;
es asi que en nuestro pais se ha reportado la presencia de la enzima TEM-144 que
deriva de su antecesor TEM-1 por dos mutaciones puntuales que le confieren la
capacidad de hidrolizar cefalosporinas de tercera generacion (Vignoli et al., 2006).

Los cambios macroevolutivos son los que resultan de reordenamientos de grandes
segmentos de ADN en un Unico evento. Estos incluyen inversiones, duplicaciones,
inserciones, deleciones o transposicién de secuencias largas de ADN desde un locus

del cromosoma bacteriano a otro. Estos eventos a menudo estan mediados por
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elementos genéticos especializados como transposones, los cuales poseen la

habilidad de “saltar” de un lugar a otro del genoma bacteriano.

Tabla 1. Mecanismos de resistencia segun la familia de antibiético

Mecanismo B- lac AG CIf Mac Sul Tet Trm Qnl Glp L, Ss Rif

Inactivacion

+++ +++ +++ +(GN) - - - + - - -
enzimatica
Permeabilidad
o +(GN) +GN) +GN) ++(GN) - +GN) +(GN) +(GN) ++GN) +GN) -
disminuida
Eflujo + + + +4 - +++ - + - - _

Alteracion del sitio
++ ++ - +++ ++ + +++ +++ +++ +++ +++
blanco
Proteccion del sitio
blanco
Sobreproduccion del
+(Ef) - - - ++ - ++ - + - -
blanco
Bypass de via

metabolica

B-lac: B-lactamicos; AG: aminoglucésidos; ClIf: cloranfenicol; Mac: Macrélidos; Sul: sulfonamidas; Tet:
tetraciclinas; Trm: trimetoprima; Qnl: quinolonas; Glp: glucopéptidos; L,Ss: lincosamidas y
estreptograminas; Rif: rifampicina. +++, mecanismo mas comun; ++, comun; +, poco comun; -, ausente;

GN: Gram negativos; Ef: Enterococcus faecium.

Un tercer nivel de variabilidad genética esta dado por los mecanismos de
transferencia horizontal entre bacterias (conjugacion, transduccion, islas gendémicas y
transforamcion) que hacen posible la adquisicion de ADN exdgeno. Dichos eventos
estan mediadios por plasmidos, bacteriéfagos y, cassettes genéticos.

En resumen, la aparicion de microorganismos resistentes a antibiéticos puede darse a
través de la transferencia horizontal de genes de resistencia mediada por plasmidos o
transposones, por recombinacion de ADN exdgeno con el cromosoma bacteriano, o
mediante mutaciones en distintos loci cromosémicos.

Cuando un gen de resistencia a antibiéticos evoluciona, este determinante de
resistencia puede diseminarse entre las bacterias mediante transformacion,
transduccién, o conjugacion. Las clonas seleccionadas pueden proliferar en la flora de

aquellos pacientes bajo tratamiento con antimicrobianos (Opal and Medeiros, 2005).

4.4 Costo bioldgico de laresistencia a los antibioticos.

La resistencia a los antibidticos implica una ganancia de funciéon que puede
aparejar un costo biolégico o disminucion del fithess para la bacteria hospedadora

(Depardieu et al., 2007). El término fitness describe la capacidad global de un
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organismo de sobrevivir y reproducirse en un entorno dado y el mismo puede
evaluarse mediante el calculo de las tasas de crecimiento (Durso et al., 2004). Asi, el
fitness de un patégeno resistente a antibidticos podria determinarse comparando las
tasas relativas a las cuales la bacteria resistente y la bacteria sensible a) crecen y
mueren en su hospedero y en el ambiente, b) se diseminan entre diferentes
hospederos y c) son eliminadas de los huéspedes infectados (Martinez and Baquero,
2000).

La relevancia de los estudios de costo biolégico estriba en que la completa
erradicacion de los determinantes de resistencia una vez presentes en poblaciones
bacterianas, mediante la remocién de la presidn de seleccion ejercida por elllos
antibiéticos, no parece ser tan sencilla como aparenta. En presencia de un antibiético
determinado, el parametro biolégico mas importante responsable de la tasa de
crecimiento y la frecuencia en la aparicion de las bacterias resistentes dentro de una
poblacion, es el costo que los genes de resistencia y los elementos accesorios
imponen en el fithess bacteriano.

A nivel médico, el estudio del costo biolégico de la resistencia es importante
para poder predecir el desarrollo de dicha resistencia y determinar la posible
persistencia en el ambiente de clones resistentes a antibidticos en ausencia de presion
de seleccién. De esta manera se podrian evaluar politicas de intervencion tendientes a
modificar los perfiles de resistencia en las poblaciones microbianas circulantes.

Otra motivacion surge desde el desarrollo de nuevas drogas. Si bien las tasas
de mutacion influencian el desarrollo de resistencia, el costo biolégico de la misma
puede ser un mejor predictor del riesgo de aparicion y estabilidad, o reversibilidad de
dicha resistencia. De este modo, una estrategia mas racional para el desarrollo de
nuevos farmacos seria identificar aquellos blancos para los cuales los mecanismos de
resistencia tienen los efectos mas negativos en el fithess bacteriano.

Entonces, la implementacién de estrategias racionales destinadas a minimizar el
desarrollo de resistencia precisa del conocimiento de los mecanismos de dicha
resistencia, la frecuencia con la cual aparecen las variantes resistentes y del
entendimiento de como la resistencia a los antibiéticos afecta el ciclo de vida de las
bacterias (crecimiento, supervivencia dentro y fuera del hospedero, tasas de

transmision y factores de virulencia).

4.4.1 Costo biologico de la resistencia mediada por ADN cromosémico.

El mismo se asocia a mutaciones en genes que determinan la modificacién de

la/s molécula/s blanco; éstas habitualmente son responsables de funciones celulares
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esenciales, por lo tanto es esperable que tales mutaciones acarreen un costo biolégico
y afecten la tasa de crecimiento bacteriano. En este sentido, la mayoria de los estudios
sobre el costo bioldgico de la resistencia debido a cambios en el sitio blanco muestran
algun grado de disminucién en el fitness (Bjérkman and Andersson, 2000). A modo de
ejemplo, Giraud y cols. (Giraud et al., 2003) encontraron que la resistencia de alto nivel
a las fluoroquinolonas en S. Typhimurium, provocada por mutaciones en las girasas,
se veia acompafiada de alteraciones fisiolégicas importantes como tasas de

crecimiento reducidas, ademas de alteraciones en la morfologia macro y microscépica
(Fig. 3).

(b)

Figura 3. A la izquierda se muestra las alteraciones macroscdpicas observadas
en S. Typhimurium con altos niveles de resistencia a fluoroquinolonas
(colonias pequenas) en comparacion a la cepa wild type (colonias grandes). A
la derecha se muestran micrografias electrénicas de la cepa parental (a) y la
cepa mutante resistente a ciprofloxacina (b). La barra representa 1um. Imagen
tomada de Giraud et al., 2003.

4.4.2 Costo Dbiolégico de la resistencia mediada por ADN
extracromosomico.

La resistencia mediada por plasmidos, fagos y transposones generalmente
implica la introduccién de genes que codifican para enzimas que inactivan antibiéticos
o para bombas de eflujo que extraen al farmaco fuera del citoplasma bacteriano. En
presencia de antibidticos cualquier costo biolégico asociado a plasmidos de resistencia
se ve compensado por la ventaja selectiva que dicho plasmido confiere a la célula
hospedadora. Por otra parte, en ausencia de la presion de seleccién ejercida por los
antibidticos, el costo biolégico impuesto por tales plasmidos estaria vinculado a la
propia funcién de resistencia o al mantenimiento del mismo (costos de replicacion del
plasmido y sintesis de las proteinas codificadas en el plasmido, entre otros).
Usualmente la presencia de transposones no implica una carga metabdlica para su
hospedero en virtud de su pequefio tamano y de que usualmente se insertan como

unicopia en el cromosoma bacteriano (Enne et al., 2005).
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4.5 Atenuacién del costo bioldgico impuesto por la resistencia.

En ausencia de antibiéticos el costo biolégico asociado a mecanismos de
resistencia es la principal causa de la pérdida de estos determinantes. La atenuacion
del costo biolégico impuesto por dicha resistencia puede darse por varios
mecanismos:

(1) Una mutacion en genes esenciales (p.ej. girasas o polimerasas), en ausencia de
presidon selectiva por antibidticos, podria no ser seleccionada por su desventaja
competitiva), revertir a su estado ancestral (mutaciones intragénicas) o ser
compensada mediante mutaciones adicionales en otros loci cromosémicos
(mutaciones intergénicas) (Fig. 4). Dado que estas mutaciones pueden darse en
multiples genes, la frecuencia de mutaciones compensatorias es mas elevada que la

de reversion (tanto a nivel plasmidico como cromosémico) (Zhang et al., 2005).

A Figura 4. Estrategias seguidas por
una poblacion bacteriana
determinada frente a la

disminucioén del fithess ocasionada
. -0, . m por la ganancia de resistencia a

antibidticos. AbS: poblacion wild

‘* type sensible a los antibioticos
AbR: poblaciéon resistente a
Reversion . Compensacion antibiéticos; AbR": Restauracion

Fitness

del fitness producto de
mecanismos compensatorios.
| Imagen tomada de Bjérkman and
Time Andersson, 2000.

En este sentido, Maisnier-Patin y cols. demostraron que S. Typhimurium puede
compensar el costo bioldgico de la resistencia a estreptomicina causada por
mutaciones ribosomales restrictivas. La estreptomicina es un antibiético perteneciente
a la familia de los aminoglucésidos y actua inhibiendo el paso de elongacion de la
traduccién durante la sintesis proteica. Mutaciones en el gen rpsL (que codifica para la
proteina S12) y el ARNr 16S confieren altos niveles de resistencia a dicho antibiético.
Las mutaciones en la proteina S12 afectarian el equilibrio entre los dos estados de la
subunidad 30S ribosomal, un estado propenso a errores (ram, ribosomal ambiguity) y
un estado restrictivo (mayor fidelidad en la traduccién). Las mutaciones
compensatorias desplazarian el equilibrio nuevamente hacia el estado normal (estado
ram), con restauracion del fitness bacteriano (Maisnier-Patin et al., 2002).

(2) Otro mecanismo compensatorio seria mediante la hiperproduccién de una enzima

defectuosa compensando asi la pérdida de funcién de la misma (Maisnier-Patin and
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Andersson, 2004). Del mismo modo, las bacterias podrian atenuar el costo biolégico
impuesto por la resistencia a antibidticos silenciando los genes de resistencia (no
esenciales) cuando no se requiere de su funcionamiento (Enne et al., 2006).

(3) La reduccion del costo biolégico asociado a la presencia de plasmidos puede darse
mediante dos procesos: segregacion y/o mutaciones compensatorias. La segregacion
resulta en la pérdida del plasmido y por ende del fenotipo resistente, mientras que las
mutaciones compensatorias pueden o no anular la resistencia (Dahlberg and Chao,
2003).

4.6 Resistencia a los p-lactamicos.

Los antibidticos p-lactdmicos, incluidos penicilinas, cefalosporinas vy
carbapenems, son un grupo de antibioticos de origen natural o semisintético, que se
caracterizan por poseer en su estructura un anillo betalactamico (Fig. 5). Dentro de
esta familia, los carbapenems poseen el espectro mas amplio de accién y mayor
potencia contra gérmenes Gram positivos y Gram negativos (Papp-Wallace et al.,
2011).
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cooH o Lo 'soH
NH; COOH © 1O
1 Benzylpenicillin 2 Cefotaxime 3 Aztreonam
Q
N 7 OH
Wy (% ™ £ R
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HOU N\ A ~NH HO' S, ; _?.r'!H‘[ { wol B H “
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CooH COOH COOH
4 Meropenem 5 Imipenem 6 Ertapenem 7 Doripenem
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Figura 5. Estructura quimica de los distintos representantes de la familia de
antibidticos B-lactamicos. Dentro del circulo rojo se senala el anillo B-lactamico. Se
indica ademas del nombre de cada compuesto el grupo al cual pertenece: 1)
Penicilinas; 2) Cefalosporinas; 3) Monobactamicos; 4-7) Carbapenems; 8-10)
Inhibidores de B-lactamasas. Imagen adaptada de Drawz and Bonomo, 2010.
Los B-lactamicos son agentes bactericidas que actuan inhibiendo la dltima
etapa en la sintesis de la pared bacteriana, inactivando irreversiblemente las

transpeptidasas del peptidoglicano debido a la analogia estructural existente entre la
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terminaciéon peptidil D-alanil-D-alanina de éste y el anillo B-lactamico (Rice and
Bonomo, 2011). Las transpeptidasas, pertenecientes a la familia de proteinas de unién
a la penicilina (penicillin binding proteins o PBPs), catalizan el entrecruzamiento de los
polimeros de peptidoglicano en la pared celular de la bacteria, por lo que la inhibicion
de este paso resulta en la muerte celular (Zervosen et al., 2012).

Como se indicé en la tabla 1, los principales mecanismos de resistencia a los
antibidticos B-lactamicos en bacilos Gram negativos son la modificacion del sitio

blanco y la inactivacion enzimatica del farmaco.

4.6.1. Modificaciéon de las PBPs.

La resistencia mediada por PBPs puede darse de varias maneras: i)
sobreproduccién de las mismas, como es el caso de la PBP5 por parte de
Enterococcus faecium (Fontana et al., 1994), ii) adquisicién de PBPs exdgenas de baja
afinidad por los B-lactamicos, por ejemplo la PBP2a en el caso de Staphylococcus
aureus meticilino resistente (Chambers, 1997) iii) recombinacion de una PBP sensible
con variantes mas resistentes, ejemplificado por microorganismos como Streptococcus
pneumoniae y Neisseria gonorrhoeae, entre otros (Hakenbeck and Coyette, 1998) y iv)
mutaciones puntuales dentro de la PBP con disminucién de la afinidad por los B-

lactamicos, también dentro del género Enterococcus (Rybkine et al., 1998).

4.6.2 Produccion de p-lactamasas.

Las p-lactamasas son enzimas globulares pertenecientes a la
superfamilia de las serin-proteasas o D,D-peptidasas, que habrian evolucionado a
partir de enzimas encargadas de las sintesis de la pared celular (Massova and
Mobashery, 1998). Estas enzimas son capaces de hidrolizar el anillo pB-lactamico y
constituyen la principal causa de resistencia a los antibidticos p-lactamicos entre las
bacterias Gram negativas (Bush K, 2010); al presente se han descrito unas 1.000
variantes de estas enzimas (Davies and Davies, 2010). Estas enzimas habrian
evolucionado a partir de proteinas de unién a penicilina (PBPs) (Rasmussen and
Hoiby, 2006) y se encuentran mayoritariamente codificadas en plasmidos, lo que
determina su facil diseminacién entre distintos aislamientos (Bradford P, 2001). Si bien
estas enzimas son excretadas al medio extracelular por parte de los microorganismos
Gram positivos, las pB-lactamasas sintetizadas por gérmenes Gram negativos

permanecen dentro del espacio periplasmico (Livermore D, 1995).
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La mayoria de estas enzimas actuan a través de la formacién de un complejo
acil-penicilina que se hidroliza rapidamente, regenerando la enzima (Matagne et al.,
1998) (Fig. 6). Por otra parte, existe también un grupo de enzimas dependientes de

zinc que actuan a través de un mecanismo diferente (Rasmussen and Bush, 1997).

REO-NIL LS. Figura 6. Mecanismo de accion de las
E-CH + [ \guj serin B-lactamasas de los grupos A, C y D.
I s S En una primera instancia la enzima forma
ST una unién no covalente con el antibiotico
kot ||*"' dando lugar a un complejo de Michaelis no
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r--E_—-H,l___N'/ {9{1-_..? EC un a’gaqug nucleofilico por un grupo
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Las B-lactamasas pueden clasificarse, segun el esquema propuesto por
Ambler, en cuatro grupos distintos: A, B, C y D en funcion de la identidad de su
secuencia aminoacidica (Ambler, and Scott, 1980), o siguiendo una clasificacion
funcional basada en punto isoeléctrico, perfil hidrolitico, agentes inhibitorios y clase
molecular (Bush, et al., 1995). Las enzimas de clase A, cuyo prototipo es la enzima
TEM-1, estan codificadas en plasmidos y su peso molecular oscila entre 25 y 30 KDa
al igual que las de clase B y D. Las enzimas de clase C estan generalmente
codificadas en el cromosoma bacteriano y son tipicamente inducibles por p-lactamicos.
Se trata de proteinas que presentan unos 100 aminoacidos mas que las de los otros
grupos, por lo que su peso molecular suele rondar los 40 KDa o mas. En algunas
especies, la region reguladora del gen ha desaparecido y en consecuencia la enzima
se expresa constitutivamente. Las enzimas de clase B requieren zinc para su actividad
y son consideradas por ello metalo-pB-lactamasas. En general son plasmidicas,
inhibibles por EDTA, incluyéndose aqui las enzimas que confieren resistencia a los
carbapenems. Las enzimas de clase D constituyen un grupo de enzimas plasmidicas,
con actividad incrementada sobre oxacilina (OXA-1), inhibibles por iones cloruro y de
forma variable por inhibidores del tipo acido clavulanico o Sulbactam. Estas enzimas al
igual que lo observado en las enzimas de clase A, han ampliado su espectro de accion
mediante mutaciones puntuales a partir de enzimas con actividad reducida a

penicilinas. De este modo podemos dividir a las distintas variantes de OXA en funcion
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de su perfil hidrolitico: i) de espectro reducido; ii) oxacilinasas de espectro expandido;

iii) carbapenemasas; e iv) indeterminado (Poirel et al., 2010).

Las enzimas agrupadas dentro de la clase B presentan un mecanismo de
accion diferente al de las serin proteasas ya que en este caso no se producen uniones
covalentes entre la enzima y el sustrato. Estas enzimas poseen una estructura de tipo
appa con un sandwich B central y dos a-hélices a los lados y requieren de zinc u otro
metal pesado para la catdlisis (Walsh et al., 2005). Las B-lactamasas de clase B
pueden dividirse en tres subclases distintas (B1, B2 y B3) en funcion de los
requerimientos de zinc. Las enzimas B1 (VIM-2 e IMP-1, entre otras) funcionan con
uno o dos iones Zn?"; las enzimas B3 requieren de dos iones Zn?** y aquellas de clase
B2 pierden actividad al agregarse un segundo ion Zn?* (Galleni et al., 2001;
Rasmussen and Bush, 1997). Entonces, cada atomo de Zn?* actla polarizando
distintas estructuras del anillo p-lactamico; asi, el residuo Zn**(1) actta polarizando el
grupo carbonilo de dicho anillo, produciendo un hueco oxianionico que favorece la
hidroélisis. El residuo Zn?*(2) queda dispuesto préximo al grupo N del anillo p-lactamico,
lo que sugiere que interactuaria con el grupo amida de modo de estabilizar el sustrato
durante el ataque nucleofilico y favorecer luego el recambio de sustrato de la enzima
(Wang et al., 1999). La utilizacién de EDTA (quelante de cationes divalentes) sustrae
el Zn?* del sitio activo, generando asi la inactivacion de estas enzimas (Walsh et al.,
2005). El perfil hidrolitico de las metalo-B-lactamasas de los subgrupos B1 y B3 incluye
la mayoria de los antibiéticos B-lactamicos (incluidos los carbapenems), a excepcion
de los monobactamicos. Por otro lado, las enzimas pertenecientes a la subclase B2
son estrictamente carbapenemasas, mostrando muy débil actividad frente a las

penicilinas y cefalosporinas (Bebrone C, 2007).

4.7 Mecanismos de resistencia a B-lactamicos en Salmonella spp.

Un hecho llamativo es que la gran mayoria de los aislamientos clinicos de
Salmonella productores de B-lactamasas sintetizan enzimas de clase A (Arlet et al.,
2006). En este sentido, a nivel mundial se han descrito multiples aislamientos de
Salmonella spp productoras de variantes de enzimas tipo TEM (Vignoli et al., 2006),
SHV (Gonzalez-Sanz et al., 2009), CTX-M y PER (Bado et al. 2012; Gutkind et al.,
2013), e incluso KPC (Miriagou et al., 2003). Otro de los aspectos salientes del género
Salmonella es la ausencia en su cromosoma del gen ampC (que codifica para una -
lactamasa de clase C) en contraste con otros miembros de la familia

Enterobacteriaceae con los que probablemente comparten el mismo ancestro, tal
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como Escherichia o microorganismos relacionados como Citrobacter o Enterobacter
(Hossain et al., 2004; Morosini et al., 2000). Sin embargo, se han descrito cepas de
Salmonella spp. portando B-lactamasas de clase C plasmidicas en Africa, Asia,
Europa, Norte, Centro y Sudamérica (Philippon et al., 2002). De las distintas variantes
de AmpC plasmidicas, CMY-2 es la mas diseminada a nivel mundial, aunque se han
aislado cepas de Salmonella produciendo otras variantes como CMY-4, CMY-7, ACC-
1 y DHA-1, no existiendo una asociacion estadistica entre el tipo de enzima y el
serotipo (Jacoby GA, 2009).

Por otra parte, también se ha reportado, aunque con menor frecuencia, la
existencia de aislamientos de Salmonella productores de B-lactamasas de clase D
(OXA). Curiosamente, a pesar de que se han reportado mas de 300 variantes de estas

enzimas (http://www.lahey.org/Studies/other.asp#table1), solo cuatro de dichas

variantes han sido encontradas en Salmonella spp.; en este sentido, OXA-1 y OXA-2
estan presentes en distintos serotipos, mientras que OXA-53 ha sido detectada
unicamente en un aislamiento de Salmonella Agona (Mulvey et al., 2004) y OXA-129
en un aislamiento de Salmonella Bredeney (Michael et al., 2008).

Si bien ya se habia descrito en nuestro pais la presencia de cepas de Salmonella
productoras de B-lactamasas de clase A, los dos primeros aislamientos productores de
AmpC (clase C) plasmidica fueron obtenidos recién en los afios 2009 y 2010. De
manera similar, a pesar de haberse detectado la presencia de S. Typhimurium
productoras de f-lactamasas de clase D en el Uruguay (Vignoli R, comunicacion
personal), dichas enzimas no han sido aun plenamente caracterizadas.

Finalmente, la presencia de metalo-p-lactamasas (clase B) en Salmonella es un
hecho sumamente infrecuente, tanto asi que hasta la fecha se han descrito
Unicamente dos casos a nivel mundial y ambos en los ultimos afos. El primero se
obtuvo de un hisopado rectal de un paciente internado en una unidad de cuidados
intensivos en EE.UU. luego de haber estado hospitalizado en India; la cepa fue
identificada como Salmonella Seftenberg y la metalo-p-lactamasa como NDM (Savard
et al., 2011). El segundo reporte corresponde a un paciente internado en la Isla
Reunién, luego de haber estado internado en la India; en este caso se aislo
Salmonella Westhampton a partir de orina y la metalo-B-lactamasa identificada
también fue NDM (Cabanes et al., 2012).
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5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En funcion de lo mencionado anteriormente, en la presente Tesis nos
planteamos como hipétesis general que la sintesis de p-lactamasas de clases B o D
por parte de Salmonella Typhimurium determina un costo biolégico para dicho

microorganismo.

En este contexto, el objetivo general de este proyecto es estudiar el

comportamiento in vitro de S. Typhimurium SL1344 expresando P-lactamasas de
clase B o D (parte I).

Por otra parte, durante el transcurso de la etapa experimental de este trabajo,
recibimos en el Dpto. de Bacteriologia y Virologia (Instituto de Higiene, Facultad de
Medicina) los primeros aislamientos clinicos en nuestro pais de Salmonella
productores de enzimas de tipo AmpC. En funcion de la importancia de tales
aislamientos y por estar relacionados con la tematica de esta tesis, fueron incluidos en

la misma (parte Il).

Entonces, se tienen como objetivos especificos:

a) La elaboracién de construcciones genéticas portadoras de genes bla
codificantes para B-lactamasas de clase B o D y la transformacion de
Salmonella Typhimurium SL1344 con las mismas.

b) Determinar si existe o no una alteracién del fithess de S. Typhimurium
SL1344 asociado a la expresion de B-lactamasas de clases B o D,
comparando parametros como la tasa de crecimiento, movilidad e
invasividad, en relacion a la cepa parental.

c) Caracterizar los dos aislamientos de S. Typhimurium productores de
enzimas de tipo AmpC previamente mencionados y estudiar si la
produccion de dichas enzimas se acompafia de una reduccién en el fithess

de los mismos.
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PARTE |

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas bacterianas, plasmidos y medios de cultivo.

Las caracteristicas salientes de las cepas y los plasmidos usados en este trabajo se

detallan en la tabla 2; las cepas resultantes con las cuales se llevaron a cabo los

ensayos in vitro se describen en la tabla 3. Todas las cepas se cultivaron a 37°C y

aerobiosis en caldo LB (Luria Bertani) suplementado con ampicilina o kanamicina a

una concentracion final de 100ug/ml o 25ug/ml, respectivamente, cuando se requirio.

Tabla 2. Cepas y plasmidos usados

Cepa/plasmidos Genotipo/Fenotipo Origen/referencias

Cepas bacterianas

E. coli DH5a F endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG Hanahan D, 1985.
®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rx” mg ),
A—

E. coli MC1061 F~ A(ara-leu)7697 [araD139], A(codB-lacl)3 galK16 Casdaban and Cohen,
galE15 A" e14” mcrAO relAl rpsL150 (strR) spoT1 mcrB1 1980.

E. coli K12 J53-2
S. enterica subsp.
enterica ser.
Typhimurium str.
SL1344

S. enterica subsp.
enterica ser.
Typhimurium str.
SL5338
Pseudomonas
aeruginosa

A. calcoaceticus-
baumannii complex
39AT

hsdR2(rm")
F pro met Rif*

xyl hisG rpsL; virulenta; Sm", derivado de un aislamiento
clinico animal.

galE (r-m+)

Aislamiento clinico obtenido de un lavado broncoalveolar;
blaym.,.

Aislamiento clinico obtenido de un aspirado traqueal,;
blaogxa-s6-

Smith et al., 1975.

Hoiseth and Stocker,
1981.

Bullas and Ryu,
1983.
Toleman et al., 2007.

Vignoli and Seija,
2004.

Plasmidos

pBAD22 Vector de expresion, inducible con L-arabinosa, Amp". Guzman et al., 1995.

pLV1 pBAD22 conteniendo el gen blayp., bajo control del El presente trabajo.
promotor Pgap, Amp®

pLOS5 pBAD22 conteniendo el gen blagxa.ss bajo control del El presente trabajo.
promotor Pgap, AmpR

pST12 Plasmido natural obtenido de Salmonella Derby Vignoli et al., 2006.
conteniendo el gen blargy.144, bajo control del promotor
P;, Amp".

pSTVIM pST12 conteniendo el gen blayy., bajo control del El presente trabajo.
promotor P3, Amp".

pKD4 Vector conteniendo el gen aph(3’) (amino O- Datsenko and
fosfotransferasa), AmpR, Kan®. Wanner, 2000.

pBAD22::kan pBAD22, blargy;:: aph(3’), Kan®. El presente trabajo.

pLOS5::kan PléS{Rnido pLOS blargy.;:: aph(3’), Amp® (inducible), El presente trabajo.
Kan™.

pLV1:kan Plasmido pLV1 blargy.i:: aph(3’), Amp® (inducible), El presente trabajo.

R
Kan™.
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Tabla 3. Nomenclatura de las cepas resultantes

Cepa Caracteristicas relevantes Origen/referencias
S. Typhimurium SL1344 transformada con el vector

LVR41 pBAD22 El presente trabajo
S. Typhimurium SL1344 transformada con el plasmido

LVR42 pLO5 El presente trabajo
S. Typhimurium SL1344 transformada con el plasmido

LVR43 pLV1 El presente trabajo
S. Typhimurium SL1344 transformada con el plasmido

LVR44 pBAD22::kan El presente trabajo
S. Typhimurium SL1344 transformada con el plasmido

LVR45 pLO5::kan El presente trabajo
S. Typhimurium SL1344 transformada con el plasmido

LVR46 pLV1::kan El presente trabajo
S. Typhimurium SL1344 transformada con el plasmido

LVR47 pST12 El presente trabajo
S. Typhimurium SL1344 transformada con el plasmido

LVR48 pSTVIM El presente trabajo

Los genes blapxass ¥ blayim-2 fueron elegidos de manera arbitraria y en funcién de la
facilidad de poder acceder a los mismos. El primero se encuentra naturalmente
presente en Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex, disponiéndose en el
cepario del Dpto. de Bacteriologia y Virologia de una extensa coleccion de dicho
microorganismo. La cepa Pseudomonas aeruginosa portadora de blaym. fue
amablemente cedida por el Dr. Juan A. Ayala, del Centro de Biologia Molecular
“Severo Ochoa” de la Universidad Autbnoma de Madrid, en el transcurso de una

instancia docente que realizé en nuestro pais.

6.2 Obtencion de ADN gendmico.

Se obtuvo ADN genémico a partir de las cepas P. aeruginosa blaywaot y A.
calcoaceticus/baumannii complex (A. baumannii) blapxaest empleando el kit comercial
DNeasy Blood & Tissue (Qiagen ®). Para ello se centrifugd 1.5 ml de un cultivo
overnight (ON) en caldo LB suplementado con 100 ug/ml de ampicilina (amp) de cada
cepa, a 7500 RPM durante 10 minutos. Luego de descartar el sobrenadante se
procesaron los sedimentos bacterianos siguiendo las instrucciones del fabricante. Al
ADN se conservo a -20°C hasta su uso. Alternativamente se obtuvo ADN gendmico

mediante la técnica de shock térmico; brevemente, se resuspendieron 1-2 colonias de

-28 -



Materiales v Métodos

cada cepa en 150 ul de agua ultrapura, posteriormente las suspensiones fueron
calentadas a 100°C durante 10 minutos y luego enfriadas por igual periodo a 0°C; las
suspensiones fueron luego centrifugadas a maxima velocidad (13.000 RPM) y el

sobrenadante fue transferido a tubos de minicentrifuga nuevos y almacenado a -20°C.

6.3 Construccion de las cepas productoras de VIM-2 y OXA-66 inducibles.
Para la construccion de las cepas de Salmonella Typhimurium que expresan de
manera inducible las p-lactamasas VIM-2 y OXA-66, se empled el vector de expresion

pBAD22 (Fig. 7).

Figura 7. Vector de expresion

= Bar pBAD22 (4542pb). araC: regulador
N del promotor Pgap; Amp(R): gen de
A resistencia a ampicilina (blargm.1);
PER ori rrnB: terminador de la transcripcion
pBAD22 perteneciente al operén rrnB. M13:
e Ay ematen origen de replicacion del fago M13;

FEAD promoter . . 1
£ pBR: origen de replicaciéon del

G i vector pBR322.
M1Z ori rrab tar minator
k:“-__:i?('

bl=a promoter

El mismo contiene el promotor Pgap del operdn arabinosa y su gen regulatorio araC. La
proteina AraC es a la vez un regulador positivo y negativo. En presencia de arabinosa,
se activa la transcripcién a partir del promotor Pgap, mientras que en ausencia de
arabinosa la transcripcién se reduce al minimo (Bustos and Schleif., 1993). Los niveles
de transcripcidén pueden reducirse aun mas mediante la presencia de glucosa
(Guzman et al.,, 1995). Por otro lado, la presencia en este vector del origen de
replicacién del plasmido pBR322 resulta en un numero intermedio de copias (unas

20/cél. aproximadamente).

El gen blay., se amplificé mediante PCR a partir del ADN gendmico purificado de un
aislamiento de P. aeruginosa conteniendo dicho gen. Los cebadores vimF y vimR, se
construyeron en base a secuencias depositadas en Genbank conteniendo sitios de
restriccion en cada extremo (EcoRI y Hindlll, respectivamente). De manera similar el
gen blapxaes S€ obtuvo a partir de un aislamiento clinico de A. baumannii. Los
cebadores para este gen, oxaF y oxaR, se disefnaron siguiendo la estrategia descrita
anteriormente, con sitios de corte para EcoRI y Xbal, respectivamente (Tabla 4).

La mezcla de PCR se hizo de modo tal que la concentracion final de los reactivos fue
la siguiente: [MgCl,)=2.5mM, [dNTPs}=0.2mM, [Cebadores}=0.3uM c/u. La
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amplificacion se llevé a cabo usando una mezcla de polimerasas Taq:Pfu en una
proporcion 10U:1U, y las condiciones de ciclado fueron: una etapa de
desnaturalizacion de 5 minutos a 94°C seguida de 30 ciclos de 94°C durante 30 segq,
53°C durante 45 segundos y 72°C durante 1 minuto. El resultado de la PCR (blaym.
2=820pb y blaoxas6=850pb) se visualiz6 mediante electroforesis en agarosa 1% (p/v)
en buffer TBE 0,5X y posterior tincién con bromuro de etidio. Los productos de PCR
fueron purificados con el kit comercial QlAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Sample
& Assay Technologies). Posteriormente, fueron sometidos a un ensayo de doble
restriccion (EcoRI/Hindlll y EcoRI/Xbal para blaywz2 y blaoxaes, respectivamente),
incubando las mezclas de reaccidon durante 3 horas y siguiendo las indicaciones del
fabricante (Fermentas, Life Sciences); el ADN fue posteriormente precipitado mediante
Acetato de Sodio-Etanol.

Paralelamente el vector pBAD22 fue sometido a sendos ensayos de doble restriccion
con las enzimas mencionadas anteriormente. Se comprobd la linealizacién del vector
en cada ensayo de doble restriccion mediante electroforesis en agarosa al 1% (p/v) en
buffer TBE 0.5X y tincién con bromuro de etidio. La concentracién de ADN de los
amplicones purificados y los vectores linealizados se determiné mediante lectura de
absorbancia (A260/280nm) en un espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Inc.). Los productos de amplificacién se clonaron en el vector pBAD22
generando los plasmidos pLV1 y pLO5 (pBAD22 portando blayyz Yy blaoxass,
respectivamente). Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo usando la enzima T4
DNA ligasa (Invitrogen, Life Sciences), siguiendo las instrucciones del fabricante con

una proporcion 90 fmoles inserto: 50 fmoles vector.

6.3.1. Transformacion de las construcciones genéticas.

La mezcla de ligacion se transformé primeramente en E. coli DH50 mediante
transformacion quimica (Sambrook et al., 1989); brevemente, el ADN vy las bacterias
fueron incubados a 0°C durante 30 minutos, luego las mezclas fueron incubadas
durante 2 minutos a 42°C seguido de 2 minutos a 0°C. Posteriormente, se agregd
900ul de caldo LB precalentado a cada mezcla y se incubé con agitacién a 37C°
durante una hora. Finalmente se plaque6 100ul de cada mezcla en agar LB
suplementado con ampicilina. El remanente fue centrifugado a 4000rpm durante 10
minutos, el precipitado fue resuspendido en 100ul de caldo LB y luego sembrado en el
agar mencionado previamente.

Luego de la seleccibn de clones con inserto, analisis de restriccion vy

verificacion de la secuencia de los insertos por secuenciacion, los plasmidos
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resultantes seleccionados, pLV1 y pLOS5, fueron transferidos por electroporacion
(Sambrook et al., 1989) a la cepa S.Typhimurium SL5338, deficiente para el sistema
de restriccion del ADN no metilado de modo de evitar su degradacién por los sistemas
de restriccion de S. Typhimurium. Posteriormente, se extrajeron los plasmidos
propagados para ser transferidos por electroporacion a la cepa destino S.
Typhimurium SL1344.

6.3.2 Inactivacion del gen bla codificado en el vector pBAD22.

Para evitar interferencias de la p-lactamasa codificada en el plasmido pBAD22
con la caracterizacion de las cepas productoras de VIM-2 y OXA-66 inducibles, se
inactivé el gen blargm.1 enddgeno del vector en las construcciones pLV1 y pLOb5, asi
como también en el vector pBAD22 original. Para ello, se amplificé mediante PCR el
gen de resistencia a kanamicina [aph(3’)] usando como molde el vector pKD4
(Datsenko and Wanner, 2000). Se hizo una mezcla de PCR conteniendo 0,3mM de
dNTPs, 2mM de MgCI2 y 0.3uM de los cebadores P1pvu y P2pvu, conteniendo el sitio
de corte para la enzima de restriccion Pvul y secuencias que hibridan en regiones
flanqueantes al gen aph(3’) (Tabla 4). De igual manera a lo descrito en la seccién
anterior, se usd una mezcla de Taq y Pfu polimerasa, en una proporcién 10U:1U. El
programa de amplificacion consistié de 30 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 50°C
durante 30 segundos y 72°C durante 90 segundos.

El producto de PCR [aph(3’) = 1481pb] fue digerido con Pvul (Thermo Scientific) y
ligado a los plasmidos pBAD22, pLO5 y pLV1 previamente digeridos con Pvul. Dichos
plasmidos poseen un unico sitio de corte para Pvul localizado dentro del gen blatgn.1,
por lo que la insercion del gen aph(3’) anularia la actividad del gen bla y le conferiria a
la construccion resistencia a kanamicina.

Los productos de ligacion fueron luego transformados quimicamente en la cepa E. coli
DH5a competente y la mezcla de transformacion se plaqued en agar LB conteniendo
kanamicina. Las construcciones resultantes, denominadas pBAD22::kan, pLO5::kan y
pLV1::kan, respectivamente, una vez verificadas por analisis de restriccion se
electroporaron en la cepa destino S. Typhimurium SL1344, previo pasaje intermedio
por la cepa S. Typhimurium SL5338, de forma similar a lo descrito para las

construcciones en pBAD22.

6.4 Construccion de las cepas productoras constitutivas de VIM-2 y OXA-66.
Para la expresion constitutiva de VIM-2 y OXA-66 en S. Typhimurium se usé un
plasmido natural de tipo ColE1 denominado pST12 obtenido a partir de un aislamiento

de Salmonella Derby (Vignoli et al., 2006); dicho plasmido tiene un tamano aproximado
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de 8.2Kb y codifica para blatem.144, Una B-lactamasa de espectro extendido con perfil
de ceftazidimasa que se encuentra bajo el control del promotor Ps; este plasmido

posee ademas un transposoén de la familia Tn3 insertado corriente arriba de dicho gen
(Fig. 8).

orf3

orf2

Figura 8. Mapa genético de

Multimer resolution site orfd pST1 2, mostrando |as
oA fat distintas estructuras que lo
RNAI componen. Las lineas

uriT\/
truncated ROM gene

Pstlibaba)
biaTEM- 144
P3 promoter /%

inpR

celestes indican los sitios de
corte de la enzima Pstl

K truncated ROM gene
I

p5Tiz
B2 by

E1(2754)

BI (3410

npA

La idea de este clonado es la obtencién de plasmidos derivados de pST12, portando
todos los elementos originales de este plasmido natural, excepto la p-lactamasa y el
transposon, los cuales serian sustituidos por el gen blaymz. 0 blaoxass clonados

corriente abajo del promotor Ps.

La estrategia empleada para clonar blagxaes Y blavim-2 €n el plasmido natural pST12 se
resume en la Figura 9.

En primer lugar se corté el plasmido pST12 con la enzima de restriccion Pstl
generando un fragmento de 4.7kb carente del gen blatem.144 Yy del transposén. Para
evitar el religado se desfosforilaron los extremos & de dicho fragmento mediante
tratamiento con Calf Intestine Alkaline Phosphatase (Invitrogen, Life Sciences)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La mezcla de restriccion se sometid a
electroforesis en agarosa al 0.8% en buffer TBE 0.5X y se recuperé el fragmento de
4.7kb mediante el sistema QIAEX |l Gel Extraction Kit (Qiagen ®).

Por un lado, se amplificé mediante PCR la regién promotora presente en pST12
usando el cebador prmF para la hebra codificante y los cebadores pvmRV y poxRV
para la hebra complementaria, que incluian colas de hibridacion para el extremo 5’ de
los genes blayivz ¥ blaoxass, respectivamente (Tabla 4).

Por otro lado, blayu.2 y blaocxaes s€ amplificaron usando los cebadores vmpFW -
vmpRYV y oxpFW - oxpRV, respectivamente; los cebadores para la hebra codificante

contenian a su vez, una secuencia homologa al extremo 3’ de la regiéon promotora,
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mientras que los cebadores para la hebra complementaria contenian secuencias de

corte de la enzima Pstl

Fase la) Amplificacién mediante PCR de la region

promotora de pST12 con un extremo 3’ complementaric Fase II) Creacidon mediante PCR de secuencias hibridas
al extreme 5' de los genes blagy,. s ¥ Doy enfre promotar de pST12 + blanu s ¥ PSTIZ2 +

Fase Ib) Amplificaciéh mediante PCR de los genes

blgoyy 51 ¥ blay)y 2 con un extremo & complementario al —_—

extremo 3' de la regién promotora

—_—
Ia) ——
Reglén promotora
Fase Ill) Digestidn del pldsmido pST12 can la enzima
Pesi y clonacian de los ingertos hibrides
1) —
P. acruginosa pST12 + o]
—
( A- baumanni ) Psit Pl
f—%

— biagy,
0851 Pstl Pl

Figura 9. Esquema de la estrategia seguida para clonar los genes blaoxa-ss Y blaviv2 en el plasmido
natural pST12.

En una tercera etapa, se realizd una reaccién de PCR usando como molde una mezcla
de los productos de PCR obtenidos previamente (cada promotor con su
correspondiente B-lactamasa); en tal sentido la mezcla de PCR incluydé una relacion
equimolar de 75 ng de cada gen bla y 20 ng de cada promotor; la concentracién final
de los reactivos fue: [MgClJ=2mM, [dNTPs]=0.2mM, [Cebadores]);=0.6uM c/u. La
amplificacion se llevé a cabo usando una mezcla de polimerasas Taq/Pfu en una
proporcion 10:1 y constd de dos etapas diferentes: A) una primera etapa dirigida a la
hibridacion del promotor con los distintos genes bla a través de la regién de
homologia, y B) una segunda etapa destinada a la amplificacién de las moléculas
hibridas. Para ello, se realiz6 un ensayo de PCR que consistié en un ciclo de
desnaturalizacion de 3 minutos a 94°C seguido por dos ciclos de 94°C durante 30
segundos, 56°C durante 30 segundos y 72°C durante 45 segundos (parte A).
Posteriormente se agregaron los correspondientes cebadores (prmF, vmpRV o
oxpRV) a la mezcla de reaccién, y las condiciones de amplificacién fueron: 30 ciclos
de 94°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto
(parte B).
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Tabla 4. Oligonucledétidos empleados para la elaboracién de las construcciones genéticas.

Cebador Secuencia (5°-3”) Aplicacion Sitio de | Producto
corte (pb)
para:

vimF® | TAGGAATTCACCATGTTCAAACTTTTGAGTAAGT | Amplificacion | p0 by
— de bIaVIM_2 para 820
vimR ATAAAGCTTAGCTACTCAACGACTGAGCGA clonar en HindIIT
pBAD22
oxaF* | CATGAATTCCTTATGAACATTAAAGCACTCTTAC | Amplificacion | 0 oy
I de blaoxa-es 850
oxaR | ACGTCTAGATCTATAAAATACCTAATTGTTCTAAG gaBrzg;’;ar en Xbal
pBAD5 GTTTTATCAGACCGCTTCTGC zzlc?lffecr‘g;“ variable
pBADrev TTAGCGGATCCTACCTGACG SBAD2
Plpvu® | _TCTTGACGATCGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC | AmPHiieacion | pyy |
P2pvu | TTAGCCCGATCGCATATGAATATCCTCCTTAGAAC | deph(3) a Pvul
- partir de pKD4
prmF TTACTGCAGTCTTGAAGACGAAAGGGCCT Amplificacion
—_— del promotor P3 Pstl

poxRV ¢ | TGCTTTAATGTTCATACTCTTCCTTTTTCAATAT | Fcolade 227

hibridacion

pvmRV ¢ | CAAAAGTTTGAACATACTCTTCCTTTTTCAATAT Ef‘;a blaoxa.ss 0 228

VIM-2
oxpFW ¢ | AAAGGAAGAGTATGAACATTAAAGCACTCTT | Amplificacion
de bIaOXA»66 846
oxpRV © AGCTGCAGCTCTATAAAATACCTAATTGTTC ggr;‘ 1"210“‘“ en Pstl

vmpFW ¢ | AAGGAAGAGTATGTTCAAACTTTTGAGTAAG | AmPplificacion
de bIaV]M_z para

821
vmpRYV * GTCTGCAGTGCTACTCAACGACTGAGC ;ls"?g en Pstl
pSTf CGGTTCGGTCCGGCATTGATTG jel"‘.lencrf[ac“"“ -
pSTr GTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAG pgﬁl;e oen vatiable

¥ Se subrayan las secuencias de corte para las enzimas de restriccion, y en negrita se indican los codones
de inicio y de terminacién de la traduccién de los cebadores forward y reverse, respectivamente.

® En negrita se marca las secuencias que hibridan con las regiones flanqueantes del gen aph(3’) en el
plasmido pKD4.

° La cola de hibridacion con el extremo 5’ de los genes blaoxass Y blavim-2 aparece subrayada.

iSe subraya la cola de hibridacion con el extremo 3’ del promotor P3, presente en el plasmido pST12.

¢ Se subraya el sitio de corte para Pstl y en negrita se marca el codon stop de blaoxass Y blavimz,
respectivamente.

Luego de realizar la purificacion de los amplicones, se los sometié a un ensayo de
restriccion con la enzima Pstl (Fermentas) y posteriormente se realizé electroforesis en
agarosa al 0.8% en buffer TBE 0,5X para recuperar la banda de ADN correspondiente
a las fusiones para VIM-2 y OXA-66 (1068pb y 1092pb, respectivamente) usando el
sistema QIAEX Il Gel Extraction Kit (Qiagen ®). Los insertos fusionados fueron
clonados en el fragmento de 4.7kb resultante de la digestidon del plasmido pST12 con
Pstl, y la mezcla de ligacion fue transformada quimicamente en la cepa E. coli
MC1061 (recA+) para lograr la reparacion de los nicks presentes en pSTVIM producto

de la desfoforilacién de los extremos 5°. La mezcla de transformacion se sembrd en
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placas de agar LB conteniendo ampicilina. Asi, se obtuvo la construccién denominada
pSTVIM (pST12::blaym2). pSTVIM fue transferido mediante electroporacion a la cepa
S. Typhimurium SL5338 y finalmente a la cepa S. Typhimurium SL1344 empleando la
misma metodologia. La identidad del inserto se comprob6 mediante secuenciacion en
ambas hebras usando los cebadores pSTf para la hebra codificante y pSTr para la
hebra complementaria. Dichos cebadores hibridan corriente arriba y corriente abajo,
respectivamente, del inserto.

A modo de control el plasmido pST12 fue electroporado en S. Typhimurium SL1344.

6.5 Obtencion de extractos proteicos de las cepas LVR45 y LVR46.

Las cepas LVR44, LVR45 y LVR46 fueron incubadas ON en caldo LB suplementado
con kanamicina; a partir de dichos cultivos se hizo una diluciéon 1/100 en el mismo
medio fresco precalentado y las diluciones fueron incubadas a 37°C con agitacion
suave (200rpm); luego de 90 minutos, las distintas cepas fueron inducidas con L-
arabinosa 0.2% (concentracion final) e incubadas durante otras 2 horas.
Paralelamente, se cultvd la cepa LVR41 de modo similar pero en caldo LB
suplementado con ampicilina.

Posteriormente las bacterias fueron centrifugadas a 4000rpm durante 10 minutos, a
4°C; los sedimentos fueron resuspendidos en 10ml de buffer PBS estéril y fueron
nuevamente centrifugados bajo iguales condiciones. Luego de descartar el
sobrenadante, los precipitados fueron resuspendidos en 450 pul de buffer Tris 10mM,
NaCl 50mM, pH 7.5; los mismos fueron sometidos a seis rondas de sonicacién de 5
segundos c/u. Posteriormente a la sonicacién se realizé una centrifugacion de 30 min
a 10.000rpm y 4°C en tubos eppendorff para eliminar células enteras y se recupero el
sobrenadante, constituyendo el extracto proteico. Por otro lado, se obtuvieron también
extractos proteicos de las mismas cepas pero cultivadas en ausencia del inductor.

La concentracion de proteinas presentes en los extractos crudos fue estimada
mediante la metodologia de Bradford (Bradford M, 1976), siguiendo las instrucciones
del fabricante (Sigma, Saint Louis, Missouri). Brevemente, el agregado del reactivo de
Bradford a proteinas en solucién genera una reaccion colorimétrica, que varia en
funcion de la concentracion de prtoteinas. Dicha reaccion puede cuantificarse
mediante lecturas de absorbancia a 570 nm.

Se analizé cada extracto resolviendo 50ug de proteinas de cada uno en SDS-PAGE al

15% y tincion con azul de Coomassie.
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6.6 Determinacién de la actividad enzimética de los extractos proteicos.

Se probd la actividad B-lactamasa de los extractos proteicos obtenidos en el apartado
6.5, mediante el método iodométrico. Para ello, se depositaron 17 nl de cada extracto
(equivalente a 25 ng de proteinas) sobre la superficie de una placa de Petri
conteniendo agar (1.5%), almidén (0.5%), iodof/ioduro (0.05% p/v) y ampicilina
(500ug/ml) como sustrato. Los extractos se incubaron a temperatura ambiente durante
30 minutos, tomando imagenes cada 10 segundos mediante el sistema de captura
G:Box EF2 (Syngene, Synoptics, Ltd.). Este ensayo se basa en la interaccién quimica
del almidén y el iodo, que forman un complejo purpura al mezclarse. En presencia de
una B-lactamasa, la penicilina (o aminopenicilina) es hidrolizada dando lugar al acido
penicilinoico; éste a su vez convierte al iodo en ioduro (I, — 2I"). De este modo el iodo
deja de estar disponible para la formacion del complejo I>-almidén, desapareciendo la
coloraciéon purpura en el area del ensayo (Oberhofer and Towle, 1982), lo que se

traduce como un halo transparente en torno a la muestra sembrada.

6.7 Determinacion del perfil de resistencia de las cepas LVR45 y LVR46.

La determinacién fenotipica de la expresion de las B-lactamasas clonadas en los
distintos vectores se realiz6 mediante un ensayo de disco-difusion basado en los
lineamientos del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011). Brevemente,
se prepard una suspension bacteriana de cada cepa con una turbidez equivalente a
0.5 en la escala McFarland (equivalente a 1.5x10® UFC/ml) en suero fisiolégico estéril.
Luego, dichas suspensiones fueron sembradas de manera confluente, con un hisopo
estéril, en placas de medio Mueller-Hinton sin y con 0.05% de L-arabinosa (para
inducir la expresion de los genes clonados). Se ensayaron distintos p-lactamicos como
ampicilina, cefalotina, cefotaxime, ceftazidime, imipenem y meropenem. Ademas se
colocaron discos conteniendo 2.5 uMoles de EDTA para evidenciar el efecto inhibitorio
sobre la enzima VIM-2. A modo de control se incluyé en este ensayo la cepa S.
Typimurium SL13444 wild type (WT) y las cepas LVR41 o LVR44.

6.8 Determinacion de alteraciones macroscopicas por la expresion de B-
lactamasas.

Se evalud la presencia o ausencia de cambios en la morfologia colonial de S.
Typhimurium SL1344 transformada con las distintas construcciones genéticas. Para
ello se sembré mediante “rastrillado” 10 ul de suspensiones bacterianas conteniendo
1.5x10* UFC/ml (~ 150 UFC) en placas de Petri con el medio TSA-sangre ovina (5%)
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sin y con ampicilina y concentraciones crecientes de L-arabinosa (0%, 0.05% y 0.1%).
Se incluyé como controles a las cepas S. Typhimurium SL1344 WT (en este caso solo
se observo crecimiento en ausencia de antibittico), y las cepas LVR41 y LVR47. Las
placas fueron incubadas ON a 37°C y en aerobiosis. La busqueda de alteraciones
macroscopicas en la cepa transformada con el plasmido pSTVIM se hizo de manera

similar pero en TSA-sangre ovina sin arabinosa.

6.9 Determinaciéon de la movilidad de las cepas transformadas.

Para comprobar si la expresion de VIM-2 y OXA-66 afecta la capacidad de movimiento
de S. Typhimurium, se llevé a cabo un ensayo in vitro de movilidad de las cepas
LVR45 y LVR46 en medio LB con agar al 0.3% (Yim et al., 2011), suplementado con
distintas concentraciones de inductor. Para ello, a partir de un cultivo ON se hizo una
dilucion 1/100 de las distintas cepas en caldo LB precalentado y suplementado con
kanamicina. Luego de dos horas de incubacién a 37°C con agitacion (200 RPM), se
sembraron 2 ul de cada muestra sobre la superficie de placas de Petri conteniendo LB
agar 0.3%, kanamicina y L-arabinosa en distintas concentraciones (0%, 0.05% vy
0.1%). Las placas se incubaron en aerobiosis a 37°C y a las 6 horas se midieron los
halos de movilidad.

La movilidad de las cepas LVR47 y LVR48 se analizé6 de modo similar al descrito aqui
pero suplementando el medio con ampicilina, y sin el agregado de arabinosa.

En todos los casos los ensayos se realizaron por triplicado.

6.10 Determinacion de la cinética de crecimiento.

Se llevaron a cabo curvas de crecimiento para ver si la expresion de las distintas -
lactamasas afectaba o no el fithess de la cepa en estudio (O'Regan et al., 2010). Para
ello las cepas LVR44, LVR45 y LVR46 fueron cultivadas ON en LB suplementado con
kanamicina; posteriormente, se realizé una dilucién 1/100 en caldo LB precalentado y
suplementado con kanamicina y se dejé incubando en aerobiosis a 37°C y en
agitacion (200 RPM). Luego de 1 hora de incubacién se fraccionaron en dos los
cultivos y a una mitad se le agregé 0.05% (p/v) del inductor; mientras que a la otra no
se le agregd azucar alguno. Con la finalidad de prolongar la fase exponencial de
crecimiento y facilitar la deteccidén de posibles alteraciones en las tasas de crecimiento,
a las dos y tres horas de comenzado el ensayo los distintos cultivos fueron diluidos V4
y 1/5, respectivamente con caldo LB precalentado y conteniendo las cantidades
correspondientes del inductor y kanamicina. Durante todo el ensayo, se tomaron
lecturas de densidad 6ptica a 600nm (ODgqg) a intervalos regulares (30 minutos) hasta

alcanzada la fase estacionaria de crecimiento.
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Las curvas de crecimiento para las cepas LVR47 y LVR48 se realizaron de modo
similar al descrito arriba pero suplementando el caldo LB con ampicilina y sin el
agregado de Ara.

En todas las instancias los ensayos fueron realizados por triplicado.

6.11 Evaluacion de la invasividad.

6.11.1 Determinacion del numero de células viables.

Previo a los ensayos de invasividad se determiné el numero de UFC/ml para
una ODgp0=0.4, con el objetivo de definir el inéculo bacteriano necesario a adicionar a
las células para lograr una multiplicidad de infeccién (MOI) deseada.
A partir de cultivos ON en LB y ampicilina de las cepas LVR41, LVR42 y LVRA43, se
hizo una dilucién 1/100 en LB precalentado y suplementado con la misma cantidad de
antibiotico; las diluciones fueron incubadas a 37°C en agitaciéon (200 RPM). Luego de
una hora de incubacion se fraccionaron en dos los cultivos de las cepas anteriormente
mencionadas para tener un juego de cepas inducidas con Ara 0.05% y un juego sin
inducir. Luego de una hora de induccion, todos los cultivos fueron diluidos %4 con LB
precalentado y conteniendo las cantidades correspondientes del inductor y antibiético,
y fueron incubados durante otra hora hasta que alcanzaron una ODgz=0.4. Se midi6 la
ODeoo al inicio del ensayo (tg) y cada 60 minutos hasta que los cultivos alcanzaron la
ODggg deseada. Cuando se alcanzo la ODgyy deseada se realizaron diluciones seriadas
de los distintos cultivos en buffer fosfato salino estéril (PBS pH7.4) y se sembraron en
agar LB (con y sin ampicilina) 20 ul x 3 de las diluciones -5 y -6 para posterior conteo
de las CFUs.
El conteo de células viables para las cepas LVR47 y LVR48 fue realizado de modo
similar pero sin induccién. En ambas instancias los ensayos fueron realizados por

triplicado.

6.11.2 Determinacién de la viabilidad en EMEM vy susceptibilidad a
gentamicina.

Se verificd la capacidad de las cepas mencionadas en el apartado anterior de
tolerar el medio para cultivos celulares Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM)
con los mismos suplementos usados para el cultivo de células Caco-2, ademas de la
susceptibilidad de las mismas a la gentamicina. A partir de cultivos ON en LB
suplementado con ampicilina se realizaron diluciones 1/100 en LB precalentado y con
la misma cantidad de antibiético. Las diluciones fueron incubadas a 37°C en agitacion
(200 RPM) hasta que los cultivos alcanzaron una ODgyo~0.4. Se agreg6 un volumen de

cada cepa equivalente a una MOI~30 a 1 ml de medio EMEM precalentado, las
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suspensiones se homogeneizaron en un vértex y se incubaron una hora a 37°C y 5%
de CO,. Se tomd una alicuota de 100 ul de cada suspensién para realizar diluciones
seriadas en PBS estéril y sembrar (3 x 20 ul) en agar LB las diluciones -4 y -5 para el
posterior conteo de CFU y comparacion con los valores obtenidos para las cepas
ensayadas a la misma ODggg pero sin incubar en EMEM.

Por otra parte, se agreg6 al volumen restante de las suspensiones en EMEM (900 ul)
una solucién de gentamicina (40mg/ml) hasta llegar a una concentracion final de
100ug/ml. Cada suspensiéon fue transferida a sendos pocillos en placas de cultivo
celular e incubada a 37°C en aerobiosis (+5% CO,) durante 90 minutos. Luego, el
contenido de cada pocillo fue homogeneizado, y se sembré 3 x 20 ul de cada

suspension bacteriana en placas de agar LB para verificar la ausencia de crecimiento.

6.11.3 Ensayos de invasividad celular.

Para los ensayos de invasividad se empleé la linea celular Caco-2 derivada de
carcinoma colorrectal humano (Levy et al., 1995), obtenida de la American Type
Culture Collection (ATCC). Se ha demostrado que esta linea celular reproduce in vitro
mucha de las propiedades de los enterocitos observadas in vivo y es por tanto un
modelo ampliamente utilizado de la interaccién Salmonella-hospedador (Haque et al.,
2004; Kim and Wei, 2007). Las células se mantuvieron en EMEM (PAA Cat# E15-024),
suplementado con L-glutamina 2mM, aminoacidos no esenciales 0.0814 g/L, piruvato
sédico 0.11 g/L y suero fetal bovino 10%, a 37°C en 5% CO, hasta alcanzar una
confluencia del 80%. Para los ensayos de invasién, las células fueron sembradas en
placas de 24 pocillos (5x10* cél/pocillo) e incubadas durante 72h a 37°C, 5% CO,,
cambiandoles el medio a las 48hs de sembradas.

Las cepas LVR41, LVR42 y LVRA43 fueron crecidas como se describe en el apartado
6.11.1 hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial y fueron agregadas a las
células Caco-2 a una MOI~30:1 en el mismo medio de las células. Cada cepa fue
sembrada por triplicado; como control negativo siempre se ensay6é en paralelo un
pocillo sin infectar. Las placas fueron centrifugadas a 200 X g durante 5 minutos a
temperatura ambiente (para contrarrestar posibles diferencias en la invasion debidas a
la menor movilidad observada para ciertas cepas), y luego se incubaron durante una
hora a 37°C en 5% CO,. Pasado este tiempo, se realizaron dos lavados con PBS
estéril precalentado, se cambié el medio (EMEM) por el mismo conteniendo 100ug/ml
de gentamicina y se dej6 incubando durante 90 minutos para eliminar a las bacterias
extracelulares. Se realizaron siembres del sobrenadante en agar LB para confirmar la

ausencia de bacterias extracelulares. Posteriormente, las células fueron lavadas tres
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veces con PBS vy tratadas durante 15 minutos con el detergente Tritén X-100 a 0.1%
en agua milliQ estéril para lograr la lisis celular y la liberacién de las bacterias
intracelulares. Los lisados celulares fueron diluidos seriadamente en PBS estéril y se
sembraron (3 x 20 pl) las diluciones -1 y -2 en LB agar. Paralelamente se sembraron
diluciones seriadas (-4 y -5) de los inéculos bacterianos iniciales para verificar que los
inéculos eran correctos. Se realizaron tres réplicas biolégicas de los ensayos de

invasividad para el analisis estadistico de los resultados.

6.12 Determinacion de los niveles de expresiéon de blaoxa.ss Y blavim-2.

6.12.1 Extraccién de ARN.

La extraccion de ARN total se llevé a cabo usando el kit comercial RNeasy
Protect (Qiagen ®). A partir de cultivos ON, se realizé una diluciéon 1/100 en caldo LB
suplementado con ampicilina. Luego de una hora de incubacién a 37°C con agitacion
se realiz6 la induccion de las cepas LVR41, LVR42 y LVR43 con Ara 0.05% y fueron
incubadas durante otros 60 minutos, hasta que alcanzaron una ODgy~0.4-0.8. En
paralelo se crecieron controles sin inducir ademas de la cepa WT. La cepa LVR48 fue
cultivada de manera similar pero sin el agregado de arabinosa.

Por cada cepa se transfirid una cantidad de bacterias correspondiente a 5x108-7.5x102
UFC a un tubo de minicentrifuga y se las traté con 2 volumenes del reactivo
RNAprotect; luego de homogeneizar las mezclas, se incubd a TA durante 5 minutos y
fueron centrifugadas a 5000 x g durante 10 minutos. Luego de remover el
sobrenadante, se almacenaron los precipitados bacterianos a -20°C hasta su posterior
procesamiento. La extraccion y purificacion del ARN bacteriano se llevé a cabo
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se determiné la concentracion y la calidad de los ARN extraidos mediante lecturas de
absorbancia a 260nm (As) Y la relacidn entre Axgo/Asgy, respectivamente, con un
espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc.); dicha relacion

brinda una medida de la contaminacion de los acidos nucleicos con proteinas.

6.12.2 Tratamiento con DNasa.

Previo al paso de retro-transcripcion se procedié a la remocion del ADN
contaminante presente en las extracciones de ARN total. Brevemente, se agregé 0.4
Ul de DNasa (Invitrogen) por 100 ng de ARN total de cada muestra; las mezclas
fueron incubadas durante 15 minutos a TA y luego se procedié a inactivar la enzima

agregando 2.5mM de EDTA e incubando a 65°C durante 10 minutos.
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6.12.3 Transcripcion Reversa (RT).

La sintesis del ADN copia (cADN) se realiz6 usando la enzima M-MLV
(Moloney Murine Leukemia Virus) reverse transcriptase (Invitrogen). Los 100ng de
ARN de cada cepa tratados con DNAsa fueron agregados a una mezcla de reaccién
conteniendo 0,2 pg de Random Hexamer primers, 0.5mM dNTPs, 10mM DTT
(ditiotreitol), 40 Ul RNAse OUT y 200 Ul de la enzima M-MLYV reverse transcriptase, en
un volumen total de 20 ul. La mezcla de reaccion fue incubada por un ciclo de 10
minutos a 25°C, seguido de un ciclo de 50 minutos a 37°C y finalmente 15 minutos a
70°C para inactivar la enzima. EI ADN copia generado se diluyé 1/16 en H,O libre de

nucleasas y se almacend a -20°C hasta su utilizacién.

6.12.4 PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR).

6.12.4.1 Cebadores.

Los cebadores utilizados para la cuantificacion de los niveles de ARN
mensajero (MARN) de blayw2 ¥y blaoxass fueron disenados con ayuda del algoritmo
Primer-BLAST (Ye et al, 2012), a partir de las secuencias obtenidas en la
secuenciacion de los insertos clonados (y verificadas con las ingresadas en la base de
datos publica GENBANK), y se describen en la tabla 5.

Para las cepas LVR41, LVR42 y LVR43 se us6 en primera instancia, el gen que
codifica para el rARN 16S como gen normalizador. Posteriormente, se opté por usar el
gen blatem presente en el vector pBAD22 como control endégeno, y de esa forma se
logré eliminar la variacion debida a posibles fluctuaciones en el nimero de copias
plasmidicas. Para los ensayos con la cepa LVRA48, el control endégeno fue el gen
rADN 16S, ya que no se tenia ningun gen del plasmido pST12 para utilizar como

normalizador para cubrir la posible variacién en el nUmero de copias plasmidicas.

Tabla 5. Cebadores disefiados para los ensayos de Real-Time PCR. Se indica la secuencia de los

mismos, los genes blanco y el tamafio (en pares de bases) de los productos de amplificacion.

Gen Blanco Cebador Secuencia (5'-3") Producto (pb)
Forward GCGAAATTCCGGTCGGGGAGG
b|av||v|.2 182
Reverse CGCGAGAAGTGCCGCTGTGT
Forward GCCTGCTCACCTTATATAGTGACTGC
b|ao)(A_66 178
Reverse ACTCGGTCGAAGCACGAGCA
Forward TGTAGCGGTGAAATGCGTAG
rARN 16S 161
Reverse CAAGGGCACAACCTCCAAG
Forward CTTCTGCGCTCGGCCCTTCC
bla pBAD 76
Reverse TACCGCGAGACCCACGCTCA
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6.12.4.2 PCR.

La PCR en tiempo real se llevé a cabo empleando el kit comercial QuantiTech
SYBR Green PCR (Qiagen ®) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 10 ul, conteniendo 5 ul de
QuantiTech SYBR Green mix, 0,3uM de ambos cebadores y 2 ul de una dilucién 1/16
del cADN. Las reacciones de PCR se realizaron en el Rotor-Gene 6000 (Corbett Life
Science) y en la plataforma ABI 7900HT (Applied Biosystems). Las muestras fueron
desnaturalizadas inicialmente a 95°C durante 15 minutos, seguido de 45 ciclos de
95°C durante 15 segundos, 57°C durante 30 segundos y 72°C durante 30 segundos.
Al finalizar la reaccién se realizé una curva de disociacion a 70°C incrementando 1°C
cada 5 segundos hasta alcanzar una temperatura de 99°C.
Para cada par de cebadores utilizados se verificé primero que la eficiencia de la
amplificacién fuera cercana al 100% y similar entre el gen normalizador y el gen
problema, amplificando por PCR en tiempo real diluciones seriadas de cada cADN, y
graficando luego el ACt (Ct gen normalizador — Ct gen problema) en funcién de la

dilucion. En esta grafica, la pendiente debe ser cercana a cero.

Una vez realizado esto, se llevd a cabo la cuantificacion relativa de los mARN
presentes en cada muestra siguiendo el método 2**°T (Livak and Schmitthen, 2001).
Brevemente, se obtuvo el valor de Ct para el gen normalizador (16S o blapBAD) y
para los genes problemas (blaoxass ¥ blaym2) en condiciones de induccion y no
induccion; se determin6 el ACy para cada condicion (Cries rnA-Crp-tactamasa O Crblapsap-
Crpactamasa) Y finalmente se calculd el valor de 2**°T como: 2*°T (induccién)/ 2*°T (no
induccién). Asi, los resultados expresan el numero de veces que aumentaron los
niveles de mARN para cada B-lactamasa en las cepas inducidas con respecto a las

cepas no inducidas (fold change).

6.13 Analisis del efecto de la sintesis de blaoxass ¥ blavwz, en la estabilidad
plasmidica.

Se estudié la capacidad de S. Typhimurium SL1344 de mantener la expresién de
blaoxa-es ¥ blayiw2 €n ausencia de presion de seleccidn por antibiético modificando el
protocolo descrito por Medina y cols. (Medina et al., 2011). Brevemente, las cepas
LVR44, LVR45 y LVR46 fueron incubadas ON en caldo LB suplementado con
kanamicina; luego se realizdé una dilucion 1/200 de los cultivos en caldo LB fresco
precalentado. Luego de una hora de incubacioén, los cultivos fueron fraccionados en

dos, para tener un juego de cepas inducidas con Ara 0,05% y un juego de cepas
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reprimidas con Glu 0,05%; ambos sets de cepas fueron incubados durante otras 11
horas. Pasado este tiempo, se realizaron cada 12 horas, otras dos diluciones 1/200,
con caldo LB fresco precalentado conteniendo las cantidades respectivas de arabinosa
o glucosa. Finalmente, las muestras fueron recolectadas cuando alcanzaron una ODggg
~ 0.8 (aproximadamente 23 generaciones en total); se realizaron diluciones seriadas
en PBS estéril, y se sembraron en agar LB (con y sin kanamicina) 3 x 10ul de las
diluciones -4, -5 y -6 para posterior conteo de las CFUs. La proporcion de bacterias
que aun portaban plasmidos se estimé calculando las CFUs/ml obtenidas en las
placas de LB con kanamicina vs. las obtenidas en LB sin antibidtico para cada

condicion (induccion y represion).

PARTE 1l

6.14 Estudios de fitness en Salmonella productora de AmpcC.

Se incluyeron en este trabajo dos aislamientos clinicos de S. Typhimurium (STM709 y
STM910) con perfiles de resistencia compatibles con la presencia de ampC
plasmidica. Dichos aislamientos fueron obtenidos a partir de nifos con diarrea
internados en centros de cuidados terciarios en Montevideo en julio de 2009 vy
setiembre de 2010, respectivamente. Por otra parte se incluyé la cepa STM23 como
control; la misma es un aislamiento clinico de S. Typhimurium identificado a partir de

un caso de diarrea, pero sensible a cefalosporinas de tercera generacion (Tabla 6).

Tabla 6. Cepas y plasmido correspondientes a la Parte Il de la presente tesis

Cepal/pldsmidos  Genotipo/Fenotipo Origen/referencias
Cepas
bacterianas
S. enterica subsp.
enterica ser. Aislamiento clinico obtenido de un nifio con diarrea, Cordeiro et al.,
Typhimurium str. 2009; blacpy-ot 2013.
STM709
S. enterica subsp.
enterica ser. Aislamiento clinico obtenido de un nifio con diarrea, Cordeiro et al.,
Typhimurium str.  2010; blacyyo+ 2013.
STM910
S. enterica subsp.
enterica ser. Aislamiento clinico obtenido de un paciente con Cordeiro et al.,
Typhimurium str.  diarrea, 2009; sensible a p-lactamicos. 2013.
STM23

Plasmidos

Cordeiro et al.

pSTM709 Incl1, blacyy-s, AmpR, pndAC, conjugativo. 2013
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6.14.1 Determinacién del perfil de resistencia.
El perfil de resistencia de las cepas STM709, STM910 y STM23 se determiné con el
sistema automatizado VITEK2 Compact system (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia);
los resultados fueron interpretados de acuerdo a las guias CLSI. Los valores de
concentracién inhibitoria minima de las cepas (donantes, receptoras y
transconjugantes) se determinaron mediante Etest, de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

6.14.2 Identificacién del gen ampC.

La presencia de alelos ampC se determind mediante multiplex PCR (Pérez-Pérez et
al., 2002). Brevemente, dicho ensayo incluye seis pares de cebadores (Tabla 7)
separados en dos mezclas de reaccion distintas conteniendo 3 pares cada una.

Las mismas se prepararon de modo tal que la concentracion final de los reactivos fue:
[MgCl,]=1.5mM, [dNTPs];=0.2mM, [Cebadores]=0.6uM c/u.

Las condiciones de ciclado fueron: una etapa de desnaturalizacién de 3.5
minutos a 94°C seguida de 25 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 64°C durante 30
segundos y 72°C durante 1 minuto. El resultado de la PCR se visualizé mediante
electroforesis en agarosa 1% (p/v) en buffer TBE 0,5X y posterior tincién con bromuro
de etidio. La identidad de los productos de PCR se determiné mediante secuenciacion

de ambas hebras con los cebadores correspondientes al producto de amplificacion.

Tabla 7. Cebadores para la multiplex PCR para alelos ampC.

Blanco Cebador Secuencia (5'-3") Producto (pb)

MOX-1, MOX-2,  MOXMF GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT

CMY-1, CMY8 a 520
1 MOXMR CACATTGACATAGGTGTGGTGC
LAT-1 a LAT-4, CITMF TGGCCAGAACTGACAGGCAAA

CMY-2 a CMY- 462
7 BILA CITMR TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
DHAMF AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT

DHA-1, DHA-2 405
DHAMR CCGTACGCATACTGGCTTTGC

ACC ACCMF AACAGCCTGAGCAGCCGGTTA 246
ACCMR TTCGCCGCAATCATCCCTAGC
EBCMF TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG

MIR-1T, ACT-1 302
EBCMR CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT

FOX-1 a FOX- FOXMF AACATGGGGTATCAGGGAGATG 190
Sb FOXMR CAAAGCGCGTAACCGGATTGG
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6.14.3 Ensayos de conjugacion.
Para comprobar que el gen ampC se encontraba codificado en plasmidos se realizé
una variante del ensayo de conjugaciéon descrito por Shin et al. (Shin et al. 2009),
usando la cepa E. coli J53-2 (resistente a rifampicina) como receptora. A partir de
cultivos crecidos ON en caldo LB, se realizé una dilucion 1/100 en LB fresco y se
incubo en agitacion (200 RPM) a 37°C durante dos horas. Se agregaron 200 pl de
cada cepa donante (STM709 y STM910) a 2 ml de la cepa receptora y se incubo
estaticamente a 37°C durante tres horas. Posteriormente se plaguearon alicuotas de
10 ul y 100 ul de cada mezcla de conjugacion en agar McConkey lactosa
suplementado con 150ug/ml de rifampicina y 100ug/ml de ampicilina; asimismo se
plaguearon volumenes similares de la cepa recepotora y de ambas cepas donantes

como controles. Las placas fueron incubadas a 37°C durante toda la noche.

6.14.4 Caracterizaciéon plasmidica.

El tamafio de los plasmidos conjugativos se estimdé mediante tratamiento con la
nucleasa S1 (Fermentas, Life Sciences) y posterior electroforesis en campo pulsado
(Barton et al., 1995). Para ello se armaron bloques conteniendo 150ul de una
suspension ODggp=1.4, 7.5l de proteinasa K (20mg/ml) y 150ul de agarosa al 1% con
SDS 1%. Luego los bloques fueron dejados en buffer de lisis (50mM Tris, 50mM
EDTA, pH8, 1% sarcosina p/v, 0,1mg/ml proteinasa K) e incubados ON en un bafo a
55°C con agitacién. Luego, los bloques fueron sumergidos cuatro veces (15 min c/u)
en buffer TE 1X a 55°C con agitacién. Posteriormente, fueron incubados con 1U de
nucleasa S1 durante 45 min. a 37°C. La electroforesis en campo pulsado se realizé en
agarosa al 1% bajo las siguientes condiciones: pulso inicial=2.2 seg., pulso final=54.2
seg., campo eléctrico=6 V/cm, tiempo de corrida=18 horas. Finalizada la corrida
electroforética el gel fue tefiido con bromuro de etidio y los resultados se visualizaron
en un transiluminador UV. El tamafio aproximado de los plasmidos se obtuvo
extrapolando las distancias de migracibn en una curva realizada en papel
semilogaritmico.

El grupo de incompatibilidad plasmidico y la presencia de sistemas toxina-antitoxina se
determiné mediante PCR con cebadores previamente descritos (Carattoli et al., 2005;

Mnif et al., 2010), usando como molde ADN total de las cepas transconjugantes.

6.14.4.1 Extraccion del plasmido de resistencia pSTM709.
Luego de la caracterizacién parcial del plasmido codificante de blacyy.. de la

cepa S. Typhimurium STM709, se decidié secuenciar el mismo para determinar la
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existencia de otros genes que pudiesen explicar las alteraciones fenotipicas
observadas para dicha cepa.

La extraccion del ADN plasmidico se hizo usando el sistema comercial QIAGEN
Plasmid Maxi kit, siguiendo una modificacion del protocolo provisto por el fabricante.
Especificamente, a partir de un cultivo de 8hs en caldo LB se hizo una dilucion 1/500
en un litro de caldo LB, incubando ON a 37°C en agitacion. Luego de centrifugar, el
precipitado bacteriano fue resuspendido en 40ml del buffer P1 y se agregaron 40ml del
buffer P2, homogeneizando la mezcla por inversién e incubando a temperatura
ambiente durante 5min; posteriormente se agregaron 40ml del buffer P3 a 0°C, se
mezcld vigorosamente por inversion y se dejoé incubando en hielo durante 30min.
Luego de centrifugar dos veces a 20.000 X g, conservando el sobrenadante en ambas
instancias, se filtré la muestra usando 2 Maxicartridges provistos por el fabricante. El
ADN se precipité mediante la adicion a temperatura ambiente de 84ml de isopropanol
(0,7 volumenes), centrifugando luego la mezcla a 15.000 X g durante 30min y
descartando el sobrenadante. Se disolvié el precipitado de ADN en 500ul de buffer TE
(Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH8.0) y se llevé a un volumen final de 12ml con buffer
QBT; la solucion resultante de ADN fue pasada luego por una columna de afinidad
QIAGEN-tip 500 y lavada dos veces con 30ml de buffer QC. Posteriormente se eluyo
el ADN en 15ml de buffer QN precalentado y se lo precipitd con 10,5ml (0,7
volumenes) de isopropanol a temperatura ambiente. Luego de mezclar y centrifugar a
15.000 X g durante 10min. el precipitado fue lavado con 5ml etanol 70% y vuelto a
centrifugar bajo las mismas condiciones. Finalmente, el ADN se resuspendié en 200ul
de buffer EB (Tris-HCI, 10mM, pH8.5).

El rendimiento de la extraccion de ADN plasmidico se cotejé6 mediante cuantificacion
con Nanodrop y la pureza por electroforesis en agarosa 0,7% y tincion con bromuro de

etidio.

6.14.4.2 Secuenciacién y anotacién de pSTM709.

La secuenciacion del plasmido pSTM709 fue realizada en colaboracién con el
laboratorio Genia Geo (Zonamérica). Brevemente, el ADN plasmidico fue fragmentado
mediante digestion enzimatica generando fragmentos de aproximadamente 200pb
para la biblioteca de ADN. Posteriormente, se generé el molde mediante la
amplificacién de la biblioteca en el sistema lon One Touch (Life Technologies); el ADN
se cargo en un chip 314 (Life Technologies) y se secuencio en el sistema lon PGM
sequencer (Life Technologies). La informacion generada fue analizada en el servidor
Torrent (Torrent Suite 3.2.1), empleando ademas el plug-in Assembler 3.1.0 para el

ensamblaje de los reads. El analisis de la secuencia resultante fue realizado mediante
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los algoritmos BLASTn y BLASTx (http://blast.ncbi.nim.nih.gov), y Rfam

(http://rfam.sanger.ac.uk/search/sequence); la anotacion parcial de pSTM709 se hizo

con ayuda del paquete informatico Vector NTI Advance (TM) 11.0 © 2008 (Invitrogen

Corporation).

6.14.5 Tipificacion molecular de los aislamientos.
En virtud de que las cepas STM709 y STM910 presentaban patrones de resistencia a
antibioticos y perfil plasmidico similares, se analizé el parentesco genémico mediante

electroforesis en campo pulsado (PFGE) y multilocus sequence typing (MLST).

6.14.5.1 PFGE.

De modo similar a lo descrito en el apartado 6.14.4, se prepararon bloques de
agarosa con las cepas STM709 y STM910. Los mismos fueron incubados con 30U de
Xbal a 37°C durante 18 horas. Se us6 la cepa Salmonella enterica serovar Braenderup
H9812 como control y la corrida de campo pulsado se hizo de acuerdo a las guias
PulseNet (Swaminathan et al., 2001). Los resultados fueron interpretados de acuerdo
al criterio de Tenover y cols. (Tenover et al., 1995): aislamientos genéticamente
indistinguibles presentan el mismo numero de bandas y con el mismo tamafo
aparente; aislamientos cercanamente emparentados presentan diferencias de 2 6 3
bandas; aislamientos posiblemente emparentados difieren en 4-6 bandas; aislamientos

no emparentados presentan mas de 7 bandas diferentes.

6.14.5.2 MLST.
Paralelamente se caracteriz6 a STM709 y STM910 mediante multilocus
sequence  typing, de acuerdo a las instrucciones descritas en

http://mist.ucc.ie/mist/dbs/Senterica. Para ello se analiz6 mediante PCR vy

secuenciacion con cebadores para fragmentos internos de siete genes housekeeping
de S. enterica: thrA (aspartokinasa y homoserina deshidrogenasa), purk (fosforibosil
aminoimidazol deshidrogenasa), sucA (a-cetoglutarato deshidrogenasa), hisD
(histidinol deshidrogenasa), aroC (corismato sintasa), hemD (uroporfirinégeno Il

cosintasa) y dnaN (ADN polimerasa lll, subunidad f3).

6.14.6 Busqueda de genes de virulencia.
De acuerdo a lo publicado por Betancor y cols. (Betancor et al., 2010; Betancor et al.,
2009), se buscé mediante PCR la presencia de genes que codifican para efectores
secretados por sistemas de secrecion tipo Il (avrA, sopE), genes del plasmido de

virulencia de Salmonella (spvC, pefA), la isla genémica CS54 de S. Typhimurium
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(shdA, sivH) y genes de profagos (gogB, Sb41l). Como control interno se usaron

ademas cebadores especificos para invA (gen universal al género Salmonella).

6.14.7 Evaluacion del fithness de STM709 y STM910.
Los ensayos de movilidad, curvas de crecimiento e invasividad celular para las cepas
STM709 y STM910 se llevaron a cabo como se describié previamente para las
construcciones con blapxaes ¥ blavivz, con las siguientes modificaciones: las cepas
fueron crecidas en presencia de ampicilina 100ug/ml, sin el agregado de arabinosa, ni

diluciones del cultivo durante el desarrollo de las curvas de crecimiento.

6.14.8 Analisis del lipopolisacarido.
Como la cepa STM709 mostraba una tendencia a la autoaglutinacién, se decidi6
realizar un estudio del lipopolisacarido (LPS) tanto a STM709 como a STM910. La
extraccion del LPS se llevd a cabo modificando el protocolo descrito por Hitchcock y
cols. (Hitchcock and Brown, 1983). A partir de cultivos ON en caldo LB, se
centrifugaron 3ml de cada cepa por 10 minutos a 5000 RPM; los precipitados
bacterianos fueron resuspendidos en 150ul de buffer PBS y fueron mezclados con
75ul de buffer LPS-1 (Tris-HCI 0.1875M, pH6.8, SDS 6% (p/v), glicerol 30% (v/v)). Las
mezclas fueron calentadas a 100°C durante 5 minutos; se tomé una alicuota de 20ul
de cada mezcla y se agregaron 70ul de buffer LPS-2 (Tris-HCI 0.0625M, pH6.8, SDS
0.1% (p/v), glicerol 10% v/v, azul de bromofenol 0.1% (p/v)) y 20ul de proteinasa K
(10mg/ml). Las nuevas mezclas fueron incubadas ON a 55°C y calentadas a 100°C
previo a la corrida electroforética. La misma se realiz6 en un gel tricina con
poliacrilamida al 16% a voltaje constante (Schagger H, 2006). Los resultados se
visualizaron siguiendo un protocolo modificado de tincién con nitrato de plata (Tsai and
Frasch, 1982). Brevemente, una vez finalizada la corrida electroforética el gel de
poliacrilamida fue incubado ON con agitaciéon en una solucion de fijacion (25% 2-
propanol (v/v); 7% ac. acético (v/v)). Posteriormente, el gel fue enjuagado y lavado en
agitacion tres veces (10 min. c/u) con H.Omgq. Luego, el gel fue incubado durante 5
min. en una solucion de oxidacion (0.7% ac. peryddico (p/v)) y lavado como en el paso
anterior. La tincidon se realizé incubando el gel durante 5 min. en una solucién de
nitrato de plata (0.6% AgNO; (p/v); 0.0168M NaOH; 1.2% NH4OH (v/v)); luego de tres
lavados con H20mq, se sumergid el gel en una solucién de revelado (0.03%
formaldehido (v/v); 0.26mM &c. citrico) hasta la aparicién de bandas de LPS. El

proceso de revelado fue detenido transfiriendo el gel a una solucién de 7% ac. acético.
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6.14.9 PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR).
La cuantificacion de mARN para blacuy.2 se realizé de manera similar a lo descrito para
las construcciones con blaoxass ¥ blavimz, con las siguientes modificaciones: como
control interno se usé el gen normalizador icdA (isocitrato deshidrogenasa). EI mismo
no pudo ser usado antes dado que la induccion con arabinosa podia alterar la
expresion de icdA. Se parti6 ademas, de 1ug de ARN y se trabajoé con una dilucion
1/128 de cADN. Por otra parte, los cebadores usados fueron icdA-F: 5'-
TGGTATCGGTGTTGATGTCACTC-3’; icdA-R 5- CATCCTGGCCGTAAACCTGTGTG-
3 CMY2-F: 5'- CCGCCTGCTGCACTTAGCCA-3’; CMY2-R: 5'-
CCCGGAGTCCATTGCGGCTG-3. Como se describid previamente, en este caso
también se verificd que las eficiencias de amplificacién del gen normalizador y del gen
problema fuesen cercanas al 100% y similares entre si. Como control negativo se usé
ADNCc de la cepa STM23 cultivada bajo las mismas condiciones (sin ampicilina), el cual

no rindié producto de amplificacion con los cebadores para blacuy-o.

6.15 Andlisis estadistico.

El analisis estadistico de los resultados obtenidos en esta tesis fue realizado mediante
el paquete informatico SPSS 17.0 para Windows (IBM SPSS statistics). Las
comparaciones de las medias de valores obtenidos para cada cepa usada en los
ensayos de movilidad, crecimiento e invasividad, se hicieron mediante analisis de
varianza de un factor (ANOVA), usando la correccién de Bonferroni como test post
hoc. El estudio de la homogeneidad de varianzas se realizd mediante el test de
Levene. Teniendo en cuenta la heterocedasticidad en los resultados y la sensibilidad
del ANOVA a la misma, se aplicé el anadlisis de varianza de Welch (Welch B, 1951)
tomando a=0.05 como nivel de significancia. Adicionalmente se emple6 el programa
EXCEL 2003 (Microsoft ® Office Excel 2003 SP3) para la generacién de las graficos.
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7. RESULTADOS

Para llevar a cabo los objetivos planteados se dividio al trabajo en dos grandes partes:
I) Preparacién de las construcciones genéticas con los genes de interés y la
transformacion de la cepa de S. Typhimurium usada en este estudio. Para
ello se crearon construcciones genéticas usando dos “armazones” genéticos
distintos: por lado un vector de expresion, con un promotor inducible (de
modo de poder contar con una expresion regulable de dichos genes); por otra
parte, un plasmido “natural” obtenido a partir de un aislamiento de Salmonella
Derby de origen animal (para obtener una expresion constitutiva leve).
Posteriormente, nos centramos en analizar el comportamiento de las cepas
resultantes bajo diferentes condiciones in vitro para determinar si existia o no

un costo biolégico asociado a la sintesis de las B-lactamasas B o D.
II) Andlisis in vitro de alteraciones en el fitness de los aislamientos clinicos

vinculado a la sintesis de B-lactamasas de clase C.

PARTE |

7.1 Efecto de la expresion inducible de blayv2 Y blaoxass €n el fithess de S.
Typhimurium SL1344.

Se obtuvieron las construcciones con los genes blaywz ¥ blaoxass clonados en
pBAD22 bajo control del promotor inducible por arabinosa Pgap como se describioé en
la seccion Materiales y Métodos. Posteriormente se inactivd el gen bla endégeno del
pBAD22 para evitar interferencias entre las dos B-lactamasas presentes en las
construcciones resultantes. La verificaciéon de la induccién de blaymz ¥ blaoxass €n
presencia de arabinosa, se realizd6 mediante evaluacién del perfil de resistencia de la
cepa S. Typhimurium SL1344 transformada con las distintas construcciones y crecida
en presencia/ausencia de inductor. Posteriormente, se realizé también un analisis de
SDS-PAGE vy posterior tincién con Coomassie de extractos totales proteicos obtenidos
a partir de las cepas crecidas en presencia/ausencia de inductor. También se
realizaron analisis de gRT-PCR para cuantificar los niveles de mARN de ambos genes
en las correspondientes cepas crecidas en presencia/ausencia de inductor.
Finalmente, se realizaron los estudios de costo biolégico asociado a la expresion de
ambos genes mediante la evaluacion de distintas caracteristicas fenotipicas: aspecto
macro y microscopico de las cepas, velocidad de crecimiento, movilidad, y capacidad
de invadir células epiteliales humanas en cultivo. En los ensayos fenotipicos se utilizo
una concentracion de inductor no demasiado elevada (0,05%) para evitar saturar la

maquinaria de sintesis proteica.
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7.1.1 Perfil de resistencia.

Para evaluar el perfil de resistencia se realiz6 la lectura de los halos de inhibicién de
crecimiento en los distintos antibiogramas luego de 18hs de incubacién. Las cepas
resultantes mostraron, al ser inducidas, un fenotipo de resistencia acorde a los genes
clonados en tales plasmidos (Tabla 8). En tal sentido, la cepa LVR44 mostro
unicamente resistencia a kanamicina; por otro lado las cepas LVR45 y LVR46
mostraron ademas distintos niveles de resistencia a los B-lactamicos, en funcién de los
parametros cinéticos intrinsecos a cada B-lactamasa. Asi, OXA-66 confirid Unicamente
resistencia a ampicilina y cefalotina (una cefalosporina de primera generacién); estos
resultados concuerdan con el perfil descrito por Brown y cols., respecto a este tipo de
enzimas, es decir predominantemente penicilinasas sin actividad cefalosporinasa (a
excepcion de cefaloridina 6 cefalotina), y con hidrdlisis lenta de imipenem (Brown et
al., 2004). Por otra parte, la produccion de VIM-2 ademas de conferir resistencia a
ampicilina y cefalotina, mostroé actividad frente a los demas B-lactamicos ensayados en
el antibiograma. Ademas, en el antibiograma de la cepa LVR46 inducida se observo un
efecto sinérgico (dato no mostrado) entre los discos impregnados con EDTA y los
discos de carbapenems (imipenem y meropenem). Este efecto sinérgico corresponde
a la inactivacién de la metalo-B-lactamasa por el agente quelante de cationes

divalentes (Walsh et al., 2005), como se describid en la introduccion.

Tabla 8. Antibiogramas de las cepas transformadas con las construcciones en pBAD22::kan sin
inducir e inducidas con 0,05% Ara, respectivamente.

S/Ara Amp Kf Ctx Caz Imp Mem|0,05% Amp Kf Ctx Caz Imp Mem
Ara

SL1344 20 23 33 30 32 31 19 21 34 29 32 29

LVR44 21 23 31 28 31 30 20 22 32 28 30 29

LVR45 21 22 33 29 28 30 6 6 383 28 27 29

LVR46 20 22 30 26 26 27 6 6 21 23 20 24

Ara: L-arabinosa; Amp: Ampicilina; Kf: cefalotina; Ctx: Cefotaxime; Caz: Ceftazidime; Imp:
Imipenem; Mem: Meropenem. Las medidas de los halos de inhibicion se expresan en
milimetros.

7.1.2 Andlisis de la produccién de VIM-2 y OXA-66 mediante SDS-PAGE.

El estudio del perfil proteico de los distintos extractos crudos mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida mostré un incremento en la intensidad de una banda con un
tamafo aproximado a 28 kDa, compatible con la metalo B-lactamasa VIM-2 (peso
molecular tedrico: 28,3 kDa), en el extracto correspondiente a la cepa LVR46 inducida
respecto a la no inducida. Este incremento no se observa en el extracto de la cepa
LVR44 (Fig. 10).
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En el carril correspondiente al extracto de la cepa LVR45 inducida, no se aprecia la
aparicion o el aumento en intensidad de una banda compatible con el tamano predicho
para OXA-66 (peso molecular teérico: 30,6 kDA).

Esto indicaria o bien que en presencia del inductor dicha enzima no se esta

produciendo o que se produciria muy poco (no distinguible del perfil sin induccion).

LVR LVR LVYR LVR LVR LVR LVR
I-'D 4 44 44+ 45 45+ 46 48+ Figura 10. Coloraciéon con azul de
205 S p—— Coomassie de la corrida
13.? S . electroforética en poliacrilamida 15%
84 F === -~ - ... v de los extractos proteicos de S.
66 e S Typhimurium transformada con las
pe prr— distintas construcciones genéticas
5 = E — — i ' en ausencia y en presencia de 0,2%
45 de L-arabinosa. Carril 1: marcador
R J— = de peso molecular (Sigma Wide
gg b ] U == ! Molecular Weight Range); Carril 2:
= s S : o cepa LVR41; Carril 3: cepa LRV44;
Carril 4: cepa LVR44 inducida; Carril
24 5: cepa LVRA45; Carril 6: cepa
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7.1.3 Actividad enzimatica de los extractos proteicos.

El estudio de la actividad B-lactamasa mediante el método iodométrico mostré por un
lado que la insercion del gen aph(3’) dentro de la secuencia del gen bla presente en el
vector pBAD22 eliminé la actividad enzimatica de la proteina codificada por el mismo;
en tal sentido los extractos de S. Typhimurium transformada con pBAD22::kan (cepa
LVR44) crecida tanto en presencia como ausencia de inductor fueron incapaces de
hidrolizar la ampicilina presente en la placa de agar-almidén, mientras que la cepa
transformada con el vector sin modificar mostré actividad a los pocos minutos.

Por otra parte el extracto crudo de la cepa LVR46 en presencia de inductor mostré
una muy buena actividad B-lactamasa ya que produjo un halo de hidrélisis visible a
partir de los 30 segundos, aproximadamente, de comenzado el ensayo. El extracto
crudo de la cepa LVR45 en presencia de inductor también mostrd actividad enzimatica
aunque bastante mas lentamente que los otros extractos (Fig. 11). Al momento de
finalizado el ensayo (unos 30 minutos luego de sembrada la placa) los extractos
crudos correspondientes a las cepas LVR45 y LVR46 en ausencia de arabinosa
también comenzaban a mostrar un halo de hidrdlisis de ampicilina, debido a la
expresion residual del promotor Pgap aun en ausencia del inductor. Estos resultados
indican, por un lado induccién de la produccién de OXA-66 y VIM-2 por efecto del

agregado de L-arabinosa, y que VIM-2 se estaria produciendo en mayores niveles.
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Figura 11. Ensayo de actividad enzimatica mediante método iodométrico; se tomaron
imagenes cada 10 segundos hasta t=15 minutos, y posteriormente se capturé otra imagen a
los 30 minutos de comenzado el ensayo. Se sembraron 25 pg de proteinas de cada extracto
crudo. Como control negativo (C-) se utilizé el mismo buffer en el que se prepararon dichos
extractos. El simbolo + corresponde a los extractos de la cepas crecidas en presencia de
0,2% L-Arabinosa.

7.1.4 Determinacion de la sintesis de B-lactamasas mediante real-time PCR.

Dado que los extractos crudos de las cepas inducidas demostraron tener niveles
aparentemente mayores de VIM-2 que de OXA-66, decidimos verificar, de manera
indirecta, la sintesis de ambas enzimas mediante la técnica de real-time PCR
cuantitativa. Esta técnica nos permiti6 medir los niveles de mARN para dichos genes
en las cepas LVR42 y LVR43 en presencia o ausencia de inductor. En primera
instancia se evaluaron dos genes housekeeping como controles endégenos, icdA y
rADN 16S, contra los cuales normalizar la cantidad de mensajero de los genes de
interés. El primero mostré variaciones en su nivel de expresiéon entre las condiciones
de induccion y no induccion por lo que inicialmente se opt6 por el gen para el rARN

16S como control endégeno.
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Previo a aplicar el método 22T

se comprobdé que la PCR tanto para el control
enddégeno como para los genes blanco tuvieran eficiencias relativamente similares;
para ello se realizé un ensayo de PCR en tiempo real del control endégeno y de los
genes blanco usando como molde diluciones seriadas del cADN, con los mismos
cebadores y parametros descritos en la seccion materiales y métodos. Se grafico la
diferencia en el ciclo umbral (Ct) entre el control endégeno y los genes blanco en
funcion de la dilucion del cADN, y se trazé una curva de regresion lineal con lo valores
obtenidos (Fig. 12).

Hiciancia relativa OXA-G6/ARNr16S Eiciencia relativa VI -ZJARNIr165

-10

12 ¥ =0,0404Ln(x) - 15,436
R =0,0252

-14

ACGt
ACt

-16

y =0,1832Ln(x) - 12,431
R2=0,2941

0,001 0,010 0,100 0,001 0,01 0.1

-18

-20
dilucion dilucion

Figura 12. Calculo de las eficiencias relativas entre los cebadores del control endégeno y de
los genes problemas. Curvas de regresion lineal para la comparacion de la eficiencia de la
PCR con los cebadores para rARN 16S y blayy.2, y FARN 16s y blagxaee-

En todos los casos se realizé una curva de disociacion (melting curve) para verificar la
especificidad de los productos amplificados y descartar falsos valores de Ct por
formacion de dimeros de cebadores. Se cotejéo ademas el tamano de los amplicones
obtenidos durante la real-time PCR mediante electroforesis en agarosa al 2% (p/v) en
buffer TBE 0,5X. Los controles negativos (S. Typhimurium SL1344 wild type o la cepa
LVR41) no rindieron producto de amplificacién con los cebadores para blaoxass O
blayim2, 0 su amplificado se detectd al menos 30 ciclos mas tarde que las cepas

portadoras de las construcciones para blagxaes 0 blayim.2, como era de esperar.

Los resultados de la cuantificacion relativa de blagxa.ss ¥ blayim-2 usando el gen 16S
rARN como control enddgeno (Fig. 13A y 13B) indican que los niveles de mARN para
blaoxass Y blayim2 aumentan 576 y 788 veces, respectivamente en presencia de
arabinosa en relacion a los niveles observados en ausencia de inductor (Fig. 13B).
Ademas, se observan mayores niveles de mARN para VIM-2 que para OXA-66 tanto

en condiciones de induccion con arabinosa como de no induccién (Fig. 13A).
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Figura 13. Graficos correspondientes a los ensayos de cuantificacion relativa de los niveles de mARN
para los genes blaoxa-ss (azul) y blayim-2 (verde) en S. Typhimurium SL1344, usando el gen rARN 16S
como control endégeno. En la gréafica A) se muestran los niveles absolutos de mARN (Z'ACT) para
blaoxa-ss ¥ blavim-2 en ausencia (-) y presencia (+) de L-arabinosa, expresando los datos en escala
logaritmica. La grafica B) muestra el fold change (2'AACT), o el numero de veces que aumenta el
mARN en condiciones de induccion relativo a la ausencia del mismo. Se grafican promedios y desvios
estandar de tres experimentos independientes.

Sin embargo, estos resultados muestran una gran variabilidad entre los distintos
ensayos, por lo que se sospechd que podrian verse afectados por variaciones en el
numero de copias plasmidicas. Por lo tanto, se optd por usar el gen blargw.1 presente
en el vector pBAD22 como control enddégeno. Se disenaron primers especificos para
dicho gen y se verifico que la eficiencia de la PCR usando dichos primers fuese
cercana al 100%, asi como también que dicha eficiencia fuera similar a la de la PCR

para los genes blanco (Fig 14).

Eficiencia relativa bla pBAD/oxa Eficiencia relativa bla pBAD/vim

ACt
ACt

¥ = -0,0354 nx) - 94097 1 v = 0L0066Lnix] - 6.9403
-16 1 R?=0034 = - | R2=0,0019 .

0001 U,l]l1l] 0.10C 7 0.00° 0,610 0.100
dilucion dilucién

Figura 14. Curvas de regresion lineal para la determinacion de las eficiencias relativas

de gRT-PCR usando cebadores para el gen blargyw presente en el vector pBAD22

como control enddégeno y los genes blay.. ¥ blaoxa-es-

Finalmente, mediante ensayos de real-time PCR se logré cuantificar de manera
relativa los niveles de mensajero para OXA-66 y VIM-2 en las cepas LVR42 y LVR43,
respectivamente, bajo condiciones de presencia del inductor, en relaciéon a las mismas
cepas en ausencia del mismo (Fig. 15A y 15B). De este modo, mediante la aplicacion

22%CT se logré determinar que en presencia de inductor los niveles de

del método
mMARN para blaoxa.ss ¥ blayim2 aumentan 310 y 520 veces, respectivamente en relacion

a la ausencia de L-arabinosa (Fig. 15B). Se deduce ademas, que en condiciones de
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induccion los niveles absolutos de mARN para VIM-2 son aproximadamente 10 veces

mayores que los de OXA-66.

LVR42-  LVR42+ LVR43- LVR43+ LVR42 LVR43

Figura 15) Graficos correspondientes a los ensayos de cuantificacion relativa de los niveles de mARN
para los genes blaoxaes (azul) y blavim2 (verde) en las cepas LVR42 y LVR43, respectivamente,
usando el gen bla pBAD (blarem-1) como control endégeno. Al igual que en la figura 13, se muestran los
niveles absolutos de mARN (Z'ACT) para blaoxaes Y blavim2 en ausencia (-) y presencia (+) de L-
arabinosa (A) y el fold change (Z'MCT) (B). En el gréafico (A) los datos se expresan en escala
logaritmica, y los asteriscos indican una diferencia estadisticamente significativa de mARN entre el
estado inducido y no inducido, y entre los niveles absolutos de mARN para blaoxass Yy blavivz2. En
ambos casos, se arafican los promedios v los desvios estandar de tres experimentos independientes.

7.1.5 Efecto de la sintesis de B-lactamasas en la morfologia macroscoépica.

S. Typhimurium SL1344 WT no mostré alteraciones en su morfologia colonial tanto
cuando fue cultivada en medios sin arabinosa como con arabinosa. La cepa LVR41
desarrollé colonias de igual aspecto independientemente de la presencia o ausencia
del inductor; del mismo modo, no se observaron alteraciones en la morfologia colonial

de la cepa LVR42 aun en presencia del inductor (Fig 16A).

b e T .
Figura 16. A) Morfologia colonial normal de S. Typhimurium WT (también observada en las
cepas LVR41 y LVR42) y B) Morfologia macroscépica de la cepa LVR43, luego de 18
horas de incubacion en agar sangre suplementado con 0,05% Ara y ampicilina (100pg/ml).
Las flechas muestran algunas de las colonias con alteraciones en su morfologia.

Por otra parte, la cepa LVR43 en presencia de 0,05% de arabinosa desarroll6 dos

tipos de morfologia macroscopica, aquéllas de aspecto similar a la cepa salvaje
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(convexas, bordes netos y blancuzcas) y colonias achatadas, de bordes irregulares y

transparentes (Fig. 16B).

7.1.5.1 Efecto de la sintesis de B-lactamasas en la morfologia celular.
Durante la realizacion de las curvas de crecimiento, se tomaron alicuotas de cada
cepa en estudio a distintos tiempos durante la fase de crecimiento exponencial y a
tiempo final para evaluar la presencia de alteraciones en la morfologia microscépica
mediante microscopia de contraste de fase. En dicho estudio se vié que la induccion
de blayu.-2 en la cepa LVR46 daba lugar a células filamentadas, de aspecto lisado que
aquellas cepas expresando blagxa (LVR45), o los controles sin inserto (LVR44) y S.
Typhimurium SL1344 WT, sugiriendo defectos en la divisién celular y una mayor

susceptibilidad a la lisis osmoética de las primeras (Fig. 17).

Figura 17. Efectos de la sintesis de la metalo B-lactamasa VIM-2 en la morfologia
celular de S. Typhimurium SL1344. En la figura A) se aprecia el aspecto habitual de
dicho microorganismo en ausencia de inductor, bacilos cortos y de extremos
redondeados (flechas negras). Por otra parte, en presencia de inductor (figura B) los
bacilos se tornan filamentosos, de aspecto lisado y presentan zonas de opacidad en
sus extremos.

7.1.6 Efectos de la produccion de VIM-2 u OXA-66 en la movilidad bacteriana.

Las curvas de movilidad para las cepas transformadas con las distintas construcciones
se muestran en la figura 18.

Se desprende por un lado que el agregado de arabinosa al medio no altera la
capacidad de movimiento de la cepa salvaje ni de la cepa LVR44. Si bien pareceria
existir una diferencia en la movilidad de S. Typhimurium SL1344 WT en presencia o
ausencia de arabinosa, dicha diferencia no es estadisticamente significativa. En
oposicién a esto, la cepa LVR46 claramente mostré tener menor movilidad en
presencia de inductor. Esto sugiere que la la expresion inducida de VIM-2 tendria un
efecto negativo en la movilidad de S. Typhimurium (Fig. 18).

-57 -



Resultados

an D =l
o O o

m0,00%
m0,05%
00,10%

w A
o o

N
o

Halo de movilidad (mm)

—_—
o o

SL1344 LVR44 LVR45 LVR46

Figura 18. Grafico de movilidad en agar al 0,3% en funcién de distintas concentraciones de
L-arabinosa. Se comparan los halos de movilidad (en milimetros) a las 6 horas de
comenzado el ensayo para S. Typhimurium SL1344 WT, y las cepas LVR44, LVR45 Y
LVR46. Se graficaron las medias y los desvios de tres ensayos independientes. El asterisco
indica una diferencia estadisticamente significativa entre la movilidad para la cepa LVR46 y
las demas cepas. En el recuadro se muestra las distintas concentraciones de L-arabinosa.

7.1.7 Efecto de la expresion de VIM-2 y OXA-66 sobre la cinética de crecimiento
de S. Typhimurium SL1344.

Para evaluar si la sintesis de las B-lactamasas OXA-66 y VIM-2 afectaba el fithess de
S. Typhimurium en términos de velocidad de crecimiento, se realizaron curvas

midiendo la ODggo de cultivos en medio liquido a intervalos regulares (figura 19).

Figura 19. Curvas de
crecimiento para S.
Typhimurium transformada con
las distintas  construcciones
genéticas, en presencia y
ausencia del inductor. El grafico
A) esta en escala logaritmica y
se logra apreciar una pendiente
ligeramente menor para la cepa
que porta el gen blayu-2. En el
panel B) se muestran los datos
de la misma curva pero en
escala lineal. En la misma se
aprecia que en presencia de
inductor la cepa LVR46 alcanza
un estado estacionaro a una OD
mucho menor. Los valores de
ODeggo estan corregidos por los
distintos factores de dilucion. En
ambas instancias se muestra
una curva representativa de tres
ensayos independientes. En
ambos graficos el simbolo (+)
indica la presencia de inductor.

B)

ODsm

0 100 200 300 400 500
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Por una parte se vio que tanto la cepa control como las transformadas con el
pBAD22:kan y pLOS::kan, mostraron tiempos de duplicacion similares entre si tanto en
presencia como en ausencia de arabinosa (SL1344 = 25,7 + 0,6 min; LVR44 = 26,2 +
1,7 min; LVR44+ = 25,8 + 1,2 min; LVR45 = 26,4 + 1,3 min; LVR45+ = 25,9 + 1 min).
La cepa LVR46, por otra parte, mostré un tiempo de duplicacion mayor al resto,
aumentando ligeramente en presencia del inductor (LVR46 = 28,5 + 0,6 min; LVR46+
= 29,5 + 0,2 min). A pesar de que las diferencias en los tiempos de duplicacién no
parecen ser estadisticamente significativas, en los distintos ensayos se observé que
en presencia del inductor, la cepa LVR46 alcanzaba una fase estacionaria a una ODggg
menor que el resto de las cepas. Sin embargo en ausencia de arabinosa, la cepa

LVR46 mostré un comportamiento similar al de las otras cepas.

7.1.8 Efectos de la expresién de VIM-2 y OXA-66 en la invasividad de S.
Typhimurium SL1344.

Uno de los parametros comunmente evaluados en los estudios de fithess en
Salmonella es la capacidad de internalizarse en monocapas celulares (Morosini et al.,
2000; Hossain et al.,, 2004; O’'Regan et al., 2010), dado que la misma es un
determinante esencial para la virulencia de esta bacteria. En tal sentido, se realizaron
ensayos de invasividad en la linea celular Caco-2, con las cepas LVR43 y LVR42
inducidas y sin inducir; como control se incluyo la cepa S. Typhimurium SL1344 WT y
la cepa LVR41 (Fig. 20). Previamente, se comprob6 que S. Typhimurium SL1344 WT
o transformada con las distintas construcciones genéticas no se veian afectadas por el
medio de cultivo para células y que todas mostraban susceptibilidad frente a la

gentamicina usada para la eliminacion de bacterias extracelulares.

1 D0E+05
8,00E+04
6,00E+04

4,00E+04

UF C intracdulares

2,00E+04

0,00E+00 +

SL1344 LVR41 LVR41+ LVR42 LVR42+ LVR43 LVR43+

Figura 20. Ensayos de invasividad en Caco-2 de la cepa salvaje (SL1344) y transformada con
las distintas construcciones, en ausencia y presencia de inductor (+). Los datos se presentan
como numero de UFC intracelulares, graficando la media y el desvio estandar de la media. El
asterisco marca una diferencia estadisticamente significativa en la invasividad de la cepa
LVR43 e inducida en relacién a las otras cepas. Se muestran los promedios y desvios
estandar de tres ensayos independientes
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La cepa LVR43 cultivada en condiciones de induccién mostré un nivel de invasividad
significativamente inferior en relacion tanto a la misma cepa sin inducir como a las
demas, sugiriendo que la sintesis de la metalo-B-lactamasa VIM-2 interfiere con la
habilidad de Salmonella de inducir su propia internalizacién. Por otra parte, la
induccion de la expresién de OXA-66 no afectod significativamente la capacidad de S.

Typhimurium de invadir células Caco-2.

7.1.9 Efecto de la sintesis de OXA-66 y VIM-2 en la estabilidad plasmidica.

Como se menciond anteriormente, el potencial costo biolégico asociado a mecanismos
plasmidicos de resistencia a antibidticos puede deberse a la propia funcion de
resistencia, o estar ligado a la regulacion del plasmido. Como estos elementos
genéticos son transmitidos verticalmente durante la divisién celular podria esperarse
que la seleccién natural (en ausencia de antibidticos), atenue el costo biolégico o
favorezca el surgimiento de bacterias que hayan perdido el plasmido (segregacion). En
este sentido las cepas LVR44, LVR45 y LVR46 fueron cultivadas durante unas 23
generaciones en ausencia de seleccion por antibidticos y posteriormente fueron
sembradas en agar LB con y sin antibiético para evaluar si, en ausencia de presion de
seleccion, la expresiéon de OXA-66 6 VIM-2 alteraba la estabilidad plasmidica.

Como se muestra en la figura 21, tanto en presencia como en ausencia de inductor,
los plasmidos pBAD22::kan y pLO5::kan son mantenidos de manera estable en sus
respectivos hospedadores. Por el contrario, la induccion de la expresion de VIM-2, en
ausencia de seleccion con antibidticos, se ve acompanada de una pérdida del
plasmido en un 89% de la poblacion bacteriana. Esto sugiere que la expresion de esta
enzima es francamente desventajosa para S. Typhimurium en ausencia de presion de

seleccion por antibidticos.

140
120
100

Porcentaje de UFC

Glu Ara Glu Ara Glu Ara

LVR44 LVR45 LVR46

Figura 21. Ensayo de estabilidad plasmidica en ausencia de seleccién con
antibidtico. Se muestra para cada cepa, el porcentaje de bacterias que retienen
el plasmido (resistencia a kanamicina) en presencia y ausencia de inductor,
luego de 23 generaciones de crecimiento en medio no selectivo. Los valores
superiores al 100% serian atribuibles a variaciones en la técnica y no a factores
biolégicos
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7.2 Efecto de la expresion constitutiva de blayu- en el fitness bacteriano.

A pesar de que se realizaron multiples intentos de clonar el gen blapgxaes €n el
plasmido pST12, todos ellos fueron infructuosos, ya que las colonias obtenidas luego
de la transformacion en E. coli MC1061 portaban todas el plasmido original pST12 sin
la incorporacién del inserto.

Por otra parte, el cultivo de S. Typhimurium transformada con el plasmido pSTVIM en
TSA-sangre ovina mostré alteraciones en la morfologia colonial similares a las
observadas en en el apartado 7.1.5; ademas, el examen al microscopio de cultivos
liquidos en fase exponencial de la misma cepa mostré la presencia de células

filamentadas (datos no mostrados).

7.2.1 Perfil de resistencia.

A diferencia de S. Typhimurium SL1344 WT, el antibiograma de la cepa LVR48 mostro
una reduccion en el diametro de los halos de inhibiciéon de penicilinas, cefalosporinas y
carbapenems, lo que concuerda con el perfil hidrolitico de B-lactamasas de clase B
(Tabla 9). Mas aun, al igual que lo observado con la cepa LVR46, se pudo apreciar en
el antibiograma un efecto sinérgico entre los discos conteniendo carbapenems vy el

disco impregnado con EDTA (dato no mostrado).

Tabla 9. Antibiograma de las cepas transformadas con las construcciones en pST12.

Amp Kf Caz Citx Imp Mem
SL1344 20 16 20 25 25 27
LVR47 6 8 8 21 28 28
LVR48 6 6 6 6 16 15

Amp: Ampicilina; Kf: cefalotina; Ctx: Cefotaxime; Caz: Ceftazidime; Imp: Imipenem;
Mem: Meropenem. Las medidas de los halos de se expresan en milimetros.

Por otro lado, las diferencias observadas entre los antibiogramas de las cepas LVR48
y LVR47 corresponden a que la B-lactamasa TEM-144 codificada por esta ultima, si
bien es de espectro extendido, presenta un perfil marcadamente ceftazidimasa y

carece de actividad carbapenemasa.

7.2.2 Estudios de gRT-PCR.
Por otra parte también se midié la produccion constitutiva de VIM-2 en la cepa
transformada con el plasmido pSTVIM (cepa LVR48), usando el método del 2T, Al

carecer en este ensayo de la condicion calibradora (la represion de blayw.2) se grafico
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el valor 2T en lugar del fold change (2*°T); como controles negativos se usé cADN
de S. Typhimurium SL1344 WT y la cepa LVR47, los cuales no rindieron amplificacion
con los primers para blay.2, como era de esperar. El ensayo de PCR en tiempo real
mostro la presencia de mARN para blayw. en la cepa LVR48 (Fig. 22), aunque en
menores niveles que en la cepa LVR43. Esta diferencia se explica porque en el
plasmido pSTVIM, blayu.2 esta bajo control del promotor P3, reportado por Goussard y
cols. como un promotor débil (Goussard et al., 1999).

1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00
1,00E01
1,00602
1,00E03
1,00E04
1,00E05

2401

LVR42+ LVR43+ LVR48

Figura 22. Cuantificacion de niveles de mARN de blayu.. de la
cepa LVR48. Se muestra para su comparacion, el 274eT para el
mMARN obtenido de las cepas LVR42 y LVR43 (+). Se grafica la
media de tres ensayos independientes y sus respectivos desvios
estandar.

7.2.3 Ensayos de movilidad.

La expresion constitutiva de blayu.. en la cepa LVR48 también demostrd ejercer un
efecto negativo en la movilidad de S. Typhimurium; dicho efecto no seria atribuible a la
presencia del plasmido, ya que la cepa LVR47 demostré tener el mismo nivel de
movilidad que S. Typhimurium SL1344 WT (Fig. 23); esto sugiere que la expresién de

blayu.2 trae aparejado un mayor costo bioldgico que la expresion de blatgm.144.

Movilidad (mm)

cndal8R88EE3

SL1344 LVR47 LVR48

Figura 23 Grafico comparativo de movilidad en agar 0,3% para S.
Typhimurium SL1344 WT vy las cepas LVR47 y LVRA48, luego de 6 horas de
incubacion. Se graficd la media de tres ensayos independientes con sus
respectivos desvios estandar. El asterisco indica una diferencia
estadisticamente significativa en la movilidad de la cepa LVR48 con
respecto a las otras cepas.
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7.2.4 Cinética de crecimiento.

De manera similar a lo ocurrido con la cepa LVR46, la expresién constitutiva del gen
blayim.2, clonado en un plasmido natural (pSTVIM), demostré afectar negativamente la
capacidad de multiplicarse de S. Typhimurium SL1344 (cepa LVR48). Los valores de
ODeggo Obtenidos para esta cepa fueron significativamente menores a los registrados
para S. Typhimurium SL1344 WT y para la cepa LVR47. Curiosamente, luego de unas
cinco horas de incubacioén, la cepa transformada con pSTVIM mostraba un punto de
inflexion en su curva de crecimiento, tal que a tiempo final dicha cepa presentaba
valores de ODgg similares a los de S. Typhimurium SL1344 WT, sugiriendo que el

plasmido pSTVIM podria estar “perdiéndose” en la poblacién bacteriana (Fig. 24).

40
Figura 24. Curva de

35 crecimiento para la cepa

20 ——5L1344 LVR48 (productora
= LVR47 constitutiva de VIM-2),
25 LWR48 comparada con S.

Typhimurium SL1344 WT y la
cepa LVR47 (productora
constitutiva de TEM-144). Los
valores de ODgypo estan
ajustados por las diluciones.
Se grafica el resultado de tres
experimentos independientes.
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7.2.5 Invasividad en células Caco-2.

Se determiné si la sintesis constitutiva de la B-lactamasa VIM-2 afecta la capacidad de
S. Typhimurium de invadir la linea celular Caco-2. Como controles se incluyé la cepa
S. Typhimurium SL1344 WT y su isogénica con el plasmido natural pST12 (LVR47).

La cepa LVR48 mostré una reduccién significativa en su capacidad de invadir la
monocapa celular respecto a los controles; en términos comparativos dicha cepa fue

un 70% menos invasiva que S. Typhimurium SL1344 WT (Fig. 25).
1600 Figura 25. Ensayos de
invasividad en Caco-2 para las
cepas S. Typhimurium SL1344
WT, LVR47 y LVR48. Los datos
se presentan como el numero
de UFC intracelulares
recuperadas relatvo a S.
Typhimurium SL1344 WT. Se
graficéd la media de valores de
tres ensayos independientes y
el desvio estandar de la misma.
El asterisco indica una
SL1344 LVR47 LVR48 diferencia estadisticamente
significativa entre el numero de
UFC intracelulares de la cepa

LVRA48 y los controles.

40,0

UFC intracelulares
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RESULTADOS PARTE Il

Los resultados parciales correspondientes a la segunda parte de la presente tesis

fueron recientemente aprobados para su publicacion en “Journal of Global
Antimicrobial Resistance” (Elsevier, ISSN: 2213-7165) (Anexo V).

7.3 Estudios de fitness en Salmonella productora de CMY-2.

Los aislamientos clinicos de S. Typhimurium STM709 y STM910 fueron obtenidos a
partir de nifios con diarrea, internados en centros de cuidados terciarios en Montevideo
en julio de 2009 y setiembre de 2010, respectivamente. Ambos aislamientos
presentaron un perfil de resistencia compatible con la presencia de una enzima de tipo
AmpC plasmidica. Por otro lado, la cepa STM23 usada como control corresponde a un
aislamiento clinico de S. Typhimurium identificado a partir de un caso de diarrea, pero

a diferencia de las primeras, presentaba susceptibilidad a los B-lactamicos.

7.3.1 Perfil de resistencia.

Las cepas STM709 y STM910, asi como sus respectivos transconjugantes, mostraron
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion (cefotaxime y ceftazidime),
cefamicinas (cefoxitin) y combinaciones de aminopenicilinas con inhibidores de -
lactamasas (amoxicilina-acido clavulanico), siendo sensibles frente a cefalosporinas de
cuarta generacion (cefepime), carbapenems, quinolonas (acido nalidixico,
ciprofloxacina) y sulfonamidas (trimetoprima-sulfametoxazol). Por otra parte la cepa
STM23 se mostré sensible frente a todos los antibidticos anteriormente mencionados
(tabla 10).

Tabla 10. Perfil de sensibilidad de los aislamientos productores de CMY-2, de los respectivos
transconjugantes y de la cepa receptora E. coli J53-2.

STM709 STM910 TcSTM709 TcSTM910  STM23 J53-2
CIM (ug/ml)

CTX® 32 16 4 8 0,06 0,125
CAZ® 48 32 16 16 <0,016 0,038

@ Cefotaxime; ° Ceftazidime

7.3.2 Caracterizacion de blacyy-».

Tanto STM709 como STM910 generaron productos de amplificacién de 426pb con los
cebadores CITMF/CITMR. La secuenciacién de dichos amplicones revelo la presencia
de un gen del tipo blacuy». Posteriores ensayos de PCR usando combinaciones de

cebadores para secuencias de insercion y CITMF o CITMR, mostraron que blacyy.. se
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encontraba corriente debajo del elemento genético ISEcp1, resultado similar al de

anteriores publicaciones (Mata et al., 2012).

7.3.3 Estudio de pladsmidos portadores de blacyy.».

Los transconjugantes obtenidos a partir de ambas cepas (designados TcSTM709 vy
TcSTM910) mostraron el mismo patron de resistencia que las cepas donantes (tabla
9); el pasaje de blacuy.2 se confirmé mediante PCR. El analisis mediante tratamiento
con nucleasa S1 y posterior PFGE mostré que las cepas donantes como los
transconjugantes compartian un plasmido con un tamafo aproximado de 85 kb (Fig.
26). Los plasmidos portados por los aislamientos STM709 y STM910 se denominaron
pSTM709 y pSTM910 respectivamente. Ambos plasmidos pertenecen al grupo de
incompatibilidad Incl1 y presentaron, por PCR, un unico sistema toxina-antitoxina,

especificamente pndAC.

Te Te
88 SL1344 STNTOZ STM709 ATMGST0 STMHO

1135

Figura 26. Tratamiento con nucleasa S1 y
668.9

posterior electroforesis en campo pulsado. Las
flechas indican los plasmidos pSTM709 vy
pSTM910 transferidos mediante conjugacion.
El tamafo de los plasmidos se estimé
graficando la distancia de migraciéon en papel
semilogaritmico. SB: Cepa de referencia
Salmonella enterica ser. Braenderup H9812
tratada con Xbal; el tamano de las distintas
bandas se expresa en kilobases. TcSTM709 y
TcSTM910: transconjugantes de las cepas
STM709 y STM910, respectivamente.

4527
398.4

336.5
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7.3.3.1 Analisis de la secuencia nucleotidica del plasmido pSTM709.

El estudio de secuenciacion de pSTM709 mostré que dicho plasmido posee un tamafo
de 99184pb (Fig. 27). El mismo presenta un 99% de identidad nucleotidica con
respecto a pCVM29188 101, un plasmido de 101Kb obtenido de un aislamiento de
Salmonella enterica serovar Kentucky de origen aviar (Fricke et al., 2009), pero a
diferencia de este ultimo carece de la secuencia de insercion 1S66. El analisis
preliminar de pSTM709 muestra que dicho plasmido posee aproximadamente 96
secuencias codificantes. La anotacion parcial de las secuencias codificantes presentes

en pSTM709 se muestra en el Anexo Il.
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Figura 27. Representacion circular del plasmido pSTM709. Se muestran todas las secuencias codificantes
halladas, agrupadas en distintos colores seguin su funcién predicha: transferencia (verde oscuro); Pili de
transferencia tipo IV (azul); bloque de resistencia (gris); sistemas de toxina-antitoxina (amarillo); proteinas

hipotéticas (negro); particion (violeta); origen de transferencia (marrén); transposones (celeste);
produccion e inmunidad a la colicina (naranja) y miscelaneos (rojo).

Topograficamente podemos dividir a pSTM709 en un bloque de genes para la
transferencia por conjugacién perteneciente a sistemas de secrecion de tipo 1V,
ademas posee el operon pil encargado de codificar para el pilus de conjugacion, y

genes involucrados tanto en la particién de copias entre células hijas (parABM) como

- 66 -



Resultados

en el mantenimiento del plasmido en la poblacién (sistemas toxina-antitoxina); en este
sentido, el monitoreo inicial por PCR indicdé unicamente la presencia de los genes
pndAC, sin embargo el analisis de la secuencia de pSTM709 mostré la existencia de
otros sistemas de adiccion como ccdAB, yacABC y curiosamente, solo el componente
sok del sistema hok/sok.

El bloque de resistencia a los antibioticos esta compuesto por el elemento transponible
ISEcpl-blacuy-2-blc-sugE que confiere resistencia a p-lactamicos de tercera
generacién y a compuestos de amonio cuaternario. Este modulo ha sido reportado
previamente en diversas especies dentro de la familia Enterobacteriaceae (Su et al.,
2006), pudiendo tratarse de un evento de diseminacion de un mismo plasmido o de

dicho elemento transponible en distintos esqueletos genéticos.

7.3.4 Tipificacion molecular de STM709 y STM910.

Los estudios de tipificacion molecular por MLST mostraron que las cepas STM709 y
STM910 pertenecen al secuenciotipo 19 (perfil alélico: 10, 7, 12, 9, 5, 9, 2); por otra
parte el estudio de campo pulsado indic6 que ambas cepas diferian un 37% en su
patron de bandas (Fig. 28).

Figura 28. Electroforesis en campo
pulsado de las cepas STM709 vy
STM910. Carriles 1 y 4: S. Braenderup
HO9812; carril 2: S. Typhimurium
STM709; carril 3: S. Typhimurium
STM910.

7.3.5 Busqueda de factores de virulencia.

La busqueda de genes de virulencia arrojé resultados dispares entre las cepas
STM709 y STM910; si bien ambas dieron resultados positivos para avrA, gogB y shdA,
solo STM709 presenté el gen sivH a diferencia de STM910 que albergaba a los genes

spvC, pefA, sopE y sb4l (Tabla 11). La ausencia de spvC y pefA sugiere que la cepa
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STM709 podria carecer del plasmido de virulencia de S. Typhimurium (Rychlik et al.,
2006).

Tabla 11. Genes de virulencia de los aislamientos productores de CMY-2 y de la cepa STM23

Genes de virulencia STM709 STM910 STM23 Blanco
spvC - + + . . .
Plasmido de virulencia
pefA - + nd
avrA + + + SPI-1
SopE - + - SopE® (SPI-1)
sivH + - nd )
Isla gendmica CS54
shdA + + nd
gogB + + + Gifsy-1
Sb41 - + + ¢SE20

nd: no determinado.

7.3.6 Estudios de movilidad.

La cepa STM709 mostré6 un nivel significativamente menor de movilidad en
comparacion con la cepa STM910 y las cepas de referencia SL1344 y STM23,
reflejado por un halo de movilidad aproximadamente 80% mas pequefo luego de 6
horas de incubacién en agar semisélido (Fig. 29). Por microscopia de contraste de
fase se observo que la cepa STM709 poseia un fenotipo autoagregativo (Fig. 30);
dado que el mismo podria afectar la movilidad, previo a los ensayos de motilidad, la
cepa STM709 fue centrifugada y cuidadosamente resuspendida con micropipeta para
garantizar la disgregacion de posibles agregados, confirmado por microscopia de
contraste de fase. En este sentido, los resultados de movilidad fueron iguales con o sin

disgregacion previa.

Ensayos de movilidad en agar 0,3%

80
— 50
E
£ 40
g 30 -
e %
= 10 —7 E—

0 T T T 1
SL1344 STM23 STM709 STMS10

Figura 29. Resultado de los ensayos de movilidad para los aislamientos productores
de CMY-2. Se grafico la media + el desvio estandar de tres ensayos independientes.
El asterisco indica una diferencia estadisticamente significativa entre los valores de
movilidad obtenidos para STM709 y las demas cepas.
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En relacién a las curvas de crecimiento, no se constataron diferencias significativas
entre las cepas STM709 y STM910 (datos no mostrados).

| Figra 30. Micrfotograﬁa 400X de cultivos -exponenciéles en mdios liquidos la
cepa control S. Typhimurium SL1344 (A), y de la cepa STM709 exhibiendo formacién
de los acumulos celulares (B).

7.3.7 Estudios de Invasividad.

Los ensayos de invasividad en Caco-2 mostraron que la cepa STM709 fue
significativamente menos invasiva que la cepa STM910 y las cepas de referencia
SL1344 y STM23 (Fig. 31).

1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
U400
0,200
0,000

% delindculo inicizl

SL1344 SThi23 STMY09 STMa10

Figura 31. Ensayos de invasividad en Caco-2 para las cepas portadoras de

blacmy2 (STM709 y STM910) y los controles (SL1344 y STM23). Los

resultados estan expresados como porcentaje del indculo inicial. Se grafico la

media + el desvio estandar de dos ensayos independientes. El asterisco

indica una diferencia estadisticamente significativa entre la invasividad de

STM709 y las demas cepas.
Para corroborar que la formacion de acumulos no interferia con la capacidad invasiva
de STM709, el inéculo bacteriano fue centrifugado y resuspendido previo a la infeccion
de la monocapa; la disgregacion bacteriana se confirmé mediante microscopia de
contraste de fase. No se encontraron diferencias de invasividad entre los indculos de

la cepa STM709 con o sin disgregacion previa.

-69 -



Resultados

7.3.8 Analisis del LPS.

En virtud del fenotipo autoagregativo de la cepa STM709 se evalud la morfologia del
LPS de los aislamientos en este estudio. El andlisis del LPS en gel de poliacrilamida
tefido con AgNO; mostré que la cepa STM910 presentaba un perfil idéntico en
comparacion con SL1344 y STM23. Por el contrario, STM709 mostrd Unicamente

bandas de bajo peso molecular, dato consistente con el fenotipo “rugoso” (Fig. 32).

Figura 32. Perfil del LPS de las
cepas productoras de CMY-2. 1:
cepa de referencia SL1344; 2:
cepa de referencia STM23; 3: S.
Typhimurium STM709; 4: S.
Typhimurium STM910; 5: LPS de
Salmonella  (Sigma-Aldrich;  St.
Louis, Missouri); 6: marcador de
peso molecular pretefiido.

7.3.9 Estudios de gRT-PCR.
Como la cepa STM709 mostrd tener niveles mas bajos de movilidad e invasividad,
pero niveles mas elevados de CIM frente a antibiéticos pB-lactdmicos, en comparacion
a la cepa STM910, se evaluaron los niveles de expresion génica de blagyy.2 de ambos
aislamientos. En este sentido, el Cr obtenido para blacuy2 fue normalizado con el Ct
obtenido para el gen housekeeping icdA en cada muestra, resultando en el ACT
(AC1=Cricar-Cremy-2). Luego se calculd y se grafico el valor 2°" para cada muestra.
Teniendo en cuenta que para este ensayo no existia una condicidon de calibrado, se
grafico el valor 2°°T en lugar del 2**°T usado cominmente. El analisis de qRT-PCR
revelé que los niveles de mARN de blacuyy.. eran unas 2.6 veces mas bajos para
STM910 en comparacion con STM709 (Fig. 33), siendo esta diferencia
estadisticamente significativa.
Figura 33. Cuantificacién
* de niveles de mARN de
i { blacyy.. El ARN total de
0.204 STM709 y STM910 se
obtuvo de cultivos en fase

exponencial tardia, y los
niveles de transcripto de

g blacmy-2 se midieron
w mediante qRT-PCR. Se
grafic6 la media *= el
desvio estandar de 22°7
% de 5 réplicas en dos
: ensayos independientes.

STM910
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8. DISCUSION

Trabajos previos han abordado el estudio del costo biolégico que implica la expresion
de resistencia a antibidticos p-lactamicos en enterobacterias. Morosini y cols.
demostraron que la introduccidn de un plasmido portando el gen ampC de
Enterobacter cloacae en una cepa de S. Typhimurium redujo su tasa de crecimiento en
medios de cultivo y su invasividad en células MDCK. En el mismo estudio se vio
también que cuando ampC es co-transferido con ampR, que codifica para un represor
de la expresion de ampC, el costo biolégico se ve aliviado, sugiriendo que la
sobreexpresion de este gen es deletéreo para Salmonella (Morosini et al., 2000). Por
otra parte, otro grupo de trabajo report6 la reduccién en el fithess de una cepa de E.
coli transformada con un plasmido que codifica para SME-1, una B-lactamasa de clase
A con actividad sobre carbapenems (Marciano et al., 2007), el grupo de B-lactamicos
con mayor espectro de actividad dentro de esta familia de antibiéticos (Papp-Wallace
etal., 2011).

Mas recientemente, en un trabajo publicado en el afio 2012, el grupo de Fernandez y
cols. abordé el estudio del efecto de la expresion de B-lactamasas de clases A, B, Cy
D sobre la composicion del peptidoglicano y el fithess de una cepa de laboratorio de E.
coli no patdégena (Fernandez et al., 2012). Estos autores concluyen que la expresion
de OXA-24, OXA-tipo-10 y SFO-1 (pero no de TEM-1, TEM-29, CTX-M-32, CTX-M-8,
CTX-M-2, CTX-M-14, VIM-1 6 FOX-4) genera cambios en la composicion del
peptidoglicano y afectan el fitness bacteriano.

Si bien otros grupos de trabajo han estudiado el costo biolégico asociado a la
expresion de pB-lactamasas en Salmonella, particularmente para enzimas de tipo
AmpC, esta tesis constituye el primer trabajo tendiente a evaluar las posibles
alteraciones como resultado de la expresion de metalo-p-lactamasas o de oxacilinasas

en este importante patdégeno.

El primer objetivo de la presente tesis de maestria consistié en evaluar el posible costo
biolégico de la expresion de p-lactamasas de clase B o D usando como modelo al
microorganismo enteropatdogeno Salmonella enterica serovar Typhimurim. Para ello se
siguieron dos estrategias diferentes, por un lado la sintesis de tales enzimas a partir de
un vector de expresién inducible y por otro la producciéon de las mismas usando como
esqueleto genético un plasmido “natural” obtenido a partir de un aislamiento ambiental
de Salmonella enterica serovar Derby. En este sentido, se logrd clonar los genes
blayim2 Y blaoxass €n el vector de expresion pBAD22 y llevar a cabo las actividades

planificadas en este trabajo. Por el contrario, los multiples intentos de clonar blagxa.s
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en el plasmido natural pST12 resultaron infructuosos por lo que el efecto de la sintesis
constitutiva de p-lactamasas solo pudo ser evaluada para VIM-2. Una posible
explicacion para la imposibilidad de obtener el plasmido pST12 portando el gen blaoxa-
e6 €N lugar de blarem-144 €S que el nivel de expresion de la primera o su actividad -
lactamasa fueran insuficientes para determinar el fenotipo de resistencia requerido
para seleccionar los clones transformantes (seleccidon que se hizo en presencia de

ampicilina).

Por otra parte, si bien inicialmente no estaba contemplado en los objetivos de este
proyecto, durante la fase experimental del mismo recibimos un par de aislamientos
clinicos de S. Typhimurium portando una B-lactamasa de clase C (blacuy-2) plasmidica;
dichos aislamientos mostraron comportamientos dispares, uno demostré ser poco
invasivo y tener poca movilidad mientras que el otro se comportaba de manera similar
a las cepas usadas como control. De este modo, se decidi6 profundizar en la
caracterizacion de los plasmidos portados por ambos aislamientos, en el estudio de la

expresion de CMY-2 y del posible costo biolégico impuesto por la misma.

8.1 Costo bioldgico de la expresion de VIM-2 y OXA-66.

Para estudiar el posible costo biolégico asociado a la sintesis inducida de
pB-lactamasas de clase B y D, se clonaron los genes que codifican para las enzimas
VIM-2 y OXA-66 en el vector pBAD22. Los genes insertados en este plasmido quedan
bajo el control del promotor Pgap del operdn arabinosa, por lo que la expresién del
inserto se induce por el agregado de dicho azucar.

Los estudios realizados tanto en medios inertes como en la linea celular Caco-2
mostraron una disminucién significativa en el fitness de S. Typhimurium asociada a la
induccién de la expresién de VIM-2. Esto se vio reflejado en una menor tasa de
crecimiento, menor movilidad y menor invasividad que los controles (cepa WT y
transformada con el vector sin inserto), ademas de alteraciones en la morfologia
celular. Si bien la propia presencia del plasmido podria ocasionarle un costo biolégico
a la bacteria portadora debido a las funciones de mantenimiento plasmidico, este no
es el caso dado que la presencia del vector sin inserto o portando el gen blapgxaes NO
trajo aparejados efectos negativos detectables sobre el fithess bacteriano, en
comparacion con la cepa de referencia. Asimismo, muchos de los estudios fenotipicos
llevados a cabo en la presente tesis fueron realizados en ausencia de antibiéticos f3-

lactamicos por lo que los efectos negativos observados sobre el fithness bacteriano no
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se pueden adjudicar a efectos detrimentales de dichos antibiéticos sobre la pared
celular.

La produccion de OXA-66 en Salmonella no se vio acompafada de alteraciones en los
distintos parametros registrados. Hay varias posibles explicaciones para los distintos
efectos observados en Salmonella como consecuencia de la produccion de VIM-2 u
OXA-66, las cuales no son excluyentes entre si. Por un lado, el analisis de SDS-PAGE
de los extractos proteicos de cepas expresando una u otra B-lactamasa (Fig. 10), asi
como también los experimentos de cuantificaciéon de los niveles del mARN para ambos
genes luego de la induccion con arabinosa (Fig. 13), indican que VIM-2 se esta
produciendo en mayor nivel que OXA-66. Una causa detras de la diferente produccion
de ambas enzimas podria ser el sesgo en el uso de codones. La secuencia
nucleotidica empleada por un organismo para codificar una proteina determinada a
menudo difiere de la secuencia usada por otro organismo para codificar la misma
proteina (Gustafsson et al., 2004); los codones empleados para cada aminoacido
pueden variar entre distintos microorganismos en funcién del repertorio de tARN,
afectando la sintesis proteica en funcion de la disponibilidad de los distintos aminoacil-
tARN, demorando o deteniendo la translocacién del ribosoma en presencia de
codones “raros” (Botzman et al.,, 2011; Shabalina et al., 2013). En este sentido, la
mayor frecuencia de codones “raros” para Salmonella en blapxa.ss €n relacion a blaym.
2, podria repercutir en mayores dificultades a la hora de traducir en proteinas la

primera (Anexo lll, Fig. A3.1).

Por otro lado, se estudié la actividad B-lactamasa de VIM-2 y OXA-66 en S.
Typhimurium SL1344 mediante antibiograma por disco difusion y mediante método
iodométrico a partir de extractos crudos de cepas inducidas versus no inducidas. En
este sentido, en ausencia del inductor la cepa productora de VIM-2 mostré el mismo
perfil de resistencia que los controles mientras que en presencia de arabinosa dicha
cepa se mostr6 mas resistente a las cefalosporinas de tercera generacion,
evidenciandose incluso la ampliacion de los halos de inhibicién de crecimiento por
efecto sinérgico con EDTA (Tabla 7). Por el contrario, la cepa productora de OXA-66
en presencia de arabinosa, solo mostré resistencia a ampicilina y cefalotina,
manteniendo el perfil de sensibilidad frente a cefalosporinas de tercera generacion y
carbapenems. El extracto proteico de dicha cepa mostro tener cierta actividad -
lactamasa, aunque mucho menor que la mostrada por el extracto de la cepa
productora de VIM-2 (Fig. 11). El resultado del antibiograma y el del ensayo por
método iodométrico para la cepa productora de OXA concuerdan con datos publicados

previamente; en este sentido OXA-66 es una enzima con un perfil hidrolitico acotado,
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incapaz de hidrolizar cefalosporinas y con propiedades cinéticas atipicas para el grupo
al cual pertenece, es decir lenta hidrélisis de oxacilina, cloxacilina e imipenem (Brown
et al., 2005). Esta hidrdlisis lenta se deberia a una constante de Michaelis (K.,) baja
para dichos antibiéticos, indicativo de una muy elevada afinidad de la enzima por el
sustrato y por ende una baja tasa de recambio enzima-molécula de antibidtico. En
virtud de lo anterior, se desconoce la contribucion exacta de este tipo de p-lactamasas
al fenotipo de resistencia (Poirel et al., 2010).

Por otra parte, otros autores, en el marco de un trabajo con cepas de A. baumannii,
han propuesto que si bien las enzimas derivadas de OXA-51/0OXA-66 muestran una
actividad carbapenemasa débil, la insercion corriente arriba de un promotor fuerte
podrian, hiperproduccion mediante, derivar en resistencia a carbapenems (Hu et al.,
2007). Los ensayos de gRT-PCR llevados a cabo en el presente trabajo mostraron que
la expresion de OXA-66 aumentaba mas de 300 veces en la cepa inducida en relacion
a la cepa sin inducir; a pesar de ello el antibiograma de la cepa productora de OXA-66
no mostro resistencia frente a imipenem o meropenem (tabla 7).

Todos estos resultados apuntan por tanto a que, en el modelo utilizado (S.
Typhimurium como hospedador y pBAD22 como vector de expresion), la produccién
de VIM-2 es mayor que la de OXA-66, y a su vez, la actividad hidrolitica de la primera
es mas eficiente que la de la segunda, ambos factores que podrian contribuir al
distinto costo biolégico generado por la expresién de una u otra p-lactamasa. Seria
interesante determinar si la actividad enzimatica de VIM-2 cumple un rol en el efecto
deletéreo observado, mediante el analisis del fithess de cepas expresando mutantes

puntuales de esta enzima cataliticamente inactivos.

Nuestros resultados difieren con los datos obtenidos por Fernandez y cols. (Fernandez
et al., 2012). Como ya mencionamos, en dicho trabajo se evidenci6é que la expresion
de las B-lactamasas OXA-10-like, OXA-24 y SFO-1 en E. coli generaba cambios en la
composicion del peptidoglicano y traia aparejado un costo bioldgico para dicho
microorganismo. Este costo bioldgico se evidencid por un menor crecimiento de las
cepas expresando OXA-10-like, OXA-24 y SFO-1 respecto a la cepa portando el
vector vacio en ensayos de competicion tanto en LB como en el modelo murino de
infeccidn intraperitoneal. Por otra parte, la expresion de VIM-1 no se vio acompanada
de efectos deletéreos. Dejando de lado que el costo biolégico fue evaluado tomando
en cuenta distintos parametros (p.ej. invasividad en células epiteliales, velocidad de
crecimiento y movilidad en nuestro trabajo versus crecimiento en LB o en los érganos

de un raton en ensayos de competicion frente a la cepa control en el trabajo de
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Fernandez y cols.), dos posibles razones podrian explicar las diferencias encontradas

entre esta tesis y el trabajo mencionado:

i)

por un lado diferencias intrinsecas a los microorganismos elegidos como
portadores (S. Typhimurium vs E. coli) y a los vectores y promotores a partir
de los cuales se expresan los respectivos genes (el vector pBAD22 bajo
control del promotor Pgap vs el vector pBGS18-pCT bajo control de un
promotor de blactx.m). Es de notar que en el trabajo de Fernandez y cols. no
se realiza cuantificacion de los niveles de expresion de las distintas
enzimas, ni a nivel de mARN ni de proteina.

por otra parte, las propiedades cataliticas inherentes a las distintas enzimas
podrian de algun modo justificar las diferencias observadas. En este
sentido, las enzimas OXA-10-like y OXA-24 pertenecen a subgrupos
distintos al de OXA-66 (Poirel et al., 2010). Mas aun, el subgrupo OXA-10-
like posee al menos 14 variantes con perfiles hidroliticos variables por lo
que seria interesante conocer la variante ensayada por Fernandez y cols.
En cuanto a las enzimas de tipo VIM, el analisis de las secuencias
aminoacidicas deducidas mostr6 que VIM-1 y VIM-2 presentan
aproximadamente un 90% de identidad (25 cambios); ocho de los cambios
se dan en el péptido senal, tres en la cercania del sitio activo y los restantes
se ubican mayoritariamente en la superficie de la proteina (Anexo lll, Fig.
A3.2B). Estos cambios hacen que VIM-1 y VIM-2 presenten diferencias
notorias en su interaccién con distintos sustratos y también con quelantes
de cationes divalentes; asi, VIM-2 tiende a unirse con mayor afinidad que
VIM-1 a la mayoria de los B-lactamicos (a excepcién de imipenem),
mientras que VIM-1 hidroliza dichos antibiéticos de manera mas eficiente
(Docquier et al., 2003).

El mecanismo responsable por la reduccion en el fithess de Salmonella al expresar el

gen blayu2 no es claro (las alteraciones observadas no parecen ser atribuibles a una

Unica causa), y probablemente obedezca a varios factores. A priori se podria adjudicar

la caida en la tasa de replicacion, movilidad y capacidad invasiva a la sobreproduccion

de VIM-2, por secuestro de la maquinaria de sintesis proteica. Sin embargo, estos

efectos también se observaron cuando VIM-2 se expreso a partir del promotor natural

P; (pSTVIM), que ya ha sido reportado como un promotor débil (Goussard et al.,

1999).

Por otra parte, la sintesis de proteinas extracelulares puede no resultar redituable para

las bacterias ya que dichas proteinas tienen una baja probabilidad de ser recicladas;
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por lo tanto, éstas tienden a contener un porcentaje mayor de aminodacidos
energéticamente econdémicos en comparacion con proteinas citoplasmaticas o de
membrana celular’ (Smith et al., 2010). Especulamos entonces, que la presencia o
ausencia de costo biolégico ligado a la sintesis de VIM-2 u OXA-66, respectivamente,
podria estar dada por la diferencia en la composicion aminoacidica de ambas enzimas,
siendo la produccion de VIM-2 energéticamente mas desfavorable que la de OXA-66.
Sin embargo, basado en los datos publicados por Craig y cols. (Craig et al., 1998), el
calculo del numero de moléculas de ATP necesarios para sintetizar una molécula de
VIM-2 u OXA-66 no parece ser significativamente distinto, curiosamente es

ligeramente mayor para OXA-66 (Anexo lll, tabla A3.1).

Adicionalmente, Marciano y cols. encontraron que cepas de E. coli transformadas con
un plasmido codificante de SME-1 (una carbapenemasa de clase A) sufrian lisis
celular y rearreglos plasmidicos. En virtud de la evidencia experimental los autores
sugirieron que el péptido sefal de SME-1 seria el responsable de la reduccién del
fithess bacteriano, actuando de manera similar al péptido senal de colicinas ya sea
secuestrando componentes de la maquinaria de translocaciéon de proteinas, o
formando poros en la membrana celular. Como se menciond anteriormente VIM-2
presenta ocho cambios aminoacidicos en su péptido senal con respecto a VIM-1, en
este sentido resulta tentador hipotetizar que la causa (0 una de las causas)
responsable por la reduccién en el fitness de S. Typhimurium seria la interaccién del
péptido senal de VIM-2 con la membrana citoplasmatica o con proteinas del
translocon. En este sentido seria interesante realizar construcciones hibridas de VIM-2
portando el péptido sefial de una B-lactamasa “inocua” y viceversa para determinar
qué papel juega el mismo en esta caida del fitness; de todos modos, el analisis in silico
del péptido sefial de VIM-2 y SME-1 muestra que los mismos son bastante disimiles
tanto a nivel de secuencia como en las propiedades fisicoquimicas de sus residuos
aminoacidicos (Anexo lll, Figs. A3.3 y A3.4). De este modo, la pérdida de fitness de S.
Typhimurium observada en la presente tesis no estaria ligada al péptido sefal de VIM-
2.

Siguiendo la misma linea de pensamiento, otra posible explicacién para el efecto
deletéreo asociado a la expresion de VIM-2 es el debilitamiento de la pared celular
como resultado de la interferencia con proteinas encargadas del mantenimiento de

dicha estructura. Se ha descrito en enterobacterias un complejo de proteinas

" Se define el costo de sintetizar un amindacido como el ATG/GTP usado en la
biosintesis y la energia invertida durante el consumo de los precursores.
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denominado sistema Tol; dicho complejo estd formado por tres proteinas de
membrana interna (TolA, TolQ y TolR), una proteina periplasmica (TolB) y una
lipoproteina de membrana externa denominada PAL (peptidoglycan-associated
lipoprotein) (Rigal et al., 1997). TolB se une a través de su extremo carboxi-terminal a
PAL, esta interaccion esta acoplada a un gradiente transmembrana de protones y es
necesaria para mantener la estabilidad de la membrana externa, fundamentalmente en
los sitios de divisiéon (Papadakos et al., 2012). Por otra parte estudios estructurales
demostraron que el extremo carboxi-terminal de TolB presenta similitud con el sitio
activo de las metalo-p-lactamasas lo que sugiere una implicancia directa del sistema
Tol-PAL en la biosintesis del péptidoglicano (Abergel et al., 1999). De esta manera,
podria darse un fendmeno de inhibicidn competitiva en el espacio periplasmico de S.
Typhimurium, en el cual el exceso de moléculas de VIM-2 (en un microorganismo
normalmente no productor de estas enzimas) impediria o limitaria la interaccion TolB-
PAL. En este sentido, las alteraciones en la morfologia macro y microscépica
(filamentacion y aspecto lisado) observadas en este trabajo en las cepas productoras
de dicha metalo B-lactamasa apoyarian esta linea de pensamiento. Seria interesante
disefar estudios de co-localizacién que permitiesen confirmar si este tipo de eventos
tienen lugar o no, ademas de analizar la susceptibilidad de S. Typhimurium
expresando blay2 a diferentes condiciones de estrés ambiental (osmético, pH, entre

otros).

En este trabajo se reporta que la produccion de VIM-2 en S. Typhimurium, tanto a
partir de un promotor fuerte e inducible como uno débil y constitutivo reduce la
capacidad de la bacteria de internalizarse en células eucariotas. La filamentacion
bacteriana observada al microscopio de contraste de fases podria explicar en parte
esta reduccion en la capacidad de internalizaciéon. La invasién de células no
fagociticas por Salmonella es un evento altamente coordinado, en el que participan
flagelos, fimbrias, la movilidad y el SSTT de SPI-1 (Misselwitz et al., 2012). En este
sentido, se ha reportado que mutantes de Salmonella carentes de movilidad muestran
reducida invasividad en células epiteliales (Schmitt et al., 2001; Yim et al., 2011). La
reduccion en la movilidad observada en S. Typhimurium expresando VIM-2 podria por

tanto también influir en la disminucién de la invasividad observada.

Finalmente, el requerimiento de zinc como co-factor para la actividad enzimatica de
VIM-2 podria estar involucrado en el fendmeno de reduccion del fithess observado.
Basado en la secuencia del péptido sefial (regiéon amino terminal conteniendo residuos

con carga positiva, region central hidrofébica y extremo carboxi-terminal conteniendo
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residuos con cadenas laterales pequefias), VIM-2 seria transportada como preproteina
al espacio periplasmico a través del sistema Sec, adquiriendo su conformacién final en
dicho sitio (Rusch et al., 2007). El agregado de los atomos de zinc ocurre entonces en
el periplasma y depende de la biodisponibilidad de este elemento, a punto tal que se
ha demostrado experimentalmente que las metalo-pB-lactamasas pueden presentar
otros cationes en su centro activo como hierro (Fe** o Fe*") o manganeso (Hu et al.,
2008), e incluso niquel (Valdez et al., 2012). Por otra parte la concentracién de zinc en
el periplasma bacteriano esta determinada por la cantidad de este metal presente en el
entorno; de esta manera, frente a un suministro limitado de dicho elemento, podriamos
plantear un escenario en el que la “pre-proteina” VIM-2 actuaria como quelante de
cationes para adquirir su forma madura, recurriendo a otras fuentes de Zn u otros
metales, aun a expensas de otras estructuras en el periplasma bacteriano. En este
sentido, el género Salmonella presenta en dicho compartimento celular tres superéxido
dismutasas dependientes de cobre y zinc (SodCI, SodCII y SodCIII) (Sansone et al.,
2002). Estas enzimas jugarian papeles complementarios en la proteccién frente a
especies oxigeno reactivas; asi SodCI facilitaria la supervivencia de Salmonella en el
medio intracelular mientras que SodCII conferiria resistencia frente a estos radicales
durante el crecimiento en medios extracelulares aerobios; Ammendola y cols. han
reportado la pérdida de actividad de SodCII en ausencia de zinc (Ammendola et al.,
2008), apoyando en este sentido la hipotesis planteada anteriormente. Seria
interesante realizar ensayos en medios suplementados con Zn®* para determinar si
existe una atenuacion de los efectos deletéreos asociados a la expresion de VIM-2.
Del mismo modo, se podria construir mutantes puntuales de VIM-2 modificando
residuos esenciales para la unién del metal y estudiar si su sobreproduccion trae

aparejada la reduccién del fitness observada.

Las B-lactamasas de clase B parecen ser el resultado de la evolucién divergente a
partir de una proteina ancestral carente de actividad B-lactamasa (Bebrone C, 2007).
Dichas enzimas pertenecen a la Superfamilia Metaloproteinasas, comparten la misma
estructura secundaria (afy/Ba) y presentan en su mayoria un centro binuclear metalico.
Los miembros de dicha superfamilia difieren ampliamente en su secuencia
aminoacidica y participan en procesos tan diversos como hidrélisis, reacciones redox,
reparacion del ADN y procesamiento de ARN (Garau et al., 2005).

Las enzimas de tipo VIM se describieron por primera vez a finales de la década de
1990 en Europa y estan ampliamente distribuidas a nivel mundial (Cornaglia et al.,

2011). Desde su descripcion inicial a partir de un aislamiento clinico de Pseudomonas
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aeruginosa (Lauretti et al., 1999), se han reportado hasta el momento unas 37

variantes (www.lahey.org/studies) que se agrupan en tres sublinajes distintos y han

sido reportadas en microorganismos no fermentadores como Pseudomonas y
Acinetobacter asi como en distintas enterobacterias (Anexo Ill, Fig. A3.2A).
Actualmente VIM-2 es la metalo-B-lactamasa transferible mas ampliamente
diseminada a nivel global (Borgianni et al., 2010); en nuestro pais el Dpto. de
Bacteriologia y Virologia de la Facultad de Medicina ha identificado al presente 20
cepas productoras de esta enzima correspondientes a 12 aislamientos de P.
aeruginosa y 8 de P. putida (Papa et al., 2012).

Sin embargo, mundialmente, ain no se han reportado aislamientos de Salmonella spp.
productoras de enzimas del tipo VIM. De hecho, hasta la fecha solamente se han
descrito dos casos sobre la presencia de metalo-B-lactamasas en este género, ambos
portando el gen blaypm.1; €l primero corresponde a un aislamiento clinico en Estados
Unidos de Salmonella Senftenberg (Savard et al., 2011), y el segundo se trata de
Salmonella Westhampton, aislada en la Isla Reunién (Cabanes et al., 2012). En este
sentido la “ausencia” de aislamientos de Salmonella spp. productoras de B-lactamasas
de clase B y los resultados presentados en este trabajo apoyan la hipétesis de que la
expresion de estas enzimas en dicho microorganismo trae aparejado un costo
biolégico importante. La reduccién en el fithess asociada a la expresiéon de VIM-2 en S.
Typhimurium reportada en esta tesis, incluyendo la tasa reducida de crecimiento,
morfologia alterada y motilidad e invasividad en células epiteliales reducidas, podria
afectar negativamente la colonizacién intestinal por este patégeno, limitando
consecuentemente la diseminacion de clones resistentes.

Asimismo, los resultados de los ensayos de crecimiento en ausencia de presién de
seleccion por antibidtico sugieren una mayor tendencia a la pérdida del fenotipo
resistente antes que a la aparicion de mutaciones compensatorias que atenuen el
costo bioldgico asociado a dicha resistencia; esto a su vez podria explicar también la
ausencia de emergencia de este tipo de resistencias entre los aislamientos de

Salmonella a nivel mundial.

8.2 Costo biolégico asociado a la expresion de CMY-2.

Durante la fase de trabajo experimental de esta tesis recibimos en el laboratorio del
Departamento de Bacteriologia y Virologia un par de aislamientos clinicos de S.
Typhimurium (STM709 y STM910) con un perfil de resistencia compatible con la

presencia de B-lactamasas de clase C.
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Mediante mapeo por PCR y secuenciacion se determiné que ambas cepas poseian el
gen blacuy2, el cual estaba corriente abajo de la secuencia de insercién ISEcpl y
corriente arriba de los genes blc y sugE. Los ensayos de conjugacion mostraron que
blacuy.. estaba presente en plasmidos conjugativos del tipo Incl1 (denominados
pSTM709 y pSTM910). Este tipo de arreglo genético se encuentra bastante
diseminado a nivel mundial y ha sido reportado en diferentes géneros dentro de la
familia Enterobacteriaceae, pero curiosamente asociado Unicamente a plasmidos de
tipo IncI1 y IncA/C (Verdet et al., 2009).

Posteriormente, el tratamiento con nucleasa S1 seguido de electroforesis en campo
pulsado indicé que dichos plasmidos tenian un tamafo aproximado de 85kb, y el
analisis por macrorrestriccion mostré que ambos aislamientos eran genéticamente
distintos. De este modo, STM709 y STM910 se constituyeron en los dos primeros
aislamientos de Salmonella productoras de B-lactamasas de tipo AmpC en nuestro
pais.

AmpC es una cefalosporinasa cromosomica presente en la mayoria de las
enterobacterias y que en ausencia de p-lactamicos participa en el reciclaje del
peptidoglicano. Por otra parte, el género Salmonella carece en su cromosoma de los

genes que codifican para esta enzima y su regulador (Reisbig et al., 2003).

La reduccién en el fitness de Salmonella asociada a la expresién de B-lactamasas de
tipo AmpC ya ha sido descrita. En tal sentido, Morosini y cols. estudiaron el
comportamiento de S. Typhimurium SL1344 luego de ser transformada con plasmidos
conteniendo el gen ampC por un lado y ampC y su regulador ampR por otro (Morosini
et al.,, 2000). Dicho grupo de trabajo postuld que en ausencia del mecanismo
regulatorio, la sintesis en exceso de AmpC reduciria el fitness de dicho
microorganismo al interferir con el proceso de sintesis de la pared bacteriana.

Por otra parte, Hossain y cols. estudiaron un aislamiento clinico de S. Typhimurium
portador de un gen ampC plasmidico (blacuy.7); dicho aislamiento y los
transconjugantes mostraron tener un fitness similar al de la cepa control (S.
Typhimurium LT2). Sin embargo, la transformacion de Salmonella con blacyy.7 clonado
en otro vector se veia acompafiada de una pérdida en la capacidad de invadir cultivos
celulares y mostraba menores tasas de crecimiento. De esta manera, concluyeron que
la atenuacion del costo biolégico de expresar blacyy.; estaria dada por factores
codificados en el plasmido portador de dicho gen, en lugar del regulador natural AmpR
(Hossain et al., 2004).

En este trabajo, los distintos ensayos realizados con las cepas STM910 y STM709

mostraron que, mientras la primera evidenciaba un fitness similar al de cepas de
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referencia, STM709 presentaba menor movilidad, menor capacidad invasiva en
cultivos celulares y tendencia a la autoaglutinacion. Interesantemente, también se
observd que en STM709 la expresion del gen blacuy.. fue significativamente mayor
que en STM910, a pesar de que las secuencias codificantes asi como las secuencias
promotoras de dicho gen en pSTM709 y pSTM910 son idénticas. La presencia del
regulador de B-lactamasas de clase C, ampR, en la cepa STM910 podria explicar la
diferencia en los niveles de expresion de blacuy2. Son necesarios ensayos de PCR

con cebadores especificos para ampR para confirmar o descartar dicha teoria.

La busqueda de genes asociados a virulencia mostré que la cepa STM709 carece de
spvC y pefA, sugiriendo asi la ausencia del plasmido de virulencia de S. Typhimurium.
Dicho plasmido contribuye al desarrollo de la enfermedad sistémica en el modelo
murino al facilitar la replicacion de este microorganismo dentro de macréfagos; el
operdn spv esta formado por cinco genes (SspvRABCD) que estan vinculados a esta
elevada tasa de replicacion intracelular y la regulacion de éstos es inversa a la de los
genes que median la infeccidon del epitelio intestinal (Matsui et al., 2001). Las fimbrias
Pef (plasmid encoded fimbriae) a su vez median la adhesion al epitelio intestinal de
ratén. La expresion de estas fimbrias parece estar sujeta a un mecanismo de variacion
de fase que alterna entre la no expresiéon y la expresion, y ésta a su vez se ve
favorecida por ambientes acidos. Las mutaciones en los genes pef parecen influir poco
en la virulencia, probablemente porque el genoma de S. Typhimurium presenta al
menos 11 operones fimbriales con funciones que se solaparian entre si (van der
Woude et al., 2004; Nicholson et al., 2000).

Tomando en conjunto estos datos, no parece que la reduccién en la invasividad de la
cepa STM709 observada en los distintos ensayos obedezca Unicamente a la ausencia
del plasmido de virulencia. De hecho varios estudios ya han demostrado que el
plasmido de virulencia de S. Typhimurium no esta involucrado en la adherencia a
cultivos celulares, colonizacion de las placas de Peyer y la translocacion de este
microorganismo a través de la mucosa intestinal en modelos animales; mas aun,
tampoco habria correlacién entre el perfil plasmidico de Salmonella y su virulencia en

general en el hospedero humano (Gulig and Curtiss, 1987; Martin et al., 2000).

Como se mencion6 anteriormente, la cepa STM709 mostraba un fenotipo rugoso,
evidenciado por una tasa rapida de sedimentacién en cultivos liquidos y la presencia
de acumulos bacterianos en preparados para microscopia por contraste de fase. El
estudio del LPS revel6 la ausencia de las subunidades sacaridicas que componen el

antigeno O. Varios grupos de trabajo han estudiado el rol del LPS en la virulencia e
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inmunogenicidad de S. Typhimurium, y los distintos resultados han sido
contradictorios. En este sentido Nagy y cols. generaron mutantes carentes de antigeno
O (ArfaH::cat; AwaaG::cat; Awaal.::cat) y encontraron que las mismas presentaban
niveles de invasividad en macréfagos y células epiteliales mayores a los de cepas WT
(Nagy et al., 2006). Por otro lado, Bravo y cols. encontraron que la adherencia y
posterior ingreso de S. Typhimurium a células epiteliales depende de la presencia del
disacarido GlcI-Gall (glucosa y galactosa, respectivamente) en la region interna del
core del LPS; de este modo, las mutaciones/deleciones en el gen waaG (responsable
de la adicion del primer residuo de glucosa —Glcl- en el core interno) se traducen en
una caida en la capacidad de invadir células epiteliales (Bravo et al., 2011). Del mismo
modo, Kong y cols. encontraron que S. Typhimurium con deleciones en los genes
waaG o waal (waal es el responsable de la adicion del residuo Gall en el core del
LPS), sufrian una caida drastica en invasividad y movilidad en agar al 0,3%, y ademas
presentaban menores tasas de crecimiento que cepas WT o cepas con otras
alteraciones en el LPS (Kong et al., 2011). Los resultados de invasividad y movilidad
obtenidos con la cepa STM709 en la presente tesis asi como el perfil del LPS se
condicen con la evidencia presentada por este ultimo grupo de trabajo, sugiriendo que
dicha cepa tendria su LPS trunco a nivel del core oligosacaridico. Sin embargo,
nuestros resultados no se ajustan exactamente a esta explicacion ya que la tasa de
replicacion de STM709 es similar a la de las cepas STM910 (blacwy-", fenotipo liso) y

STM23 (sensible a B-lactamicos, fenotipo liso).

Una posible explicacion del fenotipo autoaglutinante de la cepa STM709 proviene de
estudios sobre la regulacion de la expresién del pili de tipo IV, necesario para eventos
de conjugacion en medio liquido y habitualmente presente en plasmidos de tipo Incl1 y
2 (Gyohda et al., 2000). Dicho pilus esta codificado por el operon pil, consistente en 14
genes designados desde pill hasta pilV (Dudley et al., 2006). Adyacente a pilV se
encuentra el gen rci; colectivamente, el gen rci y la regién 3’ de pilV se denominan el
shufflon. La proteina Rci (tirosina-recombinasa) reconoce repetidos invertidos de 19pb
(secuencias sfx) en la porcién C-terminal del gen pilV, y actua invirtiendo regiones de
ADN flanqueadas por dichas secuencias sfx. A modo de ejemplo, el shufflon del
plasmido R64 (perteneciente al grupo Incl1) consiste de cuatro segmentos de ADN (A,
B, C y D) separados y flanqueados por siete secuencias sfx; de este modo pueden
generarse siete variantes distintas de la adhesina PilV. Cada una de estas variantes
determinan a su vez la especificidad de la célula receptora durante el proceso de
conjugacion mediante el reconocimiento de distintas estructuras del LPS bacteriano
(Ishiwa et al., 2003).
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El analisis de sintenia entre el shufflon del plasmido pSTM709 y el del plasmido R64,
mostrd que en el primero, el extremo 3’ de pilV esta conformado por el segmento A’;
se vio ademas la presencia de una inversion de 500pb (en relacién al shufflon de R64),
correspondiente al segmento A. Llamativamente, los segmentos C y D, asi como las
secuencias sfx flanqueantes estan ausentes en pSTM709 (Anexo lll, Fig. A3.5); este
reducido shufflon probablemente sea el resultado de dos eventos de recombinacion:
un evento intramolecula con la pérdida consecuente de los segmentos C y/o D, y otro
evento entre dos copias del plasmido dando lugar a la inversiéon del segmento A
(Gyohda et al., 2006).

Interesantemente, Yoshida y cols. encontraron que en cepas de E. coli K-12 la
presencia de plasmidos que codifican las adhesinas PilVA’ o PilVC’, a diferencia de
otras variantes de PilV, llevaba a la formacién de grandes agregados celulares en
medios liquidos (Yoshida et al., 1998). En dicho trabajo, Yoshida y cols. mencionaron
ademas que la sintesis de PilVA’, -C o —C' se acompafiaba de un fenotipo
marcadamente rugoso, aunque no especificaron si tal fenotipo era consecuencia
directa de la expresion de dichas adhesinas. Entonces, la probable ausencia del
antigeno O en la cepa STM709 sumado a la expresién de la adhesina PilVA’ explicaria
la marcada tendencia a la formacién de acumulos bacterianos de esta cepa en cultivos
liquidos. Son necesarios mas ensayos para poder determinar si las alteraciones en el
LPS de STM709 estan relacionadas a la expresion de PilVA’ 0 a cambios (mutaciones
o eventos de transposicion, entre otros) en alguno de los genes que participan en la
sintesis del LPS.

Por otra parte, los ensayos de gqRT-PCR mostraron que los niveles de mARN para
blacyy2. en STM709 eran aproximadamente tres veces mas elevados que en la cepa
STM910. Tal diferencia podria ser atribuida a la presencia de mutaciones en el
promotor de blacuy. determinando niveles de transcripcion mayores o menores (para
STM709 y STM910, respectivamente). En este sentido, las regiones promotoras de
blacuy2 en STM709 y STM910 son idénticas entre si y, curiosamente, idénticas
también a la regién promotora de blacuy.7 descrita por Hossain y cols. Por otra parte, a
partir de un aislamiento de Salmonella Newport de origen animal, se describidé un
plasmido portando dos copias de blacuy» (Kang et al., 2006); ambas copias estaban
precedidas de un promotor, lo que sugiere que las dos copias contribuirian a la
resistencia a B-lactamicos. Sin embargo, la secuenciacion del plasmido pSTM709
mostrd la existencia de una sola copia de dicho gen, por lo que las diferencias en los
niveles de expresién no serian explicables por este mecanismo. Dejando de lado

factores intrinsecos a cada cepa, la presencia en STM709 de niveles mas altos de
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mMARN para blacuy.. podria deberse a un mayor nimero de copias plasmidicas por
célula. Recientemente Kurpiel y Hanson describieron que en E. coli, la presencia de
mutaciones puntuales en el ARN antisentido para el gen inc se asociaba a un mayor
numero de copias plasmidicas y, a un mayor nivel de expresién blacyy.2 (Kurpiel et al.,
2012). La replicacién de plasmidos de bajo niumero de copias esta bajo regulacion
negativa de moléculas de ARN antisentido que se unen a regiones complementarias
del transcripto de genes que codifican para proteinas de inicio de replicacion (RepZ
para plasmidos de tipo Incl1), impidiendo que las mismas sean traducidas (Asano et
al., 1998). Consecuentemente, se podria intuir que las diferencias encontradas en los
ensayos de qRT-PCR para blacyy.. entre STM709 y STM910, serian producto de la
presencia de un mayor numero de copias del plasmido pSTM709, y que este
fendmeno a su vez podria deberse a mutaciones en el ARN antisentido Inc y/o en
repZ. Sin embargo, el analisis in silico de la secuencia de ambos genes mostré que no
presentan cambios con respecto a la variante WT publicada por Kurpiel y cols., y
Anato y cols. (Anexo lll, Fig. A3.6). De esta manera, si asumimos que el plasmido
pSTM709 posee un sistema de control de replicacion WT, podriamos especular sobre
la existencia de mutaciones en inc y/o repZ en el plasmido pST910 que determinarian
un numero “subdptimo” de copias por célula (aunque la bibliografia disponible describe
Uunicamente la existencia de mutaciones que resultan en un aumento del nimero de
copias plasmidicas). Seria interesante poder contar con la secuencia de pSTM910, o

al menos la de inc-repZ para confirmar o descartar tal teoria.

En suma, la cepa STM709 (blacuy.2t, fenotipo rugoso) mostré un fitness disminuido en
relacion a STM910 (blacuy-ot, fenotipo liso) y a cepas control. Seria interesante poder
secuenciar también el plasmido pSTM910 para poder esclarecer las diferencias
fenotipicas observadas entre ambos aislamientos. Del mismo modo, seria interesante
también transferir el plasmido pSTM709 a otra cepa de S. Typhimurium para
determinar si se reproducen las distintas alteraciones fenotipicas observadas.
Desafortunadamente hasta el momento los ensayos de conjugacién usando S.
Typhimurium como cepa receptora han sido infructuosos.

A pesar de que ya se ha estudiado y demostrado el costo biolégico de expresar B-
lactamasas de tipo AmpC en S. Typhimurium, en la presente tesis no queda claro qué
papel, si alguno, cumpliria la expresiéon de CMY-2 en la pérdida de fithess de STM709.
Asumiendo que pSTM709 y pSTM910 son similares, el nivel de expresion de blacuy-2
en STM709 (tres veces mayor al observado en STM910) podria explicar las
alteraciones fenotipicas observadas en dicha cepa. Desafortunadamente, no

disponemos de suficiente evidencia experimental como para validar o descartar tal
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hipotesis. Del mismo modo, se requieren estudios adicionales para poder determinar la
causa de las alteraciones en el LPS y la ausencia de spvC y pefA, y si éstas son a
consecuencia de la adquisicion del plasmido de resistencia pSTM709, o si se trata de
eventos independientes.

En relacion a la cepa STM910, lejos de contradecir los hallazgos de numerosos grupos
de investigacion, nos inclinamos mas a pensar que la misma habria seguido un
camino de evolucion compensatoria. De acuerdo a lo postulado por Dahlberg y Chao,
el costo biolégico de portar un plasmido conjugativo de resistencia puede atenuarse o
incluso ser revertido luego de un periodo de co-evolucién entre la bacteria y dicho
plasmido (Dahlberg and Chao, 2003). De este modo, podriamos especular que el
aislamiento STM910 habria co-existido junto con su plasmido (pSTM910) durante un
periodo lo suficientemente largo como para compensar el costo impuesto por el
mismo. En este sentido, seria esperable también que la introduccion artificial de
pSTM709 o pSTM910 en la cepa de laboratorio S. Typhimurium SL1344 estuviese

acompafada de una pérdida de fitness.
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9. CONCLUSIONES

La hipotesis del presente trabajo plante6 que la sintesis de B-lactamasas de clase B o
D en S. Typhimurium trae aparejado un costo biolégico para dicho microorganismo.
Para ello se evalué el comportamiento in vitro, bajo distintas condiciones, de la cepa S.

Typhimurium SL1344 transformada con los genes blaym.2 0 blaoxa.ss.

Los resultados obtenidos en los distintos ensayos no permiten concluir que la sintesis
de OXA-66 afecte el fithess de S. Typhimurium. Por otra parte, la produccion de VIM-2
(constitutiva o regulada) conlleva un costo tal que determina una menor movilidad,
tasa de crecimiento, invasividad en células epiteliales y alteraciones en la morfologia
micro y macroscopica. Este costo bioldgico podria explicar la ausencia de aislamientos

de Salmonella productores de este tipo de p-lactamasas.

A pesar de que no habria un costo biolégico asociado a la expresion de OXA-66,
resulta curioso el hecho que de las mas de 300 variantes de dicha enzima, solamente
unas pocas han sido encontradas en Salmonella. El trabajo de Fernandez y cols.
mostré que la expresion de determinados alelos de OXA reducian el fithess de E. coli;
en este sentido, podriamos hipotetizar que el bajo numero de enzimas derivadas de
OXA encontrados en Salmonella corresponden justamente a aquéllas que han logrado
ser transferidas horizontalmente a este microorganismo y/o que no se acompafian de
un costo biolégico. Entonces, en ausencia de un costo biolégico demostrable, la falta
de aislamientos de Salmonella portando el gen blaoxa.ss podria deberse a lo primero.

Por otro lado, el mecanismo de las alteraciones asociadas a la expresién de VIM-2 no
es claro y la evidencia disponible no permite atribuir tales alteraciones a una unica
causa. A priori, los cambios observados en la morfologia tanto micro como
macroscoépica sugieren que la sintesis de VIM-2 alteraria la pared de S. Typhimurium.
En tal sentido, la realizacion de ensayos de susceptibilidad frente a agentes
desestabilizantes podria arrojar mas luz al respecto. Aparecen como interrogantes, si
el comportamiento observado en S. Typhimurium por la produccién de VIM-2 es
extrapolable a otras metalo-B-lactamasas?, se trata de un fendmeno especifico de este
serotipo 0 es comun al resto del género Salmonella. Son necesarios mas estudios,
usando otras metalo-p-lactamasas o usando otros serotipos como modelo para poder
responder a estas preguntas. Del mismo modo, la dilucidacion del mecanismo exacto
por el cual la sintesis de VIM-2 disminuye el fithess de S. Typhimurium podria ayudar a
identificar nuevos blancos bacterianos para la elaboracién de moléculas con actividad

antibiodtica.
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La segunda parte de la presente tesis se centréo en el estudio de dos aislamientos
clinicos (STM709 y STM910) que portaban un plasmido conjugativo que codificaba
para la B-lactamasa de clase C, CMY-2.

El aislamiento STM709 presentd menor movilidad e invasividad y tendencia a la
autoglutinacion; ademas, STM709 presentaba un LPS trunco y la ausencia de los
genes de virulencia spvC y pefA. Por otro lado, STM910 mostré un comportamiento
similar al de las cepas control.

Las diferencias en el fitness de ambas cepas podrian obedecer a: i) la presencia o
ausencia de mecanismos compensatorios que atenuen la carga impuesta por la
expresion de CMY-2; ii) distintos elementos codificados en uno u otro plasmido; o iii) el

background genético de cada cepa.

Finalmente, la resistencia a los antibidticos, independientemente del modo de
adquisicion, generalmente conlleva un costo bioldégico. De manera preocupante, las
bacterias se han valido de varios mecanismos para atenuar la pérdida del fithess sin
comprometer el fenotipo de resistencia. Estos hechos marcan la necesidad de
administrar muy prudentemente los antibiéticos disponibles y por otro lado de buscar
nuevas dianas y drogas para los cuales los costos asociados a la resistencia sean muy

elevados y la atenuacion de los mismos sea muy improbable.
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ANEXO I: SOLUCIONES DE TRABAJO

Medio LB 10 g triptona
5 g extracto de levadura
5 g NaCl

Llevar a 1000mL con H,0, ajustar a pH 7.5 y autoclavar.

Agar LB Medio LB + agar 1.5 % (p/v). Autoclavar.

Agar TSA 17 g digerido de caseina
3 g digerido de soya
5 g NaCl
2.5 g dextrosa
2.5 g KH,PO,
1.5% agar (p/v).

Llevar a 1000mL con H,0. Autoclavar.

Agar McConkey Lactosa 20g Peptonas
10g lactosa
1.5g sales biliares
3g NaCl
0.03g rojo neutro
0.001g cristal violeta
1.5% agar (p/v).
Llevar a 1000ml con H,O. Autoclavar.
PBS 0.2 gKCl
0.2 g KH,PO,4
1.15 g Na,HPO,
8 g NaCl
Llevar a 1000mL con H,O; ajustar a pH 7.4 con NaOH o HCI.

5X TBE 54 g Tris base
27.5 g Acido bérico
20mL 0.5M EDTA, pH 8.0
Llevar a 1000ml con H,O
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10X Buffer Tricina-SDS 60.5 g Tris base
89.5 g Tricina
5g SDS

Llevar a 500ml con H,O

3X Gel Buffer 36.33 g Tris base
0.3 g SDS
8.3 ml HCI 37%

Llevar a 100 ml con H,O

Solucién de oxidacion 1.05 g Acido peryddico
150 ml H,O

4 ml 2-propanol 25%, en acido acético 7%

Solucioén de tincion 6 ml AgNO3; 20% (p/v)
33.6 ml NaOH 0,1M
2.4 ml NH,OH

Llevar a 200 ml con H,Omq

Solucién de revelado 25 mg Acido citrico
150 pl Formaldehido

Llevar a 500 ml con H,Omq
Solucién stop 7% Acido acético (v/v)
Acetato de Sodio (CH;COONa) 3M 408.3 g de CH3;COONa+*3H,0
800 ml de H,0.

Ajustar a pH 5.2 con acido acético glaciar y llevar

a 1L con H,0. Autoclavar.
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ANEXO II

Anotacion parcial del plasmido pSTM709 obtenido de Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium STM709.

Posicion Elemento / CDS Orientacion
364-442 ARN antisentido PK-RepZ Directo

378-467 repY (regulador positivo de repZ) Directo
410-1483 repZ (proteina de inicio de replicacion) Directo
2395-2661 yacA (Sistema toxina-antitoxina, componente antitoxina) Directo
2661-2939 yacB (Sistema toxina-antitoxina) Directo
2982-3827 yacC (Sistema toxina-antitoxina, componente toxina) Directo
3947-4417 yadA (proteina hipotética) Directo
4555-4785 yaeA (proteina hipotética) Directo
5166-5657 yafA (proteina hipotética) Complementario
5716-6315 finO (proteina de inhibicion de fertilidad) Complementario
6645-7580 yagA (proteina hipotética) Directo
7736-8995 tnpA (transposasa de la secuencia de insercion ISEcpl) Directo
9322-10464 blacmy.> (betalactamasa de clase C) Directo
10561-11091 blc (lipoproteina de membrana externa) Directo
11094-11525 SUgE (proteina de resistencia a compuestos de amonio cuaternario) Complementario
12209-14086 cib (colicina Ib) Directo
14110-14454 imm (proteina de inmunidad a colicina Ib) Complementario
14835-15659 SeT1 (proteina hipotética) Directo
16077-17132 SeT2 (proteina hipotética) Directo
18432-19397 SeT3 (proteina hipotética) Directo
19925-20152 ccdA (sistema toxina-antitoxina, componente antitoxina) Directo
20157-20459 ccdB (sistema toxina-antitoxina, proteina citotoxica CcdB) Directo
20463-21266 resD (resolvasa perteneciente a la familia de integrasas fagicas) Directo
21398-22090 parA (proteina de particion y estabilidad plasmidica) Directo
22848-23879 parM (proteina de segregacion plasmidica) Directo
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23875-24288 SeT4 (proteina putativa de estabilidad plasmidica similar a StbB) Directo
24296-25567 umuC (proteina de proteccion ante luz UV) Complementario
25570-26004 umuD (proteina de proteccion ante luz UV) Complementario
26001-26251 dinl (proteina putativa DNA-damage inducible protein Dinl) Directo
28143-28826 SeT5 (ADN metilasa N-4/N-6 putativa) Directo
30732-31154 SeT6 (proteina putativa antirrestriccion KIcA) Directo
32584-33108 ssb (proteina de union a ADN monocatenario) Directo
33371-35416 parB (proteina de particion plasmidica) Directo
35474-35905 psiB (proteina de inhibicion de la respuesta SOS, PsiB) Directo
35905-36621 psiA (proteina de inhibicion de la respuesta SOS PsiA) Directo
36748-38013 ydcA (transposasa putativa, similar a IS605) Directo
37985-38872 ardA (proteina antirrestriccion, ArdA) Directo
39604-40035 pndC (sistema toxina-antitoxina, componente toxico PndC) Directo
40132-40395 ygdA (proteina hipotética) Directo
40463-41362 yhgA (transposasa putativa) Directo
41680-41928 ygeA (proteina hipotética) Complementario
42506-43354 ydiA (metiltransferasa putativa) Directo
43446-43784 mobB (relaxasa/ proteina de movilizacion) Complementario
43906-43949 oriT (origen de transferencia del pldsmido) Directo

43920 Sitio de corte para el origen de transferencia

43934-43967 Repetido invertido de 17pb Directo
43974-43993 Repetido invertido de 8pb Directo
44012-44341 nikA (proteina del relaxoma NikA) Directo
44355-47051 nikB (proteina del relaxoma NikB) Directo
47094-49382 trbC (proteina de transferencia por conjugacion TrbC) Complementario
49378-50445 trbB (proteina de transferencia por conjugacion TrbB) Complementario
50467-51672 trbA (proteina de transferencia por conjugacion TrbA) Complementario
51809-51966 sok (sistema toxina-antitoxina Hok/Sok), ARN antitoxina Directo
51825-52106 pndA (sistema toxina-antitoxina, componente toxina) Directo
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52803-53582 IS100 orfB (secuencia de insercion IS100, proteina de unidon a ATP) Complementario
53582-54601 1S100 orfA (secuencia de insercion IS100, transposasa) Complementario
56174-56833 excA (proteina de superficie de exclusion ExcA) Complementario
56907-59141 traY (proteina de transferencia por conjugacion TraY) Complementario
59172-59753 traX (proteina de transferencia por conjugacion TraX) Complementario
60183-60983 traW (proteina de transferencia por conjugacion TraW) Complementario
60953-61564 traV (proteina de transferencia por conjugacion TraV) Complementario
61657-63591 traU (proteina de transferencia por conjugacion TralU) Complementario
64700-65497 traT (proteina de transferencia por conjugacion TraT) Complementario
65481-65669 traS (proteina de transferencia por conjugacion TraS) Directo

65736-66137 traR (proteina de transferencia por conjugacion TraR) Complementario
66191-66715 traQ (proteina de transferencia por conjugacion TraQ) Complementario
66718-67419 traP (proteina de transferencia por conjugacion TraP) Complementario
67422-68708 traO (proteina de transferencia por conjugacion TraO) Complementario
68714-69694 traN (proteina de transferencia por conjugacion TraN) Complementario
69708-70397 traM (proteina de transferencia por conjugacion TraM) Complementario
70397-70741 tral (proteina de transferencia por conjugacion Tral) Complementario
70762-74562 sogL (ADN primasa, Sogl.) Complementario
74616-75167 nuc (endonucleasa resistente a EDTA) Directo

75185-75472 traK (proteina de transferencia por conjugacion TraK) Complementario
75472-76617 traJ (ATPasa del sistema de conjugacion Tral) Complementario
76617-77432 tral (proteina de transferencia por conjugacion Tral) Complementario
77432-77887 traH (proteina de transferencia por conjugacion TraH) Complementario
78285-78866 traG (proteina de transferencia por conjugacion TraQG) Complementario
78929-80128 traF (proteina de transferencia por conjugacion TraF) Complementario
80217-81038 traE (proteina de transferencia por conjugacion TraE) Complementario
81192-82343 rci (ADN recombinasa especifica del shufflon) Complementario
82327-82656 shfB (proteina putativa del shufflon, componente B) Directo

83150-84583 pilVA (preadhesina del sistema de secrecion tipo IV/ componente A del shufflon) Complementario

104




84574-85254

pilU (peptidasa lider del sistema de secrecion tipo IV PilU)

Complementario

85215-85772 pilT (transglicosilasa putatitva PilT) Complementario
85785-86396 pilS (prepilina del sistema de secrecion tipo IV PilS) Complementario
86417-87511 pilR (proteina integral de membrana PilR) Complementario
87527-89077 pilQ (proteina de union a ATP PilQ) Complementario
89091-89540 pilP (proteina del pilus de secrecion tipo IV PilP) Complementario
89530-90822 pilO (proteina accesoria del pilus de secrecion tipo IV PilO) Complementario
90818-92497 pilN (lipoproteina de transferencia por conjugacion PilN) Complementario
92514-92948 pilM (proteina de transferencia por conjugacion PilM) Complementario
92951-94015 pilL (lipoproteina PilL) Complementario
94052-94639 pilK (proteina del pilus de secrecion tipo IV PilK) Complementario
94692-95141 pilJ (proteina PilJ) Directo

95187-95438 pill (proteina de transferencia por conjugacion Pill) Directo

95709-96332 traD (proteina de transferencia por conjugacion TraD) Complementario
96289-96969 traC (proteina de transferencia por conjugacion TraC) Complementario
97226-97756 traB (proteina de transferencia por conjugacion TraB) Complementario
98201-98485 traA (proteina de transferencia por conjugacion TraA) Complementario
98538-98625 ARN antisentido c4 de fagos de la familia P Directo
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ANEXO I11: ANALISIS BIOINFORMATICOS POST HOC
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Figura A3.1, Graficos de uso de codones para blayy.» (izquierda) y blapxass (derecha).
Se muestra la adaptabilidad relativa de las secuencias codificantes; ésta toma en
cuenta el numero de codones que codifican para el aminoacido respectivo. Para un
microorganismo determinado y para cada aminoacido, el codén con la mayor
frecuencia de uso toma el valor de 100%, y se prorratea los demas aminoacidos que
codifican para el mismo codén en funcién de dicho valor. Las barras azules representan
aquellos codones con una adaptabilidad relativa menor al 30%, las barras rojas
representan los codones con una adaptabilidad relativa menor al 20%. En tal sentido la
secuencia codificante de blagxaes mostré 62 y 12 codones con adaptabilidad relativa
menor al 30% y 20%, respectivamente; por otro lado, la secuencia codificante para
blayy. mostré 45 y 10 codones con adaptabilidades relativas menores al 30% y 20%,
respectivamente, tomando como referencia la frecuencia de uso de codones de S.
Typhimurium LT2 (Kasuza codon usage database, http://www. Kasuza.or.jp/codon/).
Los histogramas fueron generados mediante el algoritmo Graphical Codon Usage
Analyser (GCUA 2.0; Fuhrmann et al., 2004) disponible online, aplicando la tabla de
uso de codones para S. Typhimurium LT2 (1Hhttp://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-
bin/showcodon.cgi?species=99287).
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Figura A3.2 A) Relacion filogenética de las enzimas pertenecientes a
la familia VIM de metalo B-lactamasas. El dendrograma se realizo
mediante el método UPGMA con el programa MEGA 4.0 (Tamura et
al., 2007). Se indican las distintas variantes y el microorganismo a
partir del cual fueron descritas inicialmente. Las secuencias
aminoacidicas deducidas y el microorganismo a partir del cual se
describieron originalmente, fueron obtenidas de la base de datos del
National Center for Biotechnology Information
(OHhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/). B) Alineamiento de las
metalo B-lactamasas VIM-1 y VIM-2; el corchete indica el péptido
sefial (SP) y los asteriscos marcan los cambios cercanos al sitio activo
de VIM-2.




Tabla A3.1 Célculo del costo predicho, en moléculas de ATP, de la produccion de las
enzimas VIM-2 y OXA-66.

VIM-2 Numerode  Costoporaa Y OXA-66 Numerode  Costoporaa Y
residuos * (ATPs) residuos (ATPs)

A=Ala 29 12,5 363 A=Ala 22 12,5 275
C=Cis 1 24,5 25 C=Cis 1 24,5 25

D=Asp 14 1 14 D=Asp 10 1 10

E=Glu 16 15,3 245 E=Glu 16 15,3 245
F=Fen 7 12,5 88 F=Fen 10 12,5 125
G=Gli 23 14,5 334 G=Gli 19 14,5 276
H=His 9 33 297 H=His 4 33 132
I=lle 14 32,3 452 I=lle 18 32,3 581
K=Lis 6 18,5 111 K=Lis 25 18,5 463
L=Leu 27 33 891 L=Leu 25 33 825
M=Met 2 18,5 37 M=Met 7 18,5 130
N=Asn 7 4 28 N=Asn 15 4 60

P=Pro 14 12,5 175 P=Pro 11 12,5 138
Q=Gln 6 9,5 57 Q=GIn 17 9,5 162
R=Arg 11 18,5 204 R=Arg 6 18,5 111
S=Ser 24 15 360 S=Ser 18 15 270
T=Tre 16 6 96 T=Tre 16 6 96

V=Val 27 25 675 V=Val 19 25 475
W=Trp 3 78,5 236 W=Trp 7 78,5 550
Y=Tir 10 56,5 565 Y=Tir 8 56,5 452

I 5.250 I 5.398 I

2 El recuento de los residuos aminoacidicos se realizd mediante el algoritmo EMBOSS Pepstats
disponible on-line (http://www.ebi.ac.uk/Tools/segstats/emboss pepstats/).
® Valores obtenidos de Craig and Weber, 1998.
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Figura A3.4 Analisis de las propiedades fisicoquimicas de los residuos aminoacidicos que
componen el péptido sefial de SME-1 (izquierda) y VIM-2 (derecha). Las barras en los histogramas
corresponden a cada residuo y los colores hacen referencia a distintas propiedades (amarillo:
residuos muy pequefios; verde: residuos pequefios; celeste: residuos alifaticos; rosa: residuos
aromaticos; crema: residuos no polares; gris: residuos polares; marron: residuos cargados; azul:
residuos con carga positiva; violeta: residuos con carga negativa. Histograma generado con el
algoritmo EMBOSS-Pepinfo (http://www.ebi.ac.uk/Tools/segstats/emboss_pepinfo/).
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Figura A3.5 Estudio de sintenia del shufflon correspondiente a los plasmidos pSTM709 y
R64 (N° de acceso AP005147). Las barras horizontales grises representan las dos hebras
de ADN; las marcas triangulares indican las distintas secuencias sfx, y su orientacion,
reconocidas por la recombinasa especifica de sitio Rci. Se aprecia la existencia de una
inversion de aproximadamente 500pb entre ambos plasmidos (en azul), asi como la
delecién de los segmentos C, y D del shufflon en pSTM709. La comparacion de las
secuencias nucleotidicas se realizdé con ayuda del paquete informatico Artemis Comparison
Tool 11.0.0 (Carver et al., 2005).
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U-A fueron generadas mediante la aplicacion RNAfold
W WebServer (3Hhttp://rna.tbi.univie.ac.at/cqi-

WS¢ bin/RNAfold.cgi) (Gruber et al., 2008). B) Alineamiento

9 A del ARN antisentido Inc del plasmido pSTM709 y de la
g‘é cepa WT CUMC-50 descrita por Kurpiel y Hanson. C)
i’ 'i: Alineamiento del extremo 5 del mARN de RepZ del
S‘é plasmido pSTM709 y la variante WT descrita por Asano
UG{P y cols.
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The objectives of this study were to investigate clinical isolates of Salmonella enterica serovar
Typhimurium resistant to [3-lactam antibiotics, to characterise their mechanisms of antibiotic resistance
and to evaluate the possible biological cost of expressing resistance genes. Two oxyimino-
cephalosporin-resistant Salmonella isolates obtained from children with diarrhoea were characterised.
The occurrence of plasmid-encoded blacyy.> genes was confirmed by molecular methods and

?‘?’W"mﬁ conjugation assays; transcription levels were determined by quantitative real-time PCR (qRT-PCR).
aimonelia The genomic context of the [3-lactamases, replicon type and addiction systems were analysed by PCR.
CMY-2 . . . .

Fitness Genomic relatedness of both isolates was studied by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and

multilocus sequence typing (MLST) assays. Growth curves, motility and invasiveness assays in Caco-2
cells were performed to analyse the bacterial fitness of both isolates. Both isolates carried a blacyy-»-like
allele in an Incl plasmid and belonged to the same MLST sequence type (ST19); nevertheless, they
showed extensive differences in their PFGE profiles and virulotypes. Isolate STM709 appeared to lack the
Salmonella virulence plasmid and displayed less motility and invasiveness in cultured cells than isolate
STM910. qRT-PCR showed that isolate STM709 had higher blacyy., mRNA levels compared with STM910.
Altogether, the results suggest that a plasmid carrying blacyy-> could be disseminating among different
clones of S. Typhimurium. Different levels of blacyy.> mRNA could have an effect on the fitness of this
micro-organism, resulting in lower invasiveness and motility.
© 2013 International Society for Chemotherapy of Infection and Cancer. Published by Elsevier Ltd. All
rights reserved.

1. Introduction

Salmonella enterica serovar Typhimurium and S. enterica serovar
Enteritidis are the main serotypes responsible for human
salmonellosis worldwide, causing digestive tract infection and
invasive infections associated with consumption of contaminated
food, especially poultry [1]. In Uruguay, S. Typhimurium has been
one of the main causes of human salmonellosis since 1971,
alternating with S. Enteritidis since 1995 [2,3].

* Corresponding author. Tel.: +598 2 487 57 95; fax: +598 2 487 57 95.
E-mail address: rvignoli@higiene.edu.uy (R. Vignoli).

Antibiotic treatment for salmonellosis is indicated for life-
threatening infections in children, elderly people or immunocom-
promised patients, and therapeutic recommendations are usually
trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT), fluoroquinolones and oxy-
imino-cephalosporins [4].

Therapeutic options for paediatric patients are particularly
reduced since resistance to SXT is variable among bacterial
enteropathogens and it may even aggravate infections with Shiga
toxin-producing Escherichia coli [5,6]. Furthermore, paediatric
fluoroquinolone usage is restricted on account of possible adverse
effects [7].

On the other hand, use of oxyimino-cephalosporins has been
reduced in North American countries (Mexico, USA and Canada)
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owing to the increasing occurrence of Salmonella spp. strains
bearing blacyy-2 [8-10].

Until recently, the situation in South America was different on
account of the absence of reports on this continent regarding
Salmonella isolates carrying such [3-lactamases.

In Uruguay, S. Typhimurium has historically remained suscep-
tible to oxyimino-cephalosporins [11]. The first report of a human
isolate of oxyimino-cephalosporin-resistant S. Enteritidis (CTX-M-
14) was in 2012 [12], with a precedent of a TEM-144-producing S.
enterica serovar Derby strain isolated from eggs in 2002 [13].

In contrast to extended-spectrum [3-lactamase production, the
presence of class C -lactamases in S. Typhimurium has been
associated with a fitness cost in terms of reduced invasive
capability and lower growth rates [14].

The aims of this work were to characterise the mechanisms of
resistance to oxyimino-cephalosporins, amoxicillin/clavulanic
acid (AMC) and cefoxitin present in two S. Typhimurium isolates
obtained from children with diarrhoea in Uruguay. In addition, the
putative effects of expressing such resistance genes on the fitness
of the isolates were evaluated by analysing their growth rate,
motility and invasiveness into epithelial cells in comparison
with a contemporary isolate susceptible to third-generation
cephalosporins.

2. Materials and methods
2.1. Strains

Two faecal isolates of S. Typhimurium (STM709 and STM910)
were obtained from children with diarrhoea in two tertiary care
centres in Montevideo, Uruguay, in July 2009 and September 2010,
respectively. Salmonella Typhimurium strains SL1344 and STM23
were used as controls. SL1344 is a mouse-virulent, antibiotic-
susceptible laboratory strain [14], whereas STM23 is an oxyimino-
cephalosporin-susceptible clinical isolate of S. Typhimurium
collected in Uruguay in 2009 from a case of diarrhoea.

Strains were routinely grown aerobically at 37 °C in Luria-
Bertani (LB) broth (Amresco, Solon, OH) supplemented with
100 mg/L ampicillin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) when indicated.
Serotyping was conducted at the Centro Nacional de Salmonella
(CNS) housed in the Departamento de Bacteriologia y Virologia,
Instituto de Higiene, Universidad de la Reptblica, Montevideo,
Uruguay [11].

2.2. Antibiotic susceptibility testing and plasmidic ampC (p/ampC)
detection

Antibiotic susceptibility profiles were determined using a
Vitek2® Compact System (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, France)
and results were interpreted according to Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) guidelines [15]. Minimum inhibitory
concentrations (MICs) for donor and recipient strains and
transconjugants were determined by Etest (bioMérieux) according
to the manufacturer’s instructions.

Bacterial DNA was extracted using a QIAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany). p/ampC alleles were detected and
sequenced by multiplex PCR according to Pérez-Pérez and Hanson
[16].

2.3. Conjugation assays and plasmid characterisation

Conjugation assays were carried out using a rifampicin-
resistant E. coli J53-2 strain as recipient. Transconjugants were
selected on MacConkey agar plates (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK)
supplemented with rifampicin (150 mg/L) (Sigma-Aldrich) and
ceftriaxone (1 mg/L) (Sigma-Aldrich) [17].

Incompatibility (Inc) groups of ampC-carrying plasmids were
determined by PCR-based replicon typing according to Carattoli
et al. using total DNA from donor strains and transconjugants as
template [18].

Conjugative plasmid size was estimated by treatment with S1
nuclease (Fermentas, Life Sciences, Vilnius, Lithuania) followed by
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) as described previously
[12].

Addiction systems were sought in ampC-bearing plasmids by
PCR, as reported elsewhere [12].

The link between blacyy.» and different insertion sequences
such as ISEcp1, 1S26, 1S903 and ISCR1 was sought by PCR using
primers previously described by Eckert et al. [19].

2.4. Characterisation of genomic relatedness

2.4.1. Multilocus sequence typing (MLST)

MLST characterisation of strains STM709 and STM910 was
conducted following the guidelines described in the S. enterica
MLST database (http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Senterica).

2.4.2. Pulsed-field gel electrophoresis

DNA macrorestriction analysis with Xbal was performed by
PFGE following PulseNet protocols. Salmonella enterica serovar
Braenderup H9812 was used as a marker [20]. Bearing in mind that
only two isolates were analysed, band patterns were interpreted
according to the criteria of Tenover et al. [21].

2.5. Virulotyping

PCR detection of genes coding for proteins secreted by type III
secretion systems (avrA, sopE), Salmonella virulence plasmid genes
(spvC, pefA), S. Typhimurium genomic island CS54 (shdA, sivH) and
phage-encoded genes (gogB, Sb41) was performed. PCR was
performed as previously described using specific primers for invA
as an internal control [2,22-25].

2.6. Motility tests

Motility tests were performed as described by Yim et al. [26].
Briefly, 2 wL of overnight cultures grown in LB broth were spotted
onto the surface of an LB plate containing 0.3% agar and were
incubated for 6 h at 37 °C. The diameter of the motility halo was
measured after 6 h of incubation. Assays were performed in
triplicate and motility was previously confirmed by phase-contrast
microscopy of mid-log bacterial cultures grown in LB broth.

2.7. Cell invasion assays

The human colon carcinoma (Caco-2) cell line was obtained
from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA).
Caco-2 cells were maintained in minimal essential medium with
Earle’s salts (Gentaur, Kampenhout, Belgium) supplemented with
2 mM L-glutamine (Sigma-Aldrich) and 15% foetal bovine serum
(PAA, Pasching, Austria) at 37 °Cin 5% CO,, at up to 80% confluence.
Caco-2 invasion assays were performed as described previously
[26]. Briefly, log-phase bacterial cultures (supplemented with
ampicillin for STM709 and STM910 when indicated) were added to
the cells at a multiplicity of infection of ca. 30:1, the plates were
centrifuged for 5 min at 200 x g and invasion was allowed to
proceed for 1 h at 37 °C. The medium was changed to gentamicin-
containing medium (100 mg/L) (Sigma-Aldrich) and was incubat-
ed for 1.5 h. Then, 20 pL of each supernatant was plated on LB agar
to verify that no viable bacteria were remaining and the cells were
then washed and lysed with 0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) for
bacterial release and counting. Data are expressed as the
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percentage of the initial inoculum. Each isolate was tested in
triplicate in two independent experiments.

2.8. Growth curves

Growth curves for p/ampC-bearing strains were performed.
Briefly, overnight cultures in LB broth supplemented with 100 mg/
L ampicillin were diluted 1/100-fold in pre-heated LB broth with
ampicillin; dilutions were incubated at 37 °C with shaking
(200 rpm). Measurements of the optical density at 600 nm
(ODggp) were taken at regular intervals (30 min) until stationary
growth phase. All assays were performed in triplicate.

2.9. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

Total RNA from bacterial cultures grown to late exponential
phase (ODgqg of ca. 0.9) in LB broth supplemented with ampicillin
was extracted using an RNeasy® Protect Bacteria Kit (QIAGEN).
Then, 1 g of the resulting RNA was treated with DNase
(Invitrogen, Carlsbad, CA) according to the manufacturer’s
instructions and was reverse transcribed using M-MLV reverse
transcriptase (Invitrogen) and random primers in a 20 L reaction.
Then, 2 p.L of a 1/128 dilution of this reaction was used for qRT-PCR
using SYBR Green (QuantiTect®; QIAGEN) in a Corbett Rotor-Gene
6000 (QIAGEN). Primer sequences were as follows: icdA-F, 5'-
TGGTATCGGTGTTGATGTCACTC-3’; icdA-R, 5-CATCCTGGCCG-
TAAACCTGTGTG-3’; CMY2-F, 5'-CCGCCTGCTGCACTTAGCCA-3';
and CMY2-R, 5'-CCCGGAGTCCATTGCGGCTG-3'. The cycling pro-
gramme was 15 min at 95 °C and 40 cycles of 15s at 94 °C, 30 s at
57°C and 30s at 72°C. The comparative threshold cycle (Crt)
method was used for relative mRNA quantitation [27]. Briefly, the
Ct obtained for blacyy, was normalised by the Cr obtained for the
housekeeping gene icdA (isocitrate dehydrogenase) in each sample,
giving the ACr (ACr=Cricaa — Cremy-2) [28]. Then, 2°¢ was
calculated in each sample and plotted. Since blacyy-» is expressed
constitutively, 286 was plotted instead of the more frequently
used 244 or fold change. cDNA from isolate STM23 grown in the
same conditions but without ampicillin was used as a negative
control.

2.10. Statistical analysis

Differences in motility, growth curves and invasiveness in Caco-
2 cells were compared by one-way analysis of variance (ANOVA)
using the Bonferroni adjustment as post hoc test (SPSS 17.0; SPSS
Inc., Chicago, IL). Homoscedasticity was assessed using Levene’s

Table 1
Susceptibility profile and virulotype of strains under study.

test of homogeneity of variances. The Welch test was used
whenever data showed heteroscedasticity. Differences in blacyy-2
mMRNA levels were analysed using the Mann-Whitney U-test
(GraphPad Prism 4.0; GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). A P-
value of <0.05 (two-tailed) was considered as statistically
significant in all tests.

3. Results
3.1. Antibiotic susceptibility and plasmidic ampC detection

Both isolates (STM709 and STM910) showed resistance to
cefotaxime, ceftazidime, cefoxitin and AMC but were susceptible to
cefepime, carbapenems, gentamicin, amikacin, nalidixic acid,
ciprofloxacin and SXT (Table 1). On the other hand, isolate
STM23 was susceptible to all antibiotics tested.

STM709 and STM910 yielded a 462 bp PCR product with
primers CITMF/CITMR [16]. Further sequencing confirmed the
presence of a blacyy_»-like gene. In both cases, blacyy., was located
downstream of ISEcp1 as previously reported [29].

3.2. Characterisation of blacyy.>-encoding plasmids

Transconjugants were obtained for both isolates, designated
TcSTM709 and TcSTM910, respectively. Both transconjugants
showed the same resistance patterns as the donor strains
(Table 1). The presence of blacyy.» was confirmed by PCR. Donor
strains and transconjugants shared a single ca. 85 kb IncI1 plasmid
(pSTM709 and pSTM910) as revealed by PFGE analysis after S1
nuclease digestion (data not shown). The search for addiction
systems showed only the presence of pndAC in both conjugative
plasmids.

3.3. Characterisation of genomic relatedness

Both strains (STM709 and STM910) belonged to sequence type
19 (ST19) (allelic profile 10, 7, 12, 9, 5, 9, and 2), whereas PFGE
analysis showed at least eight different bands between both strains
(Fig. 1).

PCR detection of virulence-related genes also yielded significant
differences; although both strains harboured avrA, gogB and shdA,
STM709 showed positive PCR results for sivH whereas STM910
harboured spvC, pefA, sopE and Sb41 (Table 1).

The absence of spvC and pefA in STM709 suggests that this
isolate could be missing the S. Typhimurium virulence plasmid
[30].

Salmonella enterica serovar
Typhimurium strains

Transconjugants

Escherichia coli ]53-2 Target

STM709 STM910 TcSTM709 TcSTM910
Minimum inhibitory concentration (mg/L)
CTX 32 16 4 8 0.125
CAZ 48 32 16 16 0.38
Replicon type Incl1 IncI1 Incl1 Incl1 -
Addiction system pndAC pndAC pndAC pndAC -
Virulotyping
spvC - + N/D N/D N/D Virulence plasmid
pefA - + N/D N/D N/D
avrA + + N/D N/D N/D SPI-1
sopE - + N/D N/D N/D SopE® (SPI-1)
sivH + - N/D N/D N/D CS54 island
shdA + + N/D N/D N/D
gogB + + N/D N/D N/D Gifsy-1
Sh41 - + N/D N/D N/D @SE20

CTX, cefotaxime; CAZ, ceftazidime; N/D, not determined.
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Fig. 1. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) analysis of Salmonella enterica serovar
Typhimurium strains STM709 and STM910. Lanes 1 and 4, reference strain S.
enterica serovar Braenderup H9812; lane 2, STM709 (blacuy-2); lane 3, STM910
(blacmy-2). Arrows indicate differences in band patterns. Variations in band
intensity were not considered.

3.4. Motility assays and growth curves

Strain STM709 was significantly less motile than strain STM910
and reference strains SL1344 and STM23, indicated by a halo of
motility ca. 80% smaller after 6 h of incubation in semisolid agar
(Fig. 2A). Phase-contrast microscopy of bacterial cultures revealed
an aggregated phenotype for strain STM709. Since bacterial
clumping could hamper motility, strain STM709 was centrifuged
and carefully re-suspended by pipetting to ensure disaggregation
of possible clumps prior to plating onto semisolid agar plates.
Disaggregation was confirmed by wet-mount microscopy. Motility
results were the same with or without previous disaggregation.

Regarding growth curves, strains STM709 and STM910 did not
show statistically significant differences (data not shown).

3.5. Cell invasion assays

Caco-2 invasion assays showed that strain STM709 was ca.
eight and six times less invasive than reference strains SL1344 and
STM23, respectively (see Fig. 2B). Strain STM910 appeared to be
more invasive than both reference strains. To corroborate that
clumping formation was not interfering with the invasiveness of
STM709, the bacterial inoculum was centrifuged and re-suspended
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Fig. 2. (A) Results of motility assays on 0.3% Luria-Bertani (LB) agar for Salmonella
enterica serovar Typhimurium strains STM709 and STM910 and control strains
SL1344 and STM23. The mean + standard deviation of three independent
experiments is plotted. (B) Invasiveness in Caco-2 cells. Results are expressed as
percentage of the initial inoculum. The mean + standard deviation of two independent
experiments is plotted. (C) Quantitation of blacyy., mRNA levels. Total RNA from late
log-phase cultures of strains STM709 or STM910 was obtained and the levels of blacyy-
, transcripts were measured by quantitative real-time PCR. The mean + standard
deviation of 22 of five replicates in two independent experiments is plotted.
*Indicates a statistically significant difference.

prior to infecting the monolayer, and bacterial disaggregation was
assessed by wet-mount microscopy.

3.6. Quantitative real-time PCR measurement of blacyry.o mRNA levels

Since isolate STM709 showed reduced motility and cell
invasiveness while displaying slightly higher MICs to (3-lactam
antibiotics compared with isolate STM910, and based on
background data reporting reduced fitness in S. Typhimurium
owing to the expression of a class C 3-lactamase [14], we decided
to evaluate the levels of blacyy-» gene expression in both isolates in
order to evaluate the putative biological cost of expressing this
gene. In line with the previous report, qRT-PCR analysis revealed
that the levels of blacyy., mMRNA were 2.6 times higher in isolate
STM709 compared with isolate STM910 (Fig. 2C), this difference
being statistically significant.

4. Discussion

Antibiotic susceptibility patterns of S. enterica are changing in
Uruguay and probably in South America as well. In this sense, we
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previously reported the first clinical isolate of S. Enteritidis
carrying blactx.m-14 in this continent [12].

Considering that S. Typhimurium lacks ampCin its chromosome
[14] as well as the lack of reports of p/ampC-bearing Salmonella
isolates in South America, such isolates could be misidentified in
those clinical laboratories in South America lacking highly
discriminative identification capabilities on account of an ‘atypical’
susceptibility pattern.

From the analysis of two different clinical isolates, results
suggest that a plasmid carrying blacyy.> could be disseminating
among different clones of S. Typhimurium. Although both isolates
belonged to ST19, important differences were found regarding
their PFGE patterns and virulence-associated genes, suggesting
that both isolates have dissimilar genetic backgrounds. Such
differences could be due to the presence/absence of the virulence
plasmid, the genetic structure of genomic island CS54 and the
presence of phages SopE®P and ¢ST64b.

Strain STM709 (isolated in 2009) appears to lack the Salmonella
virulence plasmid as well as SopE® and ST64b prophages; besides, it
also displays less motility and is less invasive than S. Typhimurium
strains SL1344 and STM23. Formation of bacterial clumps by
STM709 could impair its motility as well as altering the interaction
with host cell receptors, thus affecting its invasive capability.
Nevertheless no differences were found in motility or invasiveness
between the bacterial inocula with or without disaggregation prior
to the assays. The features exhibited by STM709 are in accordance
with findings by Morosini et al. regarding the biological cost for S.
Typhimurium of expressing a class C 3-lactamase [14].

On the other hand, strain STM910 displayed a similar behaviour
to the control strains (i.e. SL1344 and STM23). In this sense, strain
STM910 (isolated in 2010) harboured the virulence plasmid as well
as the SopE® and ST64b prophages, displayed a motile phenotype
as well as good invasive capability in Caco-2 monolayers.

Further studies are required to determine whether differences
in CMY-2 expression levels are due to a larger pSTM709 copy
number or to the presence in strain STM709 of an additional
chromosomally encoded blacyy-» gene [31]. Likewise, more studies
are needed to determine (i) whether dissimilar CMY-2 expression
levels and/or plasmid-related factors are accountable for the loss of
fitness of Salmonella Typhimurium and (ii) whether pSTM709 or
pSTM910 can be equally carried by clones with different degrees of
virulence.

We provide here an initial insight into the nature of a blacyy-»-
encoding plasmid identified in South America and the different
characteristics of its hosts.

In conclusion, two isolates of S. Typhimurium bearing blacyy-»
in an Incl1 ‘epidemic resistance plasmid’ were studied to the best
of our knowledge, this is the first description of Salmonella strains
carrying such a gene in South America. In addition, the fact that one
of the studied isolates displayed a good fitness could become an
emerging problem in this continent, reinforcing the relevance of
maintaining active vigilance.
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