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RESUMEN

Escherichia coli forma parte de la microbiota intestinal de los animales de
sangre caliente, y es el principal anaerobio facultativo que reside en el colon
humano. Esta especie ha evolucionado hacia distintos patotipos (ETEC, EPEC,
EIEC, EHEC, EXPEC, EAEC) que involucran la adquisicion de islas de
patogenicidad que pueden ser transportadas por plasmidos mediante
transferencia horizontal. La posibilidad de evolucién constante de los patotipos de
E. coli explicaria en gran medida la enorme diversidad de clones de E. coli

enterotoxigénica (ETEC) en regiones geogréficas definidas.

En el presente proyecto se desarrollé6 un método para marcar por medio de
conjugacion, plasmidos de ETEC con el transposén Tn5. Para ello se seleccioné
mutantes de E. coli resistentes al acido nalidixico y ciprofloxacina, que sirvieron
como marcadores en la seleccién de los transconjugados. A continuacién, por
medio de conjugacion, se cred una biblioteca de mutantes de ETEC utilizando el
transposon Tn5. La primera conjugacion se realizod entre: Escherichia coli HB101
resistente a kanamicina (transposén Tn5) con ETEC (gen de patogenicidad LT)
resistente al acido nalidixico. Para la segunda conjugacion, se partié del
Conjugado #1 (ETEC resistente al acido nalidixico + Tn5) y se lo conjug6 con E.
coli K12 resistente a ciprofloxacina. Finalmente se llevdé a cabo la confirmacion
molecular, mediante amplificacion por PCR tanto del gen LT, como del gen de
resistencia a la kanamicina (KM).

Mediante conjugacién se logré marcar un plasmido de ETEC desconocido
con el transposon Tn5. Sin embargo dicho plasmido no contiene el gen de
patogenicidad (LT), por lo cual no se logro identificar a mutantes de ETEC con la
capacidad de transferir horizontalmente al Tn5. La transferencia del Tn5 a
distintas cepas de Escherichia coli (ETEC, K12) se confirmdé mediante la
amplificacion por PCR del gen de resistencia a la kanamicina. La presente
investigacion busco determinar si existe transferencia horizontal de plasmidos de

patogenicidad de ETEC a otros linajes de E. coli.
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ABSTRACT

Escherichia coli is part of the intestinal microbiota of warm-blooded animals,
and is the primary facultative anaerobe that resides in the human colon. This
species has evolved into different pathotypes (ETEC, EPEC, EIEC, EHEC,
EXPEC, EAEC) involving the acquisition of pathogenicity islands that can be
transferred horizontally by plasmids. The possibility of constant evolution of E. coli
pathotypes largely explains the enormous diversity of clones of enterotoxigenic E.

coli (ETEC) in defined geographic regions.

This project developed a method to tag ETEC plasmids with the Tn5
transposon, by conjugation. We selected mutants of E. coli resistant to nalidixic
acid and ciprofloxacin, which served as markers for the selection of
transconjugants. Then, by conjugation, we created a library of ETEC mutants
using the Tn5 transposon. The first conjugation was made between: Escherichia
coli HB101 resistant to kanamycin (Tn5 transposon) and ETEC (LT pathogenicity
gene) resistant to nalidixic acid. The second conjugation involved the Conjugate #
1 (nalidixic acid-resistant ETEC + Tn5) which were conjugated with E. coli K12
resistant to ciprofloxacin. Finally the molecular confirmation was conducted by

PCR amplification of both the LT gene, and the kanamycin resistance gene (KM).

Through conjugation it was possible to tag an unknown ETEC plasmid with
the Tn5 transposon. However the tagged plasmid didn’t contain the pathogenicity
gene (LT), thus the attempt to identify ETEC mutants with the ability to transfer
horizontally the Tn5 failed. The Tn5 transfer to different Escherichia coli strains
(ETEC, K12) was confirmed by PCR amplification of the kanamycin resistance
gene. The present research investigated the existence of traceable horizontal
transfer of plasmids containing pathogenicity genes from ETEC to other E. coli

lineages.



1.

viii

TABLA DE CONTENIDOS

INTRODUCCION 1
1.1  Plasmidos 2
1.2  Conjugacion bacteriana. 3
1.3 Transposones 5

1.3.1  Transposon Tn5 6
1.4  Factores de Virulencia 7
1.5 Resistencia a antibiticos en bacterias. 8
1.6 Patotipos de Escherichia coli

1.6.1  Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) 10

JUSTIFICACION 11

AREA DE ESTUDIO 12

OBJETIVOS 13

4.1  Objetivo General 13

4.2  Objetivos Especificos 13

MATERIALES 14
5.1  Cepas bacterianas iniciales 14
5.2 Identificacion y Tipificacion de cepas bacterianas a ser utilizadas 15
5.3 Comprobacion de patrones de resistencia 15
5.4  Soluciones para induccion de resistencia a antibiéticos 16
5.5 Seleccion de mutantes resistentes a antibidticos por presion selectiva _ 17
5.6  Transferencia del transposon Tn5 mediante Conjugacion 17
5.7 Conservacion de cepas (Congelamiento - 20° C) 18
5.8  Extraccion de ADN 19
5.9 PCR confirmatorio para Tn5 (Gen de resistencia a la kanamicina) 19
5.10 PCR confirmatorio para el gen “LT” 20
5.11 Electroforesis en gel de agarosa (1.5%) 20
5.12 Electroforesis de Campo Pulsado para observar plasmidos de ETEC 22



6.

METODOS 24
6.1 Identificacion y Tipificacion de cepas bacterianas a ser utilizadas 24
6.2 Comprobacion de patrones de resistencia 25
6.3  Seleccidén de mutantes resistentes a antibioticos 26

6.3.1  Seleccion de mutantes resistentes al acido nalidixico (Escherichia coli

enterotoxigénica) 26

6.3.2  Seleccion de mutantes resistentes a la ciprofloxacina (Escherichia coli
K12) 27

6.4  Fase preparativa previa a las Conjugaciones 29
6.5 Transferencia del transposdn Tn5 mediante Conjugacion 29
6.5.1 CONJUGACION 1: Escherichia coli HB101 y Escherichia coli
enterotoxigénica 30

6.5.2 CONJUGACION 2: Conjugado #1 (ETEC + Tn5) y Escherichia coli K12 31

6.6  Conservacion de cepas (Congelamiento -20°C) 33
6.7 Extraccién de ADN 34
6.8 PCR confirmatorio para Tn5 (Gen de resistencia a la kanamicina) 35
6.9 PCR confirmatorio para el gen “LT” 36
6.10 Electroforesis en gel de agarosa (1.5%) 37
6.11 Electroforesis de Campo Pulsado para observar plasmidos de ETEC 37
6.11.1 Suspension celular y blogues (plugs) 38
6.11.2 Lavado de los bloques 39
6.11.3 Electroforesis en gel de agarosa (0.7%) 39
RESULTADOS 40
7.1 Identificacion y Tipificacion de cepas bacterianas a ser utilizadas 40
7.2  Comprobacion de patrones de resistencia 41
7.3  Seleccion de mutantes resistentes a antibiéticos por presion selectiva 41
7.3.1  Seleccién de mutantes resistentes al acido nalidixico (Escherichia coli
enterotoxigénica) 41
7.3.2  Seleccion de mutantes resistentes a la ciprofloxacina (Escherichia coli
K12) 42
7.4  Fase preparativa previa a Conjugaciones 43

7.5 Transferencia del Transposon Tn5 mediante Conjugacion 44




7.5.1 CONJUGACION 1: Escherichia coli HB101 y Escherichia coli
enterotoxigénica 44

7.5.2 CONJUGACION 2: Conjugado #1 (ETEC + Tn5) y Escherichia coli K12 44

7.6  PCR confirmatorio para Tn5 (Gen de resistencia a kanamicina) 45
7.7  Transferencia del plasmido con el gen LT 45
7.8  Electroforesis de Campo Pulsado para observar plasmidos 46
8. DISCUSION 46
8.1  Seleccion de mutantes resistentes a antibiéticos por presion selectiva 46
8.2  Marcacion de plasmidos con Tn5 48
8.3 Identificacion y Tipificacion de cepas bacterianas 49
9. CONCLUSIONES 50
10. RECOMENDACIONES 51
11. BIBLIOGRAFIA 53
12. FIGURAS 57

13. TABLAS 66




Xi

LISTA DE FIGURAS

Figural Estructura del tranSpoSON TN5.......oooiiiiiiiiiii e 57
Figura2 Mecanismo de transposiCion del TNS..........iiiii i 57
Figura 3 Mecanismos de Adquisicion de Informacion Genética............ccoeevvevvieerennnnnn.. 58
Figura 4 Modo de accion de las toxinas LTy ST de ETEC........ccoovvvviiiiiiviiiieeeeinn, 59
Figura 5 Estriacion de inoculo liquido en forma de cuadricula ............cooevvviiiiiieiiinnnn. 59
Figura 6 Esquema de la Metodologia seguida para la Fase #2 (Conjugacion #1)........ 60
Figura 7 Esquema de la Metodologia seguida para la Fase #3 (Conjugacion #2)........ 61
Figura 8 Distintos Metabolismos de cepas de E. coli en Agar MacConkey Lactosa...... 61
Figura 9 Diferentes patrones de E. coli visualizados en Agar Chromocult.................... 62
Figura 10 Comparacién de E. coli K12 previo y posterior al tratamiento con ciprofloxacina

........................................................................................................................ 62
11 Contaminacion con Levaduras del Conjugado #2...........ccoovvveeiiiiiiiiiiinnneenn. 63
12 Amplificacion del Gen de resistencia a la kanamicina (Gradiente)................. 63
13 Amplificacion de los Conjugados #1y #2 (GeN LT)......covveveeviiieeeiiiineeeeennnnnn. 64
14 Electroforesis de Campo Pulsado para observar plasmidos........................ 64
15 Amplificacion del gen LT para pools de aislados del Conjugado #2.............. 65


file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031481
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031482
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031485
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031486
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031488
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031489
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031490
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031490
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031492
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031493
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031494
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031495

Xii

LISTA DE TABLAS

Tabla 1 Concentracion de reactivos utilizados para PCR del gen KM.............ceeeeeenn. 66
Tabla 2 Concentracion de reactivos utilizados para PCR del gen LT ..........ooovvviiieeennn. 66
Tabla 3 Pruebas bioquimicas confirmatorias para E. coli enterotoxigénica (ST)............ 67
Tabla 4 Pruebas bioquimicas confirmatorias para E. coli K12.........c.ccoovviiiiiiiiiiieenennnn. 68
Tabla 5 Pruebas bioquimicas confirmatorias para E. coli HB101.................ccooviieennnnn. 69
Tabla 6 Pruebas bioquimicas confirmatorias para E. coli enterotoxigénica (LT) ............ 70
Tabla 7 Mediciones de los halos de inhibicién (Antibiograma Inicial) ............................ 71

Tabla 8 Patrones de resistencia y sensibilidad de las cepas de E. coli (Antibiograma
T Lol T= ) TP TTPP TR PSPPPPPRPPIN 72
Tabla 9 Medicion de los halos de inhibicion (Antibiograma Completo) ..............cceeeeeeee. 73
Tabla 10 Patrones de resistencia y sensibilidad de las cepas de E. coli (Antibiograma
[T o ) R TUPT 74

Tabla 11 Recuperacion de mutantes resistentes al acido nalidixico para ETEC (Ensayo

BEL) e, 75
Tabla 12 Mutantes de ETEC resistentes al &cido nalidixico (ST) Ensayo #2................. 75
Tabla 13 Seleccion de mutantes de E. coli K12 resistentes a ciprofloxacina................. 76
Tabla 14 Pruebas de susceptibilidad para ciprofloxacina (Antibiograma) ...................... 77
Tabla 15 Antibiograma confirmatorio de Cepas Iniciales ...........ccccccveveiiiieiinicieneen, 78

Tabla 16 Patrones de susceptibilidad y resistencia requeridos en las cepas Iniciales para

experimentos de CONJUOACION ..........uuuiii ettt e e e e e e 79
Tabla 17 Conteo de UFC del Conjugado #1 alas 24y 48h..........ccceevviiiiiiiiiiiiiinnnnen, 79
Tabla 18 Antibiograma del Conjuado #L........cooveeiiiiiiiiiiiiee e 80

Tabla 19 Conteo de UFC del Conjugado #2 (24 y 48h) .......ccovvviiiiiiiiiiiiiiccie e, 80


file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031498
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031499
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031500
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031501
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031502
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031503
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031503
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031504
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031505
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031505
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031508
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031509
file:///C:/Users/ACER/Desktop/BORRADOR%20FINAL%20DE%20TESIS%20Mayo16%202012.docx%23_Toc325031510

1. INTRODUCCION

Las bacterias y las arqueas son los organismos vivos mas antiguos de
nuestro planeta y es por ello que a lo largo de su existencia han desarrollado
mecanismos y formas de adaptacién que les permitan sobrevivir (Madigan, et al.,
2004). La evolucion por medio de la seleccion natural es un proceso en el cual los
individuos adquieren ventajas adaptativas sobre su competencia, de manera que
los mas aptos logran subsistir y por ende generan una descendencia (Annika,

2005).

Las bacterias existentes en la actualidad son muy diferentes a sus
antepasados, pues han ido mutando y adquiriendo genes que las han hecho
capaces de prosperar en las condiciones actuales. Los cambios mas notables
comprenden el surgimiento de nuevos patotipos, un ejemplo muy claro de esto es
E. coli que presenta 6 patotipos (ETEC, EPEC, EIEC, EHEC, EXPEC, EAEC), los
cuales contienen  distintos factores de virulencia causantes de diversas

enfermedades (Johnson & Nolan, 2009).

Existen dos formas principales de variacion genética en microorganismos:
la transferencia horizontal de genes y las mutaciones (Annika, 2005). La
adquisicion de genes de resistencia a antibioticos por medio de transferencia
horizontal; asi como también por mutaciones puntuales ha causado grandes
problemas en lo que respecta a la microbiologia clinica, pues poco a poco las
bacterias se han hecho inmunes a agentes toxicos utilizados para combatirlas

(Russel, 2004).



Gran parte de la patogenicidad y resistencia a antibiéticos es causada por
mecanismos de transferencia horizontal de genes (conjugacion, transformacion,
transduccion) (Eisenberg, et al., 2011). Los plasmidos son considerados vehiculos
gue llevan consigo estos genes, los cuales son trasferidos principalmente por
conjugacion (Osborn & Boltner, 2002). La conjugacion bacteriana, es un proceso
mediante el cual se da la transferencia de informacion genética entre dos células
gue se encuentran en contacto directo. El material genético que generalmente se
transfiere es plasmidico y ocasionalmente ADN cromosomal (Madigan, et al.,
2004). Dentro de los plasmidos se puede encontrar transposones, que son
elementos genéticos moviles, que pueden ser transportados de una célula a otra
mediante plasmidos o por mecanismos conjugativos intrinsecos (Peters & Craig,
2001). Los transposones pueden llevar dentro de su secuencia genes que den
cierta ventaja adaptativa como la resistencia a antibidticos o factores que

potencien su patogenicidad (Bennet, 2008).

1.1 Plasmidos

Los plasmidos son elementos genéticos extracromosomales que a
diferencia de los fagos no tienen una forma extracelular. Son moléculas de ADN
de doble cadena que forman un circulo, aunque también existen plasmidos
lineales, cuya replicacion es independiente a la del cromosoma bacteriano. Su
configuracion puede estar superenrrollada, de manera que sea mas compacta en

el interior de la célula (Madigan, et al., 2004).

Existen distintos tipos de plasmidos, entre los de mayor importancia estan
los plasmidos que portan genes de virulencia y resistencia a antibiéticos (Johnson

& Nolan, 2009). Los plasmidos asociados a virulencia pueden llevar consigo



genes que codifican para toxinas, adhesinas y otros factores que potencien el
caracter invasivo o destructivo de la bacteria (Hamood, et al., 1986). Se ha visto
también que estos genes con funciones especificas logran potenciar la adaptacién

bacteriana en sus respectivos nichos (Actis, et al., 1999).

Los plasmidos conjugativos son relativamente pequefios, su tamafio fluctia
desde los 30kb hasta sobrepasar los 100kb. Sin embargo, solamente de 20 a
30kb son necesarios para abarcar los genes que codifican las funciones
conjugativas. En bacterias Gram positivas estos plasmidos tienden a ser mas
pequefios que en las Gram negativas debido a los distintos mecanismos de

conjugacion, los cuales requieren menos informacion (Bennet, 2008).

Un factor muy importante en la movilizacion de plasmidos es el Factor R,
mas conocido como “Factor de Resistencia”. A pesar de tratarse de un factor
implicado en la resistencia bacteriana a ciertos antibidticos, se ha comprobado
gue su presencia genera una mayor aptitud en las bacterias que lo portan. Esto se
debe a que potencia la transmision de plasmidos que contengan tanto genes de
resistencia a antibiéticos como otros genes que posean factores de virulencia o

ambos (Murray, et al., 1983).

1.2 Conjugacion bacteriana.

La conjugacion bacteriana, es un proceso mediante el cual se da la
transferencia de informacion genética entre dos células que se encuentran en
contacto directo. Este es un proceso codificado dentro de un plasmido

conjugativo, que tiene la capacidad de transferir una copia de su ADN a otra



célula. ElI material genético que generalmente se transfiere es plasmidico y

ocasionalmente ADN cromosomal (Madigan, et al., 2004).

Para que se dé la conjugacion es necesaria una célula receptora y una
donadora. Por convencion se ha llamado a la receptora como “hembra” y a la
donadora como “macho.” Son los machos quienes contienen los plasmidos
poseedores de genes para la sintesis del pili sexual, que estan contenidos en la

region tra (Madigan, et al., 2004).

La transferencia de ADN por medio de conjugacion sigue el modelo de
replicacion por circulo rodante. Uno de los mecanismos de conjugaciéon mejor
entendidos es el del plasmido F de E. coli. Este mecanismo de conjugacion tiene

varios pasos:

1. Atraccion entre las dos bacterias.

2. Sintesis de pili desde la célula donadora mediante la sintesis de las
proteinas TraN y TraG.

3. Unidn del pili a la célula receptora.

4. Retraccion del pili unido a la bacteria receptora.

5. Estabilizacion de ambas bacterias.

6. Formacién de un poro en las membranas de las bacterias mediada por
TraD.

7. Transmisiéon de una sefal generada por TraM para la union del poro con
Tray.

8. TraY1 genera un corte en una de las cadenas del plasmido a ser transferido

(en el sitio oriT).



9. Tral transfiere una de las cadenas del ADN plasmidico desde la donadora
hacia la receptora.

10. Replicacion simultanea de la otra cadena del plasmido en la donadora (ADN
polimerasa ).

11.Sintesis de la cadena complementaria en la célula receptora (ADN
polimerasa ).

12. Fin de la transferencia y separacioén de las células (Moat, et al., 2002).

1.3 Transposones

Los transposones son elementos genéticos mdviles, que pueden ser
transportados de una célula a otra mediante plasmidos o por mecanismos
conjugativos intrinsecos. Se les conoce como genes saltarines debido a que son
pedazos de ADN con capacidad de transferencia de un lugar a otro gracias a una
enzima conocida como transposasa. Se encuentran en considerable proporcién
en todas las especies estudiadas. Por ejemplo en humanos se ha visto que
aproximadamente el 35% de su genoma esta formado por estas secuencias
(Peters & Craig, 2001), y en el caso de plantas como Arabidopsis thaliana
aproximadamente el 50% del genoma son elementos transponibles (Hollistera, et
al., 2011). En bacterias se han encontrado en: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Bacteroides, Neisseria, Vibrio cholerae, entre otros

(Moat, et al., 2002).

En algunos casos los transposones pueden llevar dentro de su secuencia
genes que les den cierta ventaja adaptativa como la resistencia a antibiéticos o

factores que potencien su patogenicidad. Tienen la capacidad de moverse



intramolecular e intracelularmente. No requieren homologia de ADN entre el
elemento transponible y el sitio de insercion; sin embargo hay muchas veces en
las que el transposdn muestra una preferencia por una secuencia especifica

(Bennet, 2008).

1.3.1 Transposon Tn5

El transposén Tn5 es de origen procariota y su tamafio es de 5.8kbp. En la
Figura 1 podemos ver la estructura del transposon Tn5 (Vaezeslami, et al., 2007),
el mismo que consiste en dos terminales invertidos IS50L e IS50R, que codifican
para genes de resistencia a antibioticos como la kanamicina (kan), bleomicina
(ble) y estreptomicina (str). El terminal IS50R contiene el gen de la transposasa
(tnp), proteina capaz de catalizar la transposicién de Tn5. Por otro lado, tenemos
el terminal IS50, que se encuentra flanqueado por dos secuencias (19pb): OE
(Secuencia Exterior) y la IE (Secuencia Interior), reconocidas por la transposasa

durante los procesos de transposicion (Bennet, 2008).

El Tn5 tiene su propio mecanismo de transposicion, el cual esta basado en
una técnica de “Corte y Pegado” que se muestra en la Figura 2. Para el inicio de
este mecanismo, 2 transposasas (Tnp’s) son adheridas a la region ES del
extremo 1S50. La region catalitica de cada extremo en presencia de magnesio
corta el ADN y el Tn5 se libera. El Tn5 es escindido de la molécula como una
estructura circular unida por medio de las Tnp’s. Luego esta estructura circular se
dirige hacia el ADN blanco, donde nuevamente en presencia de magnesio las
Tnp’s logran romper las hebras de ADN e insertar al Tn5. Esto es posible debido
a que la region 3'-OH del transposén se encuentra activada y genera ataques

nucleofilicos a la cadena blanco. Una vez que el Tn5 ha sido insertado en la



cadena blanco las Tnp’s salen, dejando un espacio de 9bp que es mas tarde

reparado por medio de duplicacion (Vaezeslami, et al., 2007).

1.4 Factores de Virulencia

Los factores de virulencia son aquellos relacionados a la patogenicidad de
una bacteria en su hospedador y pueden contribuir con su supervivencia en
medios hostiles. Estos factores pueden ser expresados en mayor 0 menor
intensidad dependiendo de las condiciones ambientales y sefiales bacterianas
generadas. Tienen dos origenes: pueden ser propios de cierta especie bacteriana
0 pueden ser adquiridos mediante islas de patogenicidad o genes transferidos en

plasmidos por medio de conjugacién (Moat, et al., 2002).

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) contiene ciertos plasmidos que
portan genes que codifican para factores de virulencia como las enterotoxinas:
termolabil (LT) y termoestable (ST), factores de colonizacién como las fimbrias
(CFA) y adhesinas (F4 y F18) (Actis, et al., 1999). Sin estos factores las ETEC
perderian su patogenicidad, lo cual reduciria su adaptabilidad para ser
diseminadas a otros individuos y esto resultaria en una menor capacidad de

competencia frente a otros microorganismos (Hamood, et al., 1986).

Los plasmidos portan modulos genéticos conocidos como islas genémicas
gue pueden ser trasladadas independientemente hacia otros plasmidos e incluso
hacia otras bacterias. La caracteristica que les permite a estos médulos ser
movilizados es la presencia de secuencias de insercién flanqueantes. Estas

secuencias confieren elasticidad a los plasmidos, ya que mediante inserciones y



deleciones se lograra un remodelamiento de los mismos (Johnson & Nolan,

2009).

1.5 Resistencia a antibioticos en bacterias.

La resistencia a antibioticos es la capacidad de las bacterias de resistir la
accion bactericida o bacteriostética de dichos medicamentos. Este fendbmeno data
de hace 50 afios cuando se evidencié la primera bacteria resistente a
estreptomicina. Actualmente se cuenta con cientos de bacterias resistentes que
han dejado a muchos antibidticos sin actividad antimicrobiana. La resistencia a
antibidticos puede ser atribuida a mutaciones puntuales en genes bacterianos o a

la transferencia horizontal de genes (Annika, 2005).

El uso masivo, la interrupcion de tratamientos y la automedicacion son los
principales factores que contribuyen a que las bacterias adquieran resistencia. En
la actualidad debido al mal uso de antibiéticos han surgido bacterias resistentes
gue solamente dentro de la Unién Europea matan alrededor de 25000 personas al
afio debido a infecciones mediadas por bacterias resistentes (World-Health-

Organization, 2011).

Ciertos antibidticos son producidos naturalmente y todas las especies
productoras de agentes antimicrobianos (Allium sativum (Seong Wei & Musa,
2008), Allium cepa, Zingiber officinale (Azu & Onyeagba, 2007), Streptomyces,
Penicillium (ArgenBio, 2007)) colaboran con un reservorio enorme de genes a los
cuales se puede atribuir en parte el origen de la resistencia a antibioticos. Esto se
puede dar debido a la capacidad de los elementos transponibles o de la

magquinaria de conjugacion para transferir genes.



1.6 Patotipos de Escherichia coli

Las cepas de Escherichia coli patégenas han sido clasificadas 6 en
diferentes patotipos en base a la enfermedad que puedan causar y sus factores
de virulencia. Estos 6 patotipos (ETEC, EAEC, EIEC, EHEC, EPEC, EXPEC)
comparten una caracteristica y es que todos contienen sus factores de virulencia

asociados a plasmidos (Johnson & Nolan, 2009).

EAEC (Escherichia coli enteroagregativa) es también causa de diarrea de
viajero y su factor de virulencia primario que codifica para un factor de adherencia
estd asociado al plasmido pAA. Este patotipo contiene también genes de toxinas
como pet y eastl. EIEC (Escherichia coli enteroinvasiva) contiene un plasmido
pINV que codifica su habilidad de invadir la mucosa del colon, para ello utiliza
varios genes como: virB, mxiEab, ipaADCB, entre otros. EHEC (Escherichia coli
enterohemorragica) causa colitis hemorragica y el sindrome urémico-hemolitico
en humanos. A pesar de factores de virulencia como la toxina shiga que se
encuentra codificada en el cromosoma bacteriano, existen otros genes de
virulencia que estan en plasmidos (pO157) como: ehx, etpC, etpO, espC y ehx.
EPEC (Escherichia coli enteropatogénica) es causante de diarrea aguda y
persistente, su adherencia al epitelio es atribuida a un plasmido (EAF) que
contiene factores de adherencia. Otros plasmidos importantes en la virulencia de
estas bacterias son: pMAR7, pMAR2 y pB171. EXPEC (Escherichia coli
patogénica extraintestinal), contiene plasmidos que codifican una colicina (ColV)
gue es causante de enfermedad extraintestinal. Otro plasmido de importancia es
Vir, que contiene el factor de necrotizacion citotoxico (CNF) (Johnson & Nolan,

2009).
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1.6.1 Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

Es la mayor causante de diarrea de viajero debido a su colonizacién del
intestino delgado y posterior secrecién de toxinas. Produce 2 enterotoxinas:
Termolabil (LT) y Termoestable (ST), ademas de factores de colonizacion como:
CFs, EtpA, Tia, TibA y CylA. La accion conjunta de estos elementos da a las
ETEC su poder infeccioso. Los sintomas que presenta son muy parecidos a los
del colera debido a la similitud entre LT y CT (toxina del célera) tanto fisiologica,
estructural y antigénicamente; ademas de tener el mismo modo de accién (Croxen

& Finlay, 2010).

Los genes que codifican para LT y ST estan contenidos en plasmidos como
se puede ver en la Figura 3. En ETEC se ha comprobado la existenciade 1 a 6
plasmidos de virulencia por bacteria (Bertin, 1992) y entre los mas conocidos
como portadores de dichos genes tenemos: pCoo (pCS1) portador de LT y ST1b,
pJY1l portador de LT y STla y el pTRA1 que es capaz de movilizar a los

plasmidos pCoo y pJY11 (Croxen & Finlay, 2010).

En la Figura 4 se puede evidenciar los distintos modos de accion de las
toxinas ST y LT (Kaper, et al., 2004). La toxina ST genera una induccion del GMP
ciclico y disrupcion en el intercambio de iones. La toxina LT por otro lado, ademas
de la induccion de AMP ciclico y disrupcion del intercambio de iones; puede inhibir

la generacion de péptidos antimicrobianos (Croxen & Finlay, 2010).

En el presente proyecto se buscO desarrollar un método para marcar
plasmidos de virulencia en ETEC. Para ello se selecciond6 mutantes de E. coli
resistentes al acido nalidixico y ciprofloxacina, que sirvieron como marcadores en

la seleccion de los transconjugados. Mediante conjugaciones se cred una



11

biblioteca de mutantes de ETEC utilizando el transposén Tn5. Las cepas a ser
conjugadas fueron: Escherichia coli HB101 que porta dentro de su plasmido
pRK340 al transposon Tn5 que contiene el gen de resistencia a la kanamicina,
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) resistente al acido nalidixico y portadora
del gen de patogenicidad LT dentro de un plasmido y finalmente Escherichia coli
K12 resistente a ciprofloxacina. Una vez realizado el proceso de conjugacién se
confirm6 el paso del transposén Tn5, mediante la amplificacion del gen de
resistencia a la kanamicina. La insercién del transposén Tn5 en el plasmido que
porta al gen LT, se investigd mediante la amplificaciéon del gen LT (gen que
codifica para la toxina termolabil de ETEC). Finalmente se intentd verificar la
presencia de plasmidos presentes tanto en las cepas iniciales (E. coli K12, ETEC
y HB101), asi como en los Conjugados #1 y #2. Para ello, se realizO6 una

electroforesis de las células lisadas atrapadas en bloques de agarosa.

2. JUSTIFICACION

Como se mencion6 anteriormente, la posibilidad de evolucién constante de
patotipos de E. coli explicaria en gran medida la enorme diversidad de clones de
ETEC que se encuentran en regiones geograficas definidas. La frecuente
transferencia horizontal de plasmidos de patogenicidad en ETEC aumentaria la
posibilidad de aparicién constante de nuevas cepas patdgenas y obligaria a
generar nuevas herramientas para el estudio de la epidemiologia molecular. El
presente proyecto pretende generar un método de marcacion de plasmidos de
virulencia que permita evaluar la frecuencia con la que estos plasmidos se

transfieren de una célula de E. coli a otra.
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Se desconoce si existen procesos adicionales (mutaciones cromosémicas)
gue llevan a una E. coli a adquirir el fenotipo patégeno. La enorme diversidad de
cepas de ETEC haria sospechar que estos patotipos estan evolucionando todo el
tiempo, lo que coincidiria con su capacidad de movilizaciéon (conjugacién) que
tendria este plasmido de patogenicidad en presencia de otros plasmidos

conjugativos. (Murray, et al., 1983).

En la actualidad se llevan a cabo proyectos para el estudio epidemioldgic o
de la prevalencia de enfermedades diarreicas generadas por cepas virulentas de
E. coli en comunidades de la costa ecuatoriana (Proyecto EcoDess). Estos
estudios estan limitados a determinar la presencia o ausencia de genes que
codifican para enterotoxinas causantes de enfermedad. Es por ello que mediante
el presente proyecto, al lograr marcar plasmidos de virulencia, se podra
determinar la frecuencia con la que estos plasmidos son transferidos.
Adicionalmente, la capacidad de conjugacién de estos plasmidos de virulencia
podria ser muy importante a la hora de identificar cepas responsables de brotes
epidémicos. La capacidad de transferencia de este plasmido podria explicar la

enorme diversidad de cepas de E. coli que portan estos plasmidos de virulencia.

3. AREA DE ESTUDIO

El presente proyecto fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia de la

Universidad San Francisco de Quito, en el Campus de Cumbaya.

Las cepas utilizadas fueron obtenidas del Cepario del Proyecto EcoDess

(Region de Borboén - Ecuador), del Cepario del Instituto de Microbiologia de la



13

Universidad San Francisco de Quito y del Departamento de Microbiologia e

Inmunologia de la Universidad de Tennessee “Center for the Health Sciences”.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

e Desarrollar un nuevo método para marcar plasmidos de virulencia de una E.
coli enterotoxigénica (ETEC) por medio del transposén Tn5 que contiene el

gen de resistencia a la kanamicina.

4.2 Objetivos Especificos

e Generar cepas de E. coli resistentes a distintos antibiéticos por medio de
presion selectiva, de manera que la resistencia generada sirva como un
marcador en experimentos de conjugacion.

e Crear una biblioteca de mutantes obtenidos por insercion del Tn5 usando
una cepa ETEC.

e Identificar mutantes ETEC capaces de trasferir horizontalmente al
transposon Tnb.

e Identificar a los transconjugados que contengan al Tn5 y genes de

patogenicidad de ETEC.
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5. MATERIALES

5.1 Cepas bacterianas iniciales

e Escherichia coli K12 (sensible a acido nalidixico, ciprofloxacina y

kanamicina)

Cepa a ser sometida a presion selectiva para adquirir resistencia a la
ciprofloxacina. Obtenida del Cepario del Instituto de Microbiologia de

la Universidad San Francisco de Quito.
e Escherichia coli HB101 (resistente a la kanamicina)

Cepa que posee el plasmido pRK340 (plasmido conjugativo con un
replicon termolabil a los 40°C) (Keen, et al., 1985). Este plasmido
contiene el transposén Tn5 que a su vez tiene adherido a su
estructura el gen de resistencia a la kanamicina. Fue obtenida
gracias a la colaboraciéon del Departamento de Microbiologia e
Inmunologia de la Universidad de Tennessee “Center for the Health

Sciences”.

e Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) (sensible a acido nalidixico,

ciprofloxacina y kanamicina)

Cepa a ser sometida a presion selectiva para adquirir resistencia al
acido nalidixico. Obtenida del Cepario del Proyecto EcoDess,
proveniente de wuna muestra de Escherichia coli patégena

(Comunidades de la Costa Ecuatoriana - Region de Borbon).
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5.2 Identificacion y Tipificacibn de cepas bacterianas a ser

utilizadas

e Escherichia coli enterotoxigénica con gen LT (10 cepas)
e Escherichia coli enterotoxigénica con gen ST (4 cepas)
e Escherichia coli HB101 (5 cepas)

e Escherichia coli K12 (4 cepas)

e Microscopio Electrénico Leica 134952X

e Cloruro de sodio (Merck) para solucion salina [0,9%)]

e BD Difco™ Bacto Agar

e BD Difco™ Tryptic Soy Broth

e Becton-Dickinson BBL MacConkey Il Agar

e ChromoCult® Coliform Agar

e Becton-Dickinson BBL Urea Agar Base

e Becton-Dickinson BBL Simmons Citrate Agar

e Becton-Dickinson BD Triple Sugar Iron Agar (TSI Agar)
e Becton-Dickinson BBL™ SIM Medium

¢ Reactivo de Kovacs (Merck)

e Incubadora MEMMERT B40 (37°C)

5.3 Comprobacién de patrones de resistencia

e BD Difco™ Mueller Hinton Agar
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e Cultivo bacteriano puro en fase logaritmica (18 — 24h, 37°C)
e Cloruro de sodio (Merck) para solucion salina [0,9%)]
e Estandar de turbidez de la escala Mc. Farland BBL [0,5]

e Incubadora MEMMERT B40 (37°C)

Discos de antibidtico (Becton Dickinson BBL):

Kanamicina (K) 30ug Acido Nalidixico (NA) 30ug
Rifampicina (RA) 5ug Estreptomicina (S) 300ug
Tetraciclina (TE) 30ug Gentamicina (GM) 10ug

Ampicilina (AM) 10ug Cefotaxime (CXT) 30ug

Cefalotin (C) 30ug Cloroamfenicol (C) 30ug
Ciprofloxacina (CIP) 5ug Enrofloxacina (ENO) 5ug
Sulfisoxazol (G) 0,25ug Trimetroprim-Sulfametoxazole (SXT)

Amoxicilina — Acido Clavulanico (AMC)

5.4 Soluciones parainduccion de resistencia a antibiéticos

e Solucion de hidréxido de sodio (NaOH) [1N]. Merck

e Solucion de kanamicina GIBCO [25mg/mL]. Diluida en agua destilada

estéril.
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Solucién de acido nalidixico FisherBiotech [10mg/mL]. Diluida en NaOH
[0,1N].

Solucion de ciprofloxacina La Santé [1mg/mL]. Diluida en NaOH [0,5N].
Congeladora WHIRPOOL WRB101

Vortex Mixer SMENSMAURO LAB MIXER

Seleccion de mutantes resistentes a antibiéticos por

presion selectiva

5.6

Cultivo bacteriano puro en fase logaritmica (18 — 24h, 37°C)
Solucién de hidroxido de sodio (NaOH) [1N]. Merck

Solucién de acido nalidixico FisherBiotech [10mg/mL]. Diluida en NaOH

[0,1N].

Solucion de ciprofloxacina La Santé [Img/mL]. Diluida en NaOH [0,5N].
BD DifcoTM Tryptic Soy Broth

BD Difco™ Bacto Agar

Incubadora MEMMERT B40 (37°C)

Transferencia del transposon Tn5 mediante Conjugacion

Escherichia coli enterotoxigénica con gen LT (resistente a acido nalidixico)
Escherichia coli HB101 (resistente a kanamicina)
Escherichia coli K12 (resistente a ciprofloxacina)

Frascos Erlenmeyer [500mL]
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e BD Difco™ Tryptic Soy Broth
e BD Difco™ Bacto Agar
e Solucion de hidréxido de sodio (NaOH) [1N]. Merck

e Solucion de kanamicina GIBCO [25mg/mL]. Diluida en agua destilada

estéril.

e Solucion de acido nalidixico FisherBiotech [10mg/mL]. Diluida en NaOH

[0,1N].
e Solucion de ciprofloxacina La Santé [1mg/mL]. Diluida en NaOH [0,5N].
e Agar Nutritivo + ciprofloxacina [3ug/mL]
e Agar Nutritivo + &cido nalidixico [25ug/mL]
e Agar Nutritivo + kanamicina [30ug/mL]
e AN + kanamicina [30ug/mL] + acido nalidixico [25ug/mL]
e AN + kanamicina [30ug/mL] + ciprofloxacina [Sug/mL]
e Tubos Falcon (50mL)
e Incubadora MEMMERT B40 (37°C)
e Incubadora LAB LINE (43°C)

e Centrifuga Clinica (Tubos Falcon) INTERNATIONAL EQUIPMENT

COMPANY

5.7 Conservacion de cepas (Congelamiento - 20° C)

e Cultivo bacteriano puro en fase logaritmica (18 — 24h, 37°C)
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e Brain Heart Infusion Broth (suplementado con Glicerol 20%), Becton-

Dickinson BBL™
e Congeladora WHIRPOOL WRB101
e BD Difco™ Tryptic Soy Broth
e BD Difco™ Bacto Agar
¢ Incubadora MEMMERT B40 (37°C)

e Congeladora WHIRPOOL WRB101

5.8 Extraccion de ADN

e Cultivo bacteriano puro en fase logaritmica (18 — 24h, 37°C)
e BD Difco™ Tryptic Soy Broth

e BD Difco™ Bacto Agar

e Cocina eléctrica HACEB (2 puestos)

e Congeladora WHIRPOOL WRB101

5.9 PCR confirmatorio para Tn5 (Gen de resistencia a la

kanamicina)

e H,0 para PCR (GIBCO Invitrogen)

e Buffer [10x]. Concentracion Final:[1xX] (Invitrogen)

e MgCl; [50mM].Concentracién Final: [1.5mM] (Invitrogen)

e dNTP’s [10mM/nucledtido].Concentracion Final: [200uM] (Invitrogen)

e Primer KM1 ( FW 5 GGACAAGGGAAAACGCAA 3" ) [10um]
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Concentracion Final:[0,4uM] (CLC Main Workbench)
Primer KM2 (RW 5" AAGGTGAGATGACAGGAGA 3" ) [10um]
Concentracion Final:[0,4uM] (CLC Main Workbench)
Taq Polimerasa [5U]. Concentracion final: [LUnidad/rxn] (Invitrogen)
Muestras de ADN [2,5ulL]
Termociclador BIOMETRA T-PERSONAL

Tubos Eppendorf para PCR

PCR confirmatorio para el gen “LT”

H,0 para PCR (GIBCO Invitrogen)

Buffer de Reaccion [5x]. Concentracion final: [1X] (Invitrogen)

MgCl, [25uM]. Concentracion final: [1 uM] (Invitrogen)

dNTP’s [10uM]. Concentracion final: [200uM] (Invitrogen)

Primer LT1 (ET —LT1, 5 GCGACAAATTATACCGTGCT 3") [1uM].
Concentracion final: [0.08uM]

Primer LT2 (ET —LT2, 5 CCGAATTCTGTTATATATGT 3°) [1uM].
Concentracion final: [0.08uM]

Taq Polimerasa [2,5U] (Promega)

Muestras de ADN [2,5ulL]

Termociclador BIOMETRA T-PERSONAL

Electroforesis en gel de agarosa (1.5%)



e Solucion de EDTA [0.5M] pHS8.
- 93.05g de Na;EDTA.H>0 (Invitrogen)
- 400mL de agua destilada estéril
- 50mL de NaOH [10N] (Merck)
e Solucion TBE (Tris Borato EDTA) 5x
- 54g de TRIS Base (Promega)
- 27.5g de acido bérico (Acros Organics)
~ 20mL de EDTA pH8 [0.5M]
- 1000mL agua destilada estéril
e Gel de agarosa al 1.5%
- Agarosa (BIO-RAD)
- TBE [5X]. Concentracion final [1X]
- Bromuro de etidio [LuL/150mL]
- Microondas Panasonic USP 4,942,516
e Electroforesis
- Camara de Electroforesis C.B.S Scientific CO.
- Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio
- TBE[1X]
- Muestras (Producto de PCR)
- Ladder de 100pb Invitrogen
- Fuente de poder FISHER SCIENTIFIC FB300 BLANCA

- Transiluminador: CAJA OBSCURA KODAK EDAS 290
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- Camara Digital KodaK DC290 DC290Z00M

5.12 Electroforesis de Campo Pulsado para observar plasmidos

de ETEC

Cultivo bacteriano en fase logaritmica (37°C, 24h)

e BD Difco™ Tryptic Soy Broth

e BD Difco™ Bacto Agar

e Solucion de Suspensioén Celular CSB (estéril)

e Solucion de Lisis CLB (estéril)

e Agarosa BioRAD® certificada para PFGE

e TE estéril (10mM Tris, ImM EDTA, pH8)

e Bafo Maria (Agitacion) SHEL LAB

e Microondas Panasonic USP 4,942,516

e Tubos Falcon (50mL)

e Agarosa (electroforesis) (BIO-RAD)

e Camara de electroforesis (C.B.S Scientific CO.)

e Transiluminador: CAJA OBSCURA KODAK EDAS 290
e Camara Kodak DC290 DC290Z0O0M

e Fuente de Poder FISHER SCIENTIFIC FB300 BLANCA
e Solucion de Suspencion Celular CSB (Cell Suspension Buffer)

- Tris [1M], pH8 (Concentracion final: 200mM)
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- EDTA [0.5M], pH8 (Concentracion final: 200mM)
Solucion Tris-EDTA (TE)

- Tris [1M], pH8 (Concentracion final: 20mM)

- EDTA [0.5M], pH8 (Concentracion final: 1mM)
Agarosa (1%) para plugs o bloques en TE

- Agarosa BioRAD® Certificada para PFGE

- TE (10mM Tris, 1mM EDTA, pH8)

- SDS (20%), precalentado a 50°C (Concentracion final: SDS 1%)

(SIGMA)

Solucion de Lisis Celular CLB (Cell Lysis Buffer)

Tris [1M], pH8 (Concentracion final: 50mM)

EDTA [0.5M], pH8 (Concentracion final: 50mM)

Sarcosyl al 10% (Concentracion final: 1% Sarcosyl) (SIGMA)

Proteinasa K [20mg/mL] (Invitrogen)
TAE (Tris — Acetato — EDTA) Buffer 5X

- EDTA[0.5M], pH8

- Tris Base (Promega)

- Acido acético glacial (Merck)
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6. METODOS

6.1 Identificacion y Tipificacion de cepas bacterianas a ser

utilizadas

Se selecciond 23 cepas bacterianas: 14 cepas de Escherichia coli
enterotoxigénica aisladas de pacientes de la region norte del pais (Borbon), de las
cuales 10 contenian el gen LT dentro de un plasmido bacteriano y 4 contenian el
gen ST. Se obtuvo 5 variantes de Escherichia coli HB101; que provinieron de una
sola cepa inicial donada por la Universidad de Tennessee (Keen, et al.,, 1985).
Finalmente se adquirid 4 cepas de Escherichia coli K12 obtenidas del Cepario de

Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito.

Todas las cepas fueron sometidas a pruebas de caracterizacion bioquimica
para Escherichia coli. Se verificé su morfologia, para luego seguir con las pruebas
biogquimicas de rutina. Entre estas pruebas se incluyé la siembra en: Agar
MacConkey Lactosa (Becton-Dickinson BBL), Agar ChromoCult® para Coliformes
(Merck), Agar Urea de Christensen (Becton-Dickinson BBL), Agar Citrato de
Simmons (Becton-Dickinson BBL), Agar Triple Sugar Iron (TSI) (Becton-Dickinson

BBL) y Medio Semisdlido SIM (Becton-Dickinson BBL).

El metabolismo caracteristico de Escherichia coli que se buscé con las
pruebas antes mencionadas comprende: fermentacién de lactosa (Becton-
Dickinson, 2006), ausencia de actividad ureasa (Becton-Dickinson, 2007),
ausencia de actividad citrasa y citrato permeasa (Becton-Dickinson, 2011),
motilidad variable, presencia de triptofanasa, ausencia de produccion de H,S

(Becton-Dickinson, 2011), consumo de glucosa y lactosa (Becton-Dickinson,
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2003), presencia de la enzima B-D glucoronidasa (Merck-Millipore, 2008). En base
a las reacciones mencionadas se selecciono a las cepas que cumplieron con los

patrones de metabolismo establecidos para Escherichia coli.

6.2 Comprobacion de patrones de resistencia

Todas las cepas seleccionadas fueron sometidas a una verificacién de sus
patrones de susceptibilidad a antibidticos. Se realiz6 la comprobacion de estos
patrones por medio de antibiogramas de difusién por disco en Agar Mueller

Hinton, siguiendo la técnica de Kirby Bauer (Becton-Dickinson, 2006).

Las cepas congeladas fueron cultivadas en Agar Nutritivo (AN) y se las
incub6 a 37°C por 24 horas. Se verificé que el cultivo esté puro y que existan
colonias aisladas obtenidas por la técnica de estriacion. Se tomo de 1 a 3
unidades formadoras de colonia (UFC) con un hisopo de algodén y se las disolvié
en solucion salina [0.9%] hasta alcanzar una turbidez de 0,5 en la escala de Mc.
Farland. Luego se estrié en Agar Mueller Hinton formando cuadrantes de 60° para
lograr uniformidad en el cultivo. Finalmente se coloc6é de manera equidistante los
discos de antibidtico y se incub6 a 37°C por 24 horas. Una vez transcurrido este
tiempo se procedié a medir los halos de inhibicién formados alrededor de cada

disco de antibiético (Becton-Dickinson, 2007).

En un principio, se propuso inducir resistencia al acido nalidixico y
rifampicina, para lo cual en el antibiograma se incluyeron discos de: &cido
nalidixico, rifampicina, kanamicina, estreptomicina y tetraciclina. Se eligié la
kanamicina, estreptomicina y tetraciclina debido a que la cepa HB101 contiene

dichos genes de resistencia (Keen, et al., 1985).
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Debido a que los resultados no fueron los esperados se decidié ampliar el
antibiograma para determinar que antibidtico seria el mas adecuado para la
induccion de resistencia a Escherichia coli K12 como un marcador necesario en
los experimentos. Se realiz6 un antibiograma completo que comprendiéo 12
antibidticos: trimetroprim-sulfametoxazol (SXT), gentamicina (GM), estreptomicina
(S), ampicilina (AM), amoxicilina — acido clavulanico (AMC), cefotaxime (CXT),
cefalotin (CE), cloroamfenicol(C), ciprofloxacina (CIP), enrofloxacina (ENO),

tetraciclina (TE), sulfisoxasol (G).

6.3 Seleccidn de mutantes resistentes a antibioticos

En esta fase se marcé cepas bacterianas por medio de mutaciones que
resulten en fenotipos resistentes a antibioticos, los cuales ayudaron a seleccionar

posteriormente los conjugados.

6.3.1 Seleccion de mutantes resistentes al acido nalidixico (Escherichia coli

enterotoxigénica)

De las 14 cepas de Escherichia coli enterotoxigénica (ST y LT) que fueron
sometidas a antibiogramas, se seleccioné 4 para la induccién de resistencia a
acido nalidixico: E5, E6, ST1, ST4. E5 y E6 contienen el gen LT, mientras que

ST1y ST4 que contienen el gen de patogenicidad ST.

Se descongelé y sembré en AN las cepas a ser utilizadas (E5, E6, ST1,
ST4) y se las cultivd por 24h a 37°C. Se tomé 1 UFC de cada cepa y se inoculo
100mL de Caldo Nutritivo (CN), permitiendo su crecimiento por 24h a 37°C. A

cada uno de los 4 cultivos se adicion6 100mL de CN fresco y antibidtico hasta
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llegar a una concentracion de [25ug/mL]. Se mantuvo el cultivo por 24h a 37°C.
Una vez transcurrido este tiempo se tomd con una micropipeta 100uL de cada
cultivo y se inocul6 2 cajas de AN + &cido nalidixico [25ug/mL]. Se estrid con un
asa de platino para esparcir el inéculo, de manera que forme una cuadricula,

como se puede apreciar en la Figura 5 (Niemira, 2005).

El experimento funciond para E4 y E5. Se tom6 5 UFC de cada caja, se las
sometié a pruebas bioguimicas y una vez caracterizadas como E. coli, se las
almacend a -20°C hasta su posterior uso. Se repitié el experimento para las cepas
ST con un mayor numero de réplicas. Se inocularon 10 cajas: 5 con ST1 y 5 con
ST4. Se tomoO dos colonias por caja, seleccionando un total de 20 UFC, las
mismas que fueron sometidas a pruebas bioquimicas. En base al metabolismo

observado, se conservo 10 aislados de ST resistentes al &cido nalidixico.

6.3.2 Seleccion de mutantes resistentes a la ciprofloxacina (Escherichia

coli K12)

Se intentd generar mutantes utilizando el método ya mencionado (presion
selectiva a altas concentraciones de antibiético), pero no se obtuvo resultados
favorables. De manera que se partio del MIC (Minimal Inhibitory Concentration) y
se adicion6 consecutivamente concentraciones mayores de antibiético, para
obtener una resistencia progresiva a la ciprofloxacina (Kohanski, et al., 2010). Se
partio de [0.10ug/mL] basandonos en el MIC para E. coli que es de [0.06ug/mL]

(Vila, et al., 1994).

Primero, se descongelé y sembro a E coli K12 (Cepario de Microbiologia de

la Universidad San Francisco de Quito) en AN (37°C, por 24h). Se tom6 1 UFC
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aislada y se la sembr6é en 100mL de CN (37°C, por 24h). Luego se adicioné
100mL de CN y [0.10ug/mL] de ciprofloxacina para el volumen final de 200mL
(37°C, por 24h). Se repitié el paso anterior, pero esta vez se adicion6 la solucion
de antibiético de manera que se llegue a una concentracion final de [0.25ug/mL]
de ciprofloxacina (37°C, por 24h). Una vez alcanzada la concentracion de
[0.25ug/mL], se procedié a sembrar en placas de AN + [0.25ug/mL] ciprofloxacina
(37°C, por 24h). Se mantuvo el cultivo sin suplemento extra de antibiético durante
un dia en caso de que no haya crecimiento en la placa. Se sembré nuevamente
un inéculo de 100uL (48 horas del aditamento de la concentracion final de

antibictico).

Diariamente se adicion6 al cultivo bacteriano [0.125ug/mL] de
ciprofloxacina y CN de manera que la concentracion final sea el doble del anterior
(0.25; 0.5; 1 y asi sucesivamente). Este protocolo se repitio hasta alcanzar la
concentracion de [3.5ug/mL] de ciprofloxacina en el medio CN. A esta
concentracién ninguna de las demas bacterias referentes a los experimentos pudo

proliferar.

Se nombro a cada caja de AN + ciprofloxacina en orden alfabético (A— 2),
siendo “A” la caja sometida a menor concentracion de antibiético. De cada caja de
AN + ciprofloxacina se tomaron de 2 a 3 UFC, llamadas G1, G2 y G3, alas que se
realiz6 una tincibn Gram. En caso de tratarse de bacilos gram negativos se
procedié a sembrarlas en Chromocult. Si el resultado eran colonias moradas o
colonias turquesas e indol positivas, se realizé el resto de pruebas bioquimicas
(en los Agares: TSI, SIM, CITRATO, UREA, MKL). Una vez comprobado que se

trate de una cepa de E. coli, se procedié a congelarla (-20°C).
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6.4 Fase preparativa previa a las Conjugaciones

Esta fase se la realiz6 como medida de precaucion para verificar que las
caracteristicas de las cepas iniciales no hayan variado o se hayan perdido.
Adicionalmente se la llevd a cabo para poder escoger aquellas cepas que
cumplan con los requerimientos establecidos para los experimentos (sensibilidad
0 resistencia a un determinado antibidtico, asi como presencia o ausencia de

genes de patogenicidad).

Se realizd pruebas bioquimicas para todas las cepas iniciales (ETEC,
HB101, E. coli K12 resistente a ciprofloxacina, ETEC resistente a acido
nalidixico). Luego se hizo un antibiograma de las mismas (estreptomicina, acido
nalidixico, tetraciclina, ciprofloxacina, y kanamicina). Una vez comprobados los
patrones de resistencia, se determiné la presencia de los genes de patogenicidad:

LT y ST mediante PCR.

6.5 Transferencia del transposdn Tn5 mediante Conjugacion

Una vez realizada la seleccién de cepas bacterianas se procedié con las
conjugaciones que permitirdn el paso del transpos6n Tn5 mediante pladsmidos
conjugativos. Las conjugaciones 1y 2 constituyeron respectivamente las fases #2
y #3 del Proyecto (Figura 6y 7). Se siguio el protocolo de Keen, et al. 1985 con
dos modificaciones. Se incubd a 37°C en lugar de 30°C y se utilizoé cepas de E.

coli para todos los experimentos en lugar de cepas de Legionella pneumophila.
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6.5.1 CONJUGACION 1: Escherichia coli HB101 y Escherichia coli

enterotoxigénica

La primera conjugacién correspondiente a la Fase #2 del proyecto, se
realiz6 entre Escherichia coli HB101 resistente a la kanamicina (donadora) y
Escherichia coli enterotoxigénica (E5bA3) resistente al acido nalidixico
(receptora). Se buscaba obtener una biblioteca de Escherichia coli
enterotoxigénica que haya adquirido el transposon Tn5 en diferentes partes de su
genoma. Se esperaba que uno de estos transposones se haya insertado en el

plasmido de virulencia de ETEC.

Se sembré a ETEC (resistente al é&cido nalidixico) ESbA3 y HB101
(resistente a kanamicina) en AN (24 horas a 37°C). Se subcultivo a ETEC en AN +
acido nalidixico [25ug/mL], y a HB101 en AN + kanamicina [30ug/mL], para
asegurarnos que las bacterias a conjugar sean resistentes a sus respectivos
antibidticos. Luego se tom6 1 UFC de ETEC de la siembra en AN + acido
nalidixico [25ug/mL], y se inoculé en 100mL de CN. Se incubo por 24 horas a
37°C. Por otro lado, se tom6 1 UFC de HB101 de la siembra en AN + kanamicina

[30ug/mL] y se inoculé 100mL de CN. Se incubd por 24 horas a 37°C.

Una vez obtenidas las dos cepas en fase logaritmica (en caldo nutritivo), se
realizo la Conjugacién #1 al mezclar los dos cultivos en un mismo frasco. Se
incubo por 24 horas a 37°C, teniendo sumo cuidado y evitando cualquier tipo de
movimiento del cultivo, para evitar el rompimiento del pili y por consiguiente una

interrupcién de la conjugacion.

Para comprobar si se dio la conjugacion, se realizé un primer muestreo

donde se inoculé 100uL del CN con el Conjugado #1 en 5 placas de AN +
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kanamicina [30ug/mL] + &cido nalidixico [25ug/mL]. Se incubd por 24 horas a

43°C. En este punto solo fue de interés ver presencia o ausencia de colonias.

Una vez comprobado el éxito de la primera conjugacion se procedio a
adicionar medio de cultivo fresco (200mL de CN) al Conjugado #1, hasta llegar al
doble del volumen inicial que era de 200mL. A su vez se suplement6é kanamicina
[30ug/mL] y acido nalidixico [25ug/mL] para el volumen total de 400mL y se
incubdé a 43°C. El propoésito de este paso fue eliminar HB101 que contiene el
plasmido termolabil pRK340 y seleccionar solamente los conjugados que

transfirieron el transposon Tn5 al genoma, o a otro plasmido.

Nuevamente se inoculd 100uL del cultivo con el Conjugado #1 en 5 cajas
petri con AN + kanamicina [30ug/mL] + &cido nalidixico [25ug/mL]. Se estri6 e
incub6 por 24 horas a 43°C. Transcurrido este tiempo se realiz6 un conteo de las
UFC existentes. Para descartar la presencia de contaminantes se seleccion6 20
colonias que fueron sometidas a pruebas bioquimicas de caracterizaciéon para E.
coli. Posteriormente se realizé un antibiograma confirmatorio y en base a los halos
de resistencia obtenidos, se seleccion6 a 10 clones con los halos de menor

tamafo y se procedi6 a conservarlos en BHI + Glicerol (20%) a -20°C.

6.5.2 CONJUGACION 2: Conjugado #1 (ETEC + Tn5) y Escherichia coli K12

En la Fase #3 se realizé la segunda conjugacion entre: el Conjugado #1
(donador): ETEC (resistente al &cido nalidixico) + Tn5 (resistencia a la
kanamicina) y Escherichia coli K12 resistente a la ciprofloxacina (receptora). Se

espera obtener una Escherichia coli K12 resistente a la ciprofloxacina que haya
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adquirido el transpos6n Tn5. Como ya se menciond, este transposén puede a su

vez haber adquirido el gen LT o no.

La biblioteca de mutantes con Tn5 (producto de la Conjugacion #1) fue
centrifugada a 2000 rpm (equivalente a 268 gravedades) por 15 minutos, para
obtener un pellet bacteriano al fondo del envase y asi eliminar el caldo nutritivo
viejo. Luego se resuspendio el pellet en 100mL de CN fresco y se lo incubd por 24
horas a 37°C. Este paso fue necesario debido a que en presencia de antibiético

no se hubiera dado la Conjugacion #2.

Se descongelé y sembré6 a Escherichia coli K12 (resistente a la
ciprofloxacina) en AN y se la incubd por 24 horas a 37°C. Se tom6 1 UFC del
cultivo y se estrio en AN + ciprofloxacina [3ug/mL] (24h a 37°C). Luego se tomo 1
UFC de la siembra en AN con ciprofloxacina y se la inocul6 en 100mL de CN. Es
importante que ambos cultivos en CN se encuentren en fase logaritmica al

momento de su conjugacion (cultivados a 37°C por un maximo de 24 horas).

Al tener los dos cultivos en fase logaritmica, se procedié a realizar la
Conjugacion #2 al transferir el Conjugado #1 al cultivo de Escherichia coli K12
(resistente a la ciprofloxacina). Se incub6 por 24 horas a 37°C de manera similar a

la primera conjugacion.

Se realiz0 2 muestreos. El primero tuvo lugar después de transcurrido el
tiempo de conjugacién (24h). Se inocul6 100uL del CN con el Conjugado #2 en 5
placas de AN + kanamicina [30ug/mL] + ciprofloxacina [3ug/mL], se estri0 e
incubo por 24 horas a 37°C. Una vez comprobada la segunda conjugacion se

procedié a adicionar CN fresco al envase con el Conjugado #2, hasta llegar al
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doble del volumen inicial que era de 200mL. Adicionalmente se suplementd
kanamicina [30ug/mL] y ciprofloxacina [3ug/mL], para el volumen total de 400mL.

Se incubd el cultivo con antibiético por 24 horas a 37°C.

Para el segundo muestreo se tomd nuevamente 100uL del CN +
Conjugado #2 + antibidtico y se inoculd6 en 5 placas de AN + kanamicina
[30ug/mL] + ciprofloxacina [3ug/mL]. El in6culo (100uL) fue estriado e incubado a
37°C por 24 horas. Transcurrido ese tiempo se realizé un conteo, si éste

sobrepasaba las 300 UFC se lo considera como incontable.

Se conservo 10 UFC por placa (10 placas), las cuales fueron sometidas a
pruebas bioquimicas de diferenciacion bacteriana para confirmar que sean
Escherichia coli. Se seleccion6 50 colonias y se realiz6 un antibiograma
confirmatorio de resistencia. En base a los halos obtenidos, se conservé aquellas
gue presentaron mayor resistencia y se procedié a congelarlas en BHI + Glicerol

(20%) a -20°C.

Adicionalmente se tom6 de 20 a 25 UFC mas de cada placa, y se las
subcultivé en AN + kanamicina [30ug/mL] + ciprofloxacina [3ug/mL]. Estos cultivos

fueron mantenidos en refrigeracion.

6.6 Conservacion de cepas (Congelamiento -20°C)

Se sembro en AN la cepa de interés (clon aislado del Conjugado #1 o del
Conjugado #2) y se la incubo por 24 horas a 37°C. Se verificd que se trate de un
cultivo puro y por medio de estriacion se aisl6 colonias. Se tom6 una UFC y con la

ayuda de un palillo o un hisopo se la sembré en un AN en pico de flauta. Se
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incub6 a 37°C por 24 horas. Una vez obtenido el cultivo en fase logaritmica, se
adicion6 1 a 2mL de BHI + Glicerol (20%). Con la ayuda de un palillo largo se
removid todo el cultivo bacteriano adherido al agar, hasta que el BHI se torne
turbio. Con la ayuda de una micropipeta se extrajo el BHI con el cultivo y se lo
colocdé en un tubo de crioconservacion. Se conservaron las cepas a — 20°C

(EcoDess, 2004)

6.7 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se llevd a cabo por el método de “Ebullicion vy
Congelamiento” o mas conocido como “Frezze & Thaw” (Microbial SL, 2009). El
cual consta de una corta ebullicién (10 minutos) seguida de un congelamiento
(12h a -20°C). Este método es efectivo en bacterias Gram negativas, cuya
suspension bacteriana supere la escala de Mc. Farland [1] (Radstrém, et al.,

2004).

Se sembré en AN las cepas congeladas y se las incubé a 37°C por 24
horas. Se alicuoté 300uL de agua destilada autoclavada en cada tubo eppendorf
de 1.5mL. Con la ayuda de un palillo, se coloc6 en cada tubo aproximadamente el
70% de una UFC mediana (2mm de diametro). Se colocé los tubos en agua
hirviendo y se los mantuvo en ebullicion por 10 minutos. Se dejé enfriar y se los
congel6 a — 20°C minimo por una noche o hasta su uso en amplificaciéon mediante

PCR (EcoDess, 2004).

El ADN se mantiene como sobrenadante en el tubo y es estrictamente

necesario someterlo a congelacion previo a su uso en PCR. Se debe evitar mover
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o agitar el tubo debido a que el ADN se puede mezclar con los restos celulares

del fondo.

6.8 PCR confirmatorio para Tn5 (Gen de resistencia a la

kanamicina)

Este PCR fue destinado a la verificacion de la presencia del gen de
resistencia a la kanamicina, como prueba del paso del transposén Tn5 mediante
conjugacion. Para ello se utilizaron: 10 clones del Conjugado #1, 20 clones
almacenados a -20°C pertenecientes al Conjugado #2, ademas de todas las
cepas iniciales utilizadas: E. coli HB101, ETEC (E5bA3) resistente al éacido
nalidixico, E. coli K12 (BI) resistente a ciprofloxacina. Se tomd6 2.5uL del
sobrenadante de las muestras extraidas de ADN y se adiciond a un Master Mix
con la composicion expuesta en la Tabla 1. En el presente proyecto se utilizé el

Kit de Invitrogen de Tag polimerasa.

La amplificacién se logré en 30 ciclos bajo las siguientes condiciones:
temperatura de la tapa a 104°C y un precalentamiento por una sola ocasién a
94°C por 5 minutos. Denaturacion a 94°C por un minuto. Alineamiento de primers
a 60°C por 2 minutos. Extension a 72°C por un minuto. Para estandarizar la
temperatura de alineamiento, se utilizé un Termociclador de Gradiente Eppendorf
donde se probd variaciones de temperatura desde lo 56°C hasta los 60°C. Se
colocé 2 controles negativos: una reaccion solo con agua de PCR y otra con una
muestra de E. coli K12 que no contenga el gen LT. El tamafio del amplicon debié

ser de 557 pares de bases (CLC Main Workbench, 2007).
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6.9 PCR confirmatorio para el gen “LT”

Para buscar las cepas E. coli que recibieron el plasmido de ETEC marcado
con Tnb5 se procedid a buscar colonias resistentes a kanamicina y ciprofloxacina
gue sean positivas para el gen LT mediante PCR. Se realiz6 2 tipos de PCR: uno
en base a aislados individuales y otro en base a pools (conjunto) de 3 a 6
aislados. En el primer PCR, se amplific6 muestras de los Conjugados #1 y #2 y
de las cepas iniciales para tener una referencia de los controles positivos (ES5bA3,

E5) y negativos (HB101 y K12) para el gen LT.

En el segundo PCR debido al alto nimero de muestras se realiz6 pools de
3 a 6 aislados para cada extraccion. De manera que si un pool generaba un
resultado positivo, se procedia a extraer nuevamente ADN de cada una de las
cepas que conformaban a dicho pool y se las sometia nuevamente a PCR. Esto
nos permitio reducir nuestro niumero de muestras de 287 a 59. Se tomo6 2.5uL del
sobrenadante de las muestras extraidas de ADN y se adicioné a un Master Mix

con la composicién expuesta en la Tabla 2.

La amplificacién se logré en 30 ciclos bajo las siguientes condiciones:
temperatura de la tapa a 104°C y un precalentamiento por una sola ocasion a
94°C por 5 minutos. Denaturacion a 94°C por un minuto. Alineamiento de primers
a 56°C por 2 minutos. Extension a 72°C por un minuto (Tornieporth, et al., 1995).
Se colocé 2 controles negativos: una reaccion solo con agua de PCR vy otra con
una muestra de E. coli K12 que no contenga el gen LT. El tamafio del amplicén

gue se debia obtener era de 708 pares de bases.
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6.10 Electroforesis en gel de agarosa (1.5%)

Los protocolos seguidos para la elaboracion de reactivos, asi como para la
electroforesis fueron tomados del Proyecto EcoDess llevado a cabo en el

Laboratorio de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito.

Se diluyé la agarosa en TBE [1X] calentando la mezcla hasta obtener una
solucion transparente y homogénea, se dejo enfriar y se adicioné el bromuro de
etidio. Una vez gelificada la agarosa se rellen6 la camara de electroforesis con
TBE [1X] hasta cubrir los pocillos. En cada pocillo se colocé de 5 a 10uL de
muestra. Una vez cargadas todas las muestras se conecto y calibré la fuente de
poder, de manera que se tenga un voltaje de 70milivoltios (200 miliamperios). Se
dejé correr por una hora, tiempo en el cual se puede visualizar claramente la
banda de interés (708pb para el gen LT o 557pb para el gen de resistencia a la
kanamicina). Se utiliz6 un Ladder (escala de peso molecular) de 100pb. Se
visualizo las bandas mediante una fotografia tomada en una caja oscura (luz UV)

con una camara Kodak DC290.

6.11 Electroforesis de Campo Pulsado para observar plasmidos

de ETEC

La electroforesis de campo pulsado parte de un cultivo bacteriano en fase
logaritmica. Para ello, se descongelé y sembré las cepas bacterianas congeladas
en Agar Nutritivo (AN), por el método de estriacion de manera que se obtengan

colonias aisladas y se las incubo por 24 horas a 37°C.
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6.11.1 Suspension celular y bloques (plugs)

Se fundié la agarosa para los plugs (bloques) en el microondas. Se
equilibré la mezcla al introducirla en el Bafio Maria previamente calentado a 54°C.
Por otro lado, se dispensé 2mL de solucion de suspension celular en tubos
eppendorf. Se tom6 una muestra del cultivo bacteriano con un hisopo estéril y se
lo colocé en los tubos con la solucion de suspension celular, hasta alcanzar una
densidad optica de 0.63 OD + 0.02 a 610nm. Fue importante mantener esta
concentracion bacteriana, debido a que un exceso de cultivo no dejaria actuar
apropiadamente a la proteinasa K y consecuentemente habria problemas al

visualizar las bandas.

Luego se transfiri6 200uL de la suspension celular a un nuevo tubo y se
afadio 10uL de proteinasa K [20mg/mL] y 10uL de SDS (20%). Se agit6 los tubos
de manera que la proteinasa K entre en accion. Una vez realizado este paso, se
afadio 200uL de la agarosa que se encontraba en el Bafio Maria. Se mezcl6 por
pipeteo lentamente evitando la formaciéon de burbujas y se dispenso
inmediatamente en los moldes. Se dej6 polimerizar los bloques durante 10

minutos a 4°C.

Una vez polimerizados los bloques se procedio a retirarlos cuidadosamente
de los moldes. Los bloques pertenecientes a un mismo cultivo bacteriano se
colocaron en un tubo falcon que contenia la solucion de lisis y proteinasa K. Los
bloques se mantuvieron sumergidos en esta solucién todo el tiempo para evitar su
deshidratacion. Se cerré fuertemente los tubos y se los incub6 en el Bafio Maria a

54°C, con agitacion (150 a 200rpm) durante toda la noche.
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6.11.2 Lavado de los bloques

Se precalent6 el TE y el agua destilada estéril en el Bafio Maria a 50°C. Se
eliminé la solucion de lisis de los tubos y se afiadié 25mL de agua destilada estéril
precalentada. Se coloco los tubos en el Bafio Maria con agitacion (100rpm)
durante 15 minutos. Se repitié este paso de 2 a 3 veces mas cambiando el agua
destilada estéril. Una vez finalizados los lavados con agua, se procedi6 a realizar
los lavados con TE. Siguiendo el mismo protocolo se realizé 5 lavados con TE
precalentado a 50°C. Los bloques fueron preservados en TE estéril a 4°C y se los

puede conservar hasta 6 meses.

6.11.3 Electroforesis en gel de agarosa (0.7%)

A diferencia de una electroforesis normal, donde se introduce en los
pocillos el producto de PCR, en este caso se introdujeron pedazos de plugs
(bloques) en el gel de agarosa (0,7%) (Kado & Liu, 1981). Cuidadosamente se
corté con un cubreobjetos o un bisturi secciones de 2mm de plugs (blogues) en
cajas petri estériles. Se introdujo los plugs (bloques) con la ayuda de las paletas
de madera en los pocillos del gel polimerizado. Se sell6 con agarosa liquida
(55°C) los pocillos y se dejé gelificar. En lugar de utilizar Buffer TBE, se utilizé
TAE [1Xx] tanto para la elaboracion del gel de agarosa como para rellenar la
camara de electroforesis. Una vez cargado el gel en la camara, con los pocillos
sellados y sumergido en TAE [1X], se conecté la camara a la fuente de poder y se
la calibré a un voltaje de 80 voltios y se dejo correr durante 1h20. Transcurrido

ese tiempo se procedié a tomar la foto siguiendo el protocolo ya mencionado.
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7. RESULTADOS

7.1 Identificacion y Tipificacion de cepas bacterianas a ser

utilizadas

El 96% de las cepas (ETEC, E. coli K12 y E. coli HB101) dieron un
resultado positivo para Escherichia coli en base a las pruebas bioguimicas
realizadas. De las 23 testeadas (14 ETEC, 4 E. coli K12 y 5 E. coli HB101)
Unicamente una no mostré el metabolismo propio de este bacilo Gram negativo.
Para ver resultados individuales de cada cepa referirse a: Tabla 3 (E. coli
enterotoxigénica (ST)), Tabla 4 (E. coli K12), Tabla 5 (E. coli HB101) y Tabla 6 (E.

coli enterotoxigénica (LT)).

Se verificd su morfologia (bacilos Gram negativos), para luego seguir con
las pruebas bioquimicas de rutina. La siembra en Agar MacConkey Lactosa
evidencio el caracter de las bacterias como fermentadoras (colonias rosadas: LAC
+) 0 no fermentadoras de lactosa (colonias incoloras: LAC -). En el caso de las
cepas de E. coli este patréon fue variable, lo cual se demostré en la Figura 8
donde se observa a E. coli HB101 y K12 como LAC -, mientras que ETEC

(E5bA3) mostro un metabolismo de LAC + (Becton-Dickinson, 2006).

En Agar ChromoCult® para Coliformes, se buscé colonias moradas o
azules (4-metilumbeliferil-B-D-glucurénido positivas o MUG +), generadas por la
accion de la enzima B-D glucoronidasa. En el caso de Escherichia coli K12 (cepa
modificada genéticamente para su uso en laboratorio), puede haber mutaciones
gue hayan alterado su patron MUG positivo, y las bacterias podrian mostrar un

tono azul palido o turquesa, como se puede apreciar en la Figura 9. Para
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asegurarnos de la identidad de bacterias con coloraciones variables como E. coli
K12 (turquesa en lugar de azul o morado), se determind la presencia de
triptofanasa mediante la adicion del Reactivo de Kovacs al cultivo, el cual generé
Indol +. Esta prueba nos permitié corroborar que la cepa a ser utilizada era una E.
coli (Merck-Millipore, 2008). Para todas las cepas de E. coli (ETEC, HB101, K12)
se realizaron pruebas bioquimicas que ratificaron la correcta identificacion de los

aislados.

7.2 Comprobacién de patrones de resistencia

Se realizé la comprobacion de patrones de resistencia de las 22 cepas
positivas para E coli por medio de antibiogramas, los cuales se encuentran
descritos en las Tablas 7 y 8. Escherichia coli K12, Escherichia coli
enterotoxigénica y Escherichia coli HB101 fueron resistentes a la rifampicina, por
lo cual se debid recurrir a una segunda opcion para induccion de resistencia por
medio de presion selectiva. En base al antibiograma completo (12 antibioticos)
expuesto en las Tablas 9 y 10 se determiné que la ciprofloxacina era la mas
adecuada ya que mostro el indice mas alto de sensibilidad en todas las cepas

estudiadas.

7.3 Seleccion de mutantes resistentes a antibioticos por

presién selectiva

7.3.1 Seleccién de mutantes resistentes al acido nalidixico (Escherichia coli

enterotoxigénica)
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El experimento fue exitoso pues se logré seleccionar mutantes resistentes
al acido nalidixico. Para ello se utilizé las cepas E5b y E6b correspondientes a E.
coli enterotoxigénica (LT), asi como ST1 y ST4 correspondientes a E. coli
enterotoxigénica (ST). Dichas cepas presentaron el patrén de susceptibilidad mas
adecuado, pues fueron sensibles a casi todos los antibidticos probados en el
antibiograma completo: SXT, GM, S, AM, AMC, CXT, CF, C, CIP, ENO, TE, G,
NA y K. La unica resistencia encontrada en ST1 fue a CF, el resto de cepas

mostraron completa susceptibilidad ante los antibiéticos analizados.

Durante el primer ensayo se obtuvo 361 aislados de ETEC (LT) resistentes
al acido nalidixico (Tabla 11), de los cuales se conservé 20 para su posterior uso.
En el caso de ETEC (ST) hubo contaminaciéon y se repiti6 el ensayo. En el
segundo ensayo para ETEC (ST), se logré aislar mutantes resistentes al acido

nalidixico, de los cuales se conservo 20 clones (Tabla 12).

7.3.2 Seleccion de mutantes resistentes a la ciprofloxacina (Escherichia

coli K12)

Se obtuvo 46 aislados de E. coli K12 resistentes a distintas
concentraciones de ciprofloxacina (Tabla 13). De éstos, 22 fueron de interés pues
su resistencia sobrepas6 los [2ug/mL] de antibidtico. Los 22 aislados a los cuales
se realizd6 un antibiograma generaron halos menores a 15mm que indican
resistencia (Tabla 14). Se observo una progresiva disminucién del diametro de
los halos conforme las bacterias crecian en medios con mayor concentracion de

ciprofloxacina (Figura 10).
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Hubo un alto indice de contaminacién debido a la manipulacién del medio
con el cultivo bacteriano. Los focos de contaminacion se pudieron haber generado
al momento de adicionar los antibiéticos, o en la toma de muestras (para siembra
en AN + ciprofloxacina). Este hecho obligd a la eliminacion del cultivo (CN) cada
cierto tiempo. Posteriormente se partia de un medio de cultivo fresco que
contenga la cepa con mayor resistencia que haya sido recuperada hasta el

momento.

7.4 Fase preparativa previa a Conjugaciones

En base a antibiogramas confirmatorios mostrados en la Tabla 15, se
comprobd que los patrones de resistencia no variaron. Mediante PCR, se pudo
confirmar la presencia del gen LT y ST tanto en las cepas iniciales: ETEC LT (E5
y E6) y ETEC ST (ST1 y ST4), asi como en aquellas sometidas a resistencia
(E5bA, E5bB, E6bA, E6bB, ST1 A-D, ST4 A-D). Se eligi6 la cepa de E. coli
enterotoxigénica (LT) a ser utilizada en los experimentos de conjugacion en base

a la banda mas clara, que fue la presentada por “E5bA3”.

Finalmente se puede decir que por medio de presiéon selectiva se pudo
obtener las cepas resistentes tanto al &cido nalidixico (Escherichia coli
enterotoxigénica (E5bA3)), como a la ciprofloxacina (E. coli K12 Bl resistente a
[3,25ug/mL de ciprofloxacina]). Adicionalmente se comprobo6 los patrones de

resistencia requeridos para E. coli HB101 (resistencia a kanamicina) (Tabla 16).
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7.5 Transferencia del Transposon Tn5 mediante Conjugacion

7.5.1 CONJUGACION 1: Escherichia coli HB101 y Escherichia coli

enterotoxigénica

En el primer muestreo “siembra inicial’, se obtuvo un total de 161 colonias
a las 48 horas, con una media de 32.2 colonias por caja. Se vio un resultado
parecido en el segundo muestreo “siembra post-antibiotico” 163 colonias a las 24
y 48 horas, donde se obtuvo una media de 36 colonias por caja (Tabla 17). Se
recuperd 50 aislados, que fueron sometidos a pruebas bioquimicas. De éstos se
conservo 11, a los cuales se realiz6 antibiogramas, para finalmente tener 7 ETEC

resistentes a la kanamicina y al acido nalidixico (Tabla 18).

7.5.2 CONJUGACION 2: Conjugado #1 (ETEC + Tn5) y Escherichia coli K12

En el primer muestreo a las 24 horas se registr6 un total de 588 UFC
diminutas. A las 48 horas se pudo visualizar 2 tipos de colonias: colonias
amarillentas redondas medianas caracteristicas de E. coli y colonias blancas
redondas pequefias tipicas de levaduras (Figura 11). De las 588 colonias
contadas inicialmente, se distinguié 127 UFC como E. coli (colonias amarillentas
redondas medianas), con una media de 25,4 colonias por caja (Tabla 19). Las 461

colonias restantes fueron levaduras.

En el segundo muestreo del Conjugado #2 se colecto 180 UFC
adicionales a las 127 correspondientes al primer muestreo. De esta manera se
obtuvo un total de 307 clones de Escherichia coli K12 (resistente a la
ciprofloxacina) que adquirieron el transposén Tn5 (resistencia a la kanamicina).

Estos fueron candidatos de haber adquirido el plasmido de ETEC que contenia el
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gen de patogenicidad LT marcado con el Tn5. Se conservé 20 aislados a — 20°C,
y el resto (287) fueron conservados en placas de AN + kanamicina [30ug/mL] +

ciprofloxacina [3ug/mL], en refrigeracion.

7.6 PCR confirmatorio para Tn5 (Gen de resistencia a

kanamicina)

Las pruebas de PCR para detectar la presencia del transposén Tn5 fueron
positivas en los 10 aislados del Conjugado #1, asi como también en los 20
aislados del Conjugado #2 que fueron probados. La amplificacion realizada
mostré la presencia del gen de resistencia a la kanamicina en: E. coli HB101 y en
los Conjugados #1 y #2. Los controles negativos (E. coli K12 y E. coli
enterotoxigénica E5bA3) fueron negativos. Estos resultados concordaron con los
patrones de resistencia esperados para las muestras tanto iniciales como para los

conjugados (Figura 12).

7.7 Transferencia del plasmido con el gen LT

Se realizo un PCR del gen LT para: las 4 cepas iniciales de E. coli (ETEC
E5bA3, ETEC E5, HB101, K12 BI), 6 clones del Conjugado #1 (C1- 26, 32, 40,
42, 46 y 49) y 20 aislados del Conjugado #2 (C2 — 1, 3, 11, 25, 31, 35, 44, 45,
Al, A4, Al4, A18, A19, A24 y A29). Ademas se corrieron controles positivos
pertenecientes a cepas de ETEC con el gen LT y un control negativo con agua.
De 32 muestras analizadas, se logro amplificar solamente los controles positivos
(E5bA3, E5) y las muestras del Conjugado #1 (Figura 13). Mediante un segundo

PCR se corrieron los 287 aislados restantes (de un total de 307 clones
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recuperados) del Conjugado #2, del cual tampoco se obtuvo bandas positivas
(708pb) (Figura 15). Las pruebas de PCR para el gen LT de ETEC fueron

negativas en todos los aislados del Conjugado #2, pues no hubo amplificacion.

7.8 Electroforesis de Campo Pulsado para observar plasmidos

Este experimento destinado a observar los plasmidos presentes en las
cepas de interés (transconjugadas y ETEC) fue negativo. Se pudo visualizar una
sola banda perteneciente al cromosoma bacteriano. En ninguna de las muestras
se vio la presencia de plasmidos evidenciados por una segunda banda (Figura

14),

8. DISCUSION

8.1 Seleccion de mutantes resistentes a antibioticos por

presion selectiva

Las mutaciones por presion selectiva se generan al someter a las bacterias
a una concentracion de antibidtico que es normalmente letal para ellas, de
manera que deben mutar para sobrevivir. Dichas mutaciones bloquean la accién
del antibiético generando cepas resistentes (Annika, 2005). En la mayoria de
casos estos mutantes se obtienen luego de un Unico experimento de seleccion.
Sin embargo, en este estudio, al realizar la seleccion con ciprofloxacina se
requirié la generacion de mutantes resistentes a distintos niveles, los cuales

fueron obtenidos mediante cultivo sometido a concentraciones progresivas de
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antibiético hasta llegar a bacterias capaces de crecer a concentraciones 3,5ug/mL

de ciprofloxacina.

Un hecho notable encontrado en las cepas de HB101, es que a traves de
los distintos subcultivos realizados en algunos de los aislados se habia perdido en
su totalidad la resistencia a la estreptomicina y tetraciclina. Solo se recuperd una
cepa resistente a la kanamicina: HB10le. Este es un caso de curacion del
plasmido debido a distintos subcultivos de la bacteria, asi como también por no
conservarla a -20°C en un medio con glicerol. La conservacion de cepas
recomendada varia entre - 70°C a -20°C (Perry, 1998), pues a esta temperatura la
frecuencia de rearreglos del ADN plasmidico se reduce a menos del 1% (Brujin &
Lupski, 1984). Al mantenerlas a temperaturas superiores se corre peligro que las
bacterias en su afan de mantenerse viables, pierdan sus plasmidos o material
genético que en ese momento solo representa una carga metabolica para ellas

(Yoh, et al., 1991).

Otro hecho relevante fue la existencia de patrones de resistencia variables.
Existieron cepas que crecieron en medio suplementado con antibiético, pero aun
asi el antibiograma mostro halos indicativos de sensibilidad. Un ejemplo de esto
tenemos en el Conjugado #1 donde se encontré6 3 cepas sensibles a la
kanamicina: C1E3B3, C1E3C2, C1E3D4. Este hecho evidencia que no siempre
los medios con antibiético permiten aislar cepas con la misma intensidad de
resistencia, pues el antibiotico en el medio puede no haberse distribuido en
proporciones equitativas, permitiendo asi el crecimiento de bacterias sensibles en
ciertos lugares de la caja. En base a este tipo de errores se seleccioné un método

estandarizado como son los antibiogramas de difusion por disco (Técnica de Kirby
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Bauer). En este tipo de prueba se parte de una concentracion determinada de
bacterias (Mc. Farland [0,5]), las cuales son sembradas en un medio especifico
(Mueller Hinton), que tiene las caracteristicas necesarias para generar halos de
inhibicion que pueden ser comparadas con referencias publicadas en el NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standards). Es por ello la importancia
de los antibiogramas como generadores de un resultado mas estandarizado y

confiable (Becton-Dickinson, 2007).

8.2  Marcacion de pldsmidos con Tn5

Como resultado de la primera conjugacion se obtuvieron cepas de
Escherichia coli enterotoxigénica resistente al acido nalidixico, que adquirieron el
transposon Tn5 que lleva consigo el gen de resistencia a la kanamicina. Este
transposon pudo estar adherido tanto al cromosoma como a algun otro plasmido.
Si el transposoén se hubiera insertado al plasmido que contiene el gen LT y si este
fuera conjugativo entonces se esperaria que cada vez que se conjugue el
plasmido, la bacteria receptora gane resistencia a la kanamicina (plasmido
marcado). Esto permitiria a futuro estudiar la frecuencia de transmision de este
plasmido hacia distintas cepas de Escherichia coli y se podria determinar si su
paso a otras cepas que no son patdégenas puede generar patogenicidad. De esta
manera también se podria saber si el Unico factor determinante en la
patogenicidad de Escherichia coli enterotoxigénica esta dado por la presencia del
plasmido que porta al gen LT, o si hay otros factores cromosomales que en

conjunto le confieren patogenicidad.
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Luego de la primera conjugacion se recuperé cepas de ETEC que
adquirieron el transposén Tn5 lo cual indico que el primer paso de este
experimento funciond. A partir de la segunda conjugacion se obtuvo cepas de
Escherichia coli K12 (resistentes a ciprofloxacina) que adquirieron el transposon
Tn5 (resistencia a la kanamicina) por conjugacién, sin embargo estas cepas no
contenian el gen LT. Se puede concluir que se logr6 marcar un plasmido

conjugativo presente en la cepa original de ETEC.

Es posible que el Tn5 haya podido insertarse en plasmido que contiene a
LT, pero quizd este plasmido no es conjugativo o tal vez tiene baja tasa de
conjugacion (Mitsuhashi, et al., 1977). A pesar de la gran cantidad de muestras
analizadas (307), probablemente la tasa de transmisién del plasmido que contiene
al gen LT hacia otras bacterias distintas a ETEC (E. coli K12) es incluso menor.
En un estudio realizado por Sadayuki, et al., 2009 se encontr6 que la tasa de
transmisién del plasmido que contenia al gen LT es baja (de 10° a 10!

transconjugados por donador), lo que corrobora nuestros resultados.

Es posible también que el plasmido de ETEC requiera para su movilizaciéon
la ayuda de otros plasmidos que no se encuentran presentes en las cepas de E.
coli K12, sino solamente en otras E. coli enterotoxigénicas, o en otras bacterias

patégenas (Murray, et al., 1983).

8.3 Identificacion y Tipificacién de cepas bacterianas

A lo largo del Proyecto se hizo énfasis en la caracterizacion de cepas.
Debido a que muchos de los procedimientos eran susceptibles a contaminacion,

fue de gran importancia establecer las principales caracteristicas metabdlicas de
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las mismas. La utilizacion de pruebas bioguimicas permitié diferenciar entre las

cepas pertenecientes a los experimentos de las contaminantes.

La unica variante que se tuvo al momento de realizar las pruebas
bioquimicas se la encontr6 en Escherichia coli K12. Debido a que esta es una
cepa altamente manipulada y subcultivada, puede ser foco de mutaciones
puntuales o inactivaciones de genes (Lederberg, 2004). En el caso particular de la
E. coli K12 utilizada en los experimentos, se ve una inactivacion del gen que
codifica para la sintesis de B-D Glucoronidasa, pues esta presenté una coloracion
turquesa en lugar de ser azul o morada al ser cultivada en Chromocult.
Normalmente E. coli cuenta con un patron MUG (4-metilumbeliferil-B-D-
glucurdnido) positivo, basado en la accién de la enzima ya mencionada (Merck-
Millipore, 2008). Para la confirmacion de esta cepa como una E. coli verdadera, se
utilizé el Reactivo de Kovacs, el cual en contacto con la bacteria generd un anillo
fucsia, indicativo de la produccion de la triptofanasa, y por tanto la produccion de

Indol (Becton-Dickinson, 2011).

9. CONCLUSIONES

a. Mediante el presente proyecto no se pudo detectar plasmidos de ETEC (con
el gen LT) que mediante conjugacioén hayan sido marcados con Tn5 y sean
capaces de movilizarse. Se logréo marcar un plasmido desconocido de ETEC,

pero este no contiene el gen de patogenicidad (Levin & Moran, 2011).
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b. La presencia de genes de resistencia a kanamicina en ambos conjugados,
sugiere que es posible marcar plasmidos conjugativos de ETEC mediante
Tn5.

c. Se logré generar cepas de E. coli resistentes a distintos antibidticos (acido
nalidixico y ciprofloxacina) por medio de presion selectiva, los mismos que
sirvieron de marcadores durante los experimentos de conjugacion.

d. Se cred una biblioteca de mutantes por medio de la adquisicion del
transposoén Tn5 utilizando distintas cepas de E. coli (ETEC, K12, HB101).

e. Se identific6 mutantes de ETEC que fueron capaces de transferir
horizontalmente (conjugacion) el Tnb.

f. Se vio la importancia de la caracterizacion de cepas de E. coli mediante
pruebas bioquimicas, de manera que no se aislen microorganismos

contaminantes, sino solo las bacterias de interés.

10. RECOMENDACIONES

Para nuevos proyectos que sigan la linea de esta investigacion, se debe
partir de la caracterizacion genotipica de las cepas a ser utilizadas, asi como

también la de aquellas obtenidas a lo largo de los experimentos.

Se debe tener muy en cuenta los focos de contaminacion que pueden
existir en los experimentos tanto en la seleccion de mutantes resistentes como en
las conjugaciones. Ya que, a pesar que se trabaja con cultivos iniciales puros, la
manipulacion de los medios y su exposicion al ambiente puede introducir factores

contaminantes que complican el desarrollo de los experimentos.



52

Utilizando los protocolos de laboratorio estandarizados en el presente
proyecto, seria interesante marcar plasmidos que tengan otros genes de
patogenicidad, por ejemplo el que contiene el gen ST (que codifica para la toxina
termoestable). Incluso se puede probar con otras cepas bacterianas que tengan

plasmidos con genes de interés.

Seria también interesante considerar la opcién de marcar otros plasmidos
de patogenicidad en diversas especies bacterianas, asi como también lograr
identificar los plasmidos a los cuales se adhiere el Tn5. Para ello se puede utilizar
la técnica de Campo Pulsado la cual permitirA ver los diferentes plasmidos
existentes en clones de una misma especie bacteriana y por consiguiente en

transconjugados de interés.
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Figura 1 Estructura del transposén Tn5

El transposon Tn5 consiste en 2 secuencias de
insercion casi idénticas (IS50L e IS50R). 1S50L
porta los genes que codifican para la
resistencia a: kanamicina (kan), bleomicina
(ble), y estreptomicina (str). IS50R codifica para
Tnp (Transposasa) y su inhibidor (Inh). Cada
secuencia de insercion se  encuentra
flanqueada por 1 secuencia de 19pb en cada
extremo: OE(Secuencia Exterior), IE (Secuencia
Interna), la cuales son reconocidas por la Tnp
durante procesos de transposicion.
(Vaezeslami, et al., 2007)
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Figura 2 Mecanismo de transposicion del Tn5

por medio de “corte y pegado”

Este mecanismo inicia con la uniéon de 2
transposasas (Tnp) a las regiones flanqueantes
(19pb) de IS. La unién de la Tnp con el Tn5
genera un complejo sinaptico. El dominio
catalitico de cada Tnp es posicionado en los
extremos del transposén de manera que éste
se libere. La escision se da en presencia de
Magnesio, y requiere varios pasos.

Una vez que se tiene la region de interés libre
(transposon), este puede adherirse a un ADN
blanco no especifico. Para ello los extremos
3’-OH activados generan ataques nucleofilicos
sobre el ADN blanco hasta que se dé la unidn
del ADN del transposén con la secuencia
blanco. Las Tnp’s son liberadas y luego las
regiones no pareadas son reparadas.

(Vaezeslami, et al., 2007)
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Figura 3 Mecanismos de Adquisicion de Informacién Genética

Los factores de virulencia de Escherichia coli pueden estar codificados por varios
elementos genéticos moviles: Transposones (Tn), Plasmidos (Plasmid), Bacteriéfagos
(Phage), e Islas de Patogenicidad (PAI).

En la figura se muestra una E. coli comensal, que por medio de la adquisicidn de
distintos factores de virulencia, deleciones, mutaciones puntuales o rearreglos
puede convertirse en una bacteria patégena. Una E. coli comensal que ha adquirido
agentes de virulencia puede causar diarrea, disenteria, meningitis, HUS, UTI.

En el caso particular de ETEC: el gen que codifica para LT (toxina termolabil) se
encuentra dentro de un plasmido. Mientras tanto el gen que codifica para ST (toxina
termoestable) esta dentro de una Isla de Patogenicidad (PAI) que ha sido insertada
en el cromosoma bacteriano. Ambas toxinas son causantes de diarrea en humanos.

(Kaper, et al., 2004)
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ETEC

Figura 4 Modo de accion de las toxinas LT y ST
de ETEC

ETEC (estructura verde) se adhiere a los
eritrocitos del intestino delgado (estructura
rosada) y tiene la capacidad de inducir diarrea
acuosa mediante la secrecién de toxinas (LT y
ST).

La secrecion de la toxina ST (termoestable)
activa la via de la Guanilato cyclasa. Mientas
que la secrecion de la toxina LT (termolabil)
activa la via GM1, GD1b. Ambas vias impulsan
la pérdida de electrolitos caracteristica de la
diarrea.

(Kaper, et al., 2004)

Figura 5 Estriacion de indculo liquido en

forma de cuadricula

Para esparcir el inéculo primario (gris claro)
de un cultivo realizado en medio liquido, se
utiliza un aza de platino. Con el aza, se
esparce el inéculo primario en forma de
zigzag (linea gris oscura delgada). Luego, se
gira la caja 90° y se vuelve a realizar un zigzag
(linea café), hasta formar una cuadricula.
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Figura 6 Esquema de la Metodologia seguida para la Fase #2 (Conjugacion #1)

Para la conjugacién se parte de un cultivo puro en fase logaritmica (24h, 37°C). Se mezcla
donadora y receptora y se incuba sin movimiento durante 24h, 37°C. Es importante determinar si
la conjugacion se llevé a cabo mediante la siembra en placas de AN suplementadas con kanamicina
y acido nalidixico. La incubacion del conjugado a 43°C es indispensable, pues permite eliminar las
células de la bacteria donadora (HB101).
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Figura 7 Esquema de la Metodologia seguida para la Fase #3 (Conjugacion #2)

Se parte del Conjugado #1 (derecha), que debe ser centrifugado para eliminar el medio de
cultivo con antibidtico. Posteriormente se lo incuba en medio de cultivo fresco (24h 37°C). Es
necesario que tanto donadora (Conjugado #1) como receptora (E. coli K12 resistente a
ciprofloxacina) se encuentren en fase logaritmica (24h 37°C) para la conjugacion. Se mezcla
donadora y receptora y se los deja reposar sin movimiento durante 24h a 37°C. Se selecciona los

conjugados mediante su siembra en medio con kanamicina y ciprofloxacina.

Figura 8 Distintos Metabolismos de cepas

de E. coli en Agar MacConkey Lactosa

Las coloracién rosada del cuadrante superior
corresponde a una ETEC (E5bA3) fermentadora
de lactosa. Los 2 cuadrantes (izquierda vy
derecha) pertenecen a distintos clones de E. coli
HB101, que al igual que el cuadrante inferior (E.
coli K12) no son capaces de fermentar la lactosa
y consecuentemente sus colonias permanecen
incoloras/amarillentas.
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Figura 9 Diferentes patrones de E. coli visualizados en Agar Chromocult

E. coli HB101 (derecha), muestra colonias MUG+ que adquieren su coloracién azul o
morada por accién de la B-D glucoronidasa. E. coli K12 (izquierda) pueden mostrar una
coloraciéon mas tenue (azul palido o turquesa) debido a la pérdida de esta enzima.

E. coli K12 BJ [3,25ug/mL CIP]

—

E. coli K12 [1ug/mL CIP] Bl [3,25ug/mL CIP]

Figura 10 Comparacion de E. coli K12 previo y posterior al tratamiento con ciprofloxacina

En el panel superior izquierdo esta la cepa inicial E. coli K12 (1), adyacente a ésta se encuentra la
misma cepa (4) sometida a [1ug/mL CIP]. En el panel derecho se muestra a las cepas Bl y BJ
sometidas a [3.25ug/mL CIP], que muestran halos de 13 y 16mm respectivamente.

Siglas utilizadas: MH (Mueller Hinton Agar), CIP (Ciprofloxacina), Bl y BJ (E. coli K12 sometida a
3,25ug/mL de Ciprofloxacina).
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Figura 11 Contaminacion con Levaduras del Conjugado #2

En el panel izquierdo se muestra una caja de AN + ciprofloxacina + kanamicina, con un inéculo
del Conjugado #2. Hay 2 tipos de colonias: colonias medianas amarillentas que son
caracteristicas de E. coli, mientras que las blancas pequefias son levaduras. En el panel
derecho, se muestra una coloraciéon Gram del Conjugado #2. Se puede ver la presencia de
bacilos gram negativos (morfologia de E. coli) y adicionalmente se ven estructuras mas

grandes moradas en forma de gotas (levaduras), indicativos de contaminacion.

Figura 12 Amplificacidon del Gen de resistencia a la kanamicina (Gradiente)

Las muestras amplificadas mediante gradiente comprendieron temperaturas entre 56°C (izq.)
y 60°C (der.), siendo 60°C aquella con menor inespecificidad. Se amplificé el gen de resistencia
a la Kanamicina (KM) para las cepas iniciales: HB101, ETEC E5bA3 (NA®), K12 (CIP®), aislados
del Conjugado #1, y del Conjugado #2. El amplicén fue de 557pb. Hubo amplificacién para los
Conjugados #1 y #2. No se observé bandas especificas para: ETEC E5bA3(NA®) y K12 (CIP¥)




Figura 13 Amplificacion de los Conjugados #1 y #2 (Gen LT)

Se amplificd: cepas iniciales de E. coli (ETEC E5bA3, ETEC E5, HB101, K12 Bl), 6 muestras del
Conjugado #1 (C1- 26, 32, 40, 42, 46 y 49), 20 muestras del Conjugado #2 (C2 — 1, 3, 11, 25,
31, 35, 44, 45, A1, A4, Al4, A18, A19, A24 y A29), controles positivos pertenecientes a cepas
de ETEC con el gen LT y un control negativo con agua. El amplicén para el gen LT fue de
708pb. No hubo amplificacién para los Conjugados #2. Siglas utilizadas: MPM (Marcador de
Peso Molecular), C+ (Control Positivo), C — (Control Negativo).
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Figura 14 Electroforesis de Campo Pulsado para observar plasmidos

Las muestras corresponden a bloques de agarosa de suspensiones celulares de: E5bA3, E5,
HB101, K12 BI, Conjugado #2 y Conjugado #1 corridos en un gel de agarosa [0,7%]. No se vio la
presencia de 2 bandas (cromosoma y plasmido), solo se pudo ver la banda perteneciente al

cromosoma bacteriano.
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Figura 15 Amplificacion del gen LT para pools de aislados del Conjugado #2

Se amplificd: las cepas iniciales de E. coli (ETEC E5bA3, ETEC E5), 287 clones del Conjugado #2 agrupados en pools bacterianos (3 a 6 clones cada uno),
controles positivos pertenecientes a cepas de ETEC con el gen LT, y un control negativo con agua. El amplicén para el gen LT fue de 708pb. No hubo
amplificacién para los Conjugados #2. Siglas utilizadas: MPM (Marcador de Peso Molecular), C+ (Control Positivo), C — (Control Negativo).
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Tabla 1 Concentracion de reactivos utilizados para PCR del gen KM

REACTIVO VOLUMEN (pL) CONCENTRACION
H,0 para PCR 17.55 -
Buffer de PCR [10x] 2.5 1x
MgCl, [50mM] 0.75 1.5 mM MgCI2
dNTPs [10mM] 0.5 200 uM
Primer 1 [10 uM] 1 0.4 uM
Primer 2 [10uM] 1 0.4 uM
Taq polimerasa [5unidades/ul] 0.2 1 unidad/reaccién
ADN 2.5 -
VOLUMEN TOTAL 25 -

No se muestra la concentracion de ADN de las muestras, pues no se realizé una cuantificacion.

Tabla 2 Concentracion de reactivos utilizados para PCR del gen LT

REACTIVO VOLUMEN (uL) CONCENTRACION
H,0 para PCR 11,4 -
Buffer de PCR [5x] 5 1x
MgCl, [25uM] 1,5 1uM
dNTPs [10uM] 0,5 200 uM
Primer 1 [1uM] 2 0,08 uM
Primer 2 [1uM] 2 0,08 uM
Taq polimerasa [Sunidades/ul] 0,1 2,5 unidades/reaccion
Muestra de ADN 2,5 -
VOLUMEN TOTAL 25 -

No se muestra la concentracion de ADN de las muestras, pues no se realizé una cuantificacion.
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Tabla 3 Pruebas bioquimicas confirmatorias para E. coli enterotoxigénica (ST)

Sim UREA TSl
CEPA ORIGINAL cepA | | GRAM , : :
Crecim. Mov. Indol | Crecim. | Medio = JCrecim. | Medio | Gas| HS | =
- 051002402 5TH2 3 571 BG- 5i Si + Si Amarilo - 5i Amarillo + - AJA
‘f 0304243985TC3C26 572 BG- Si No + Si Amarilo - Si Amarillo + - AfA
U
= C55115145TL3 573 BG- 5 Si + 5 Amarilo - 5 Amarillo + - Afa
e
051002402 5T C3 G3 574 BG- 5 Si + 5i Amarila - 5 Amarilla - - AJA
MKL cC CITRATO
. . . RESULTADO
Crecim. UFC Medio = | Crecim. UFC = |Crecim. | Medio =
- 051002402 5TH3 C3 5T1 Si Rosadas Romdo | LAC+ 5i Maoradas | MUG No Verde - E coli
21 o0304243985TC3C26 | ST2 Si Rosadas | Romdo | LAC+ | i Morades | MUG+ |  No Verde | - E. coli
J
w (55115145713 5T3 5i Rosadass | Rosdo | LAC+ 5i Moradass | MUG+ No Verde - E coli
e
051002402 5T C3 G3 5T4 5 Rosadas | Rosds | LACe i Moradas | MUGs No Verde - E coli

Los nombres de las “cepas originales” corresponden a la identificacidn utilizada en el Cepario del Proyecto Ecodess; los nombres asignados (ST1, ST2, ST3 y ST4) se emplearon
para facilitar su reconocimiento. Los medios empleados para las diferentes pruebas bioquimicas fueron: SIM, UREA, TSI, MKL, CC y CITRATO. El patrén de reconocimiento para
E. coli enterotoxigénica (ST) incluye: morfologia: bacilos Gram negativos, SIM: motilidad variable e Indol positivo, UREA: negativo, TSI: Pico amarillo/fondo amarillo,
produccién de gas, ausencia de H,S, MKL: LAC+, CC: MUG+, CITRATO: negativo

Siglas utilizadas: BG- (bacilos Gram negativos), Crecim. (crecimiento), Mov. (motilidad), = (resultado), + (positivo), - (negativo), A/A (pico amarillo/fondo amarillo), UFC (unidad
formadora de colonia), LAC+ (consumo de lactosa), CC (Agar Chromocult), MUG+ (4-metilumbeliferil-B-D-glucurénido positivas), ST (gen de la toxina termoestable)
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Tabla 4 Pruebas bioquimicas confirmatorias para E. coli K12

5 UREA TSl
CEPA GRAM
Crecim. | Mov. | Indol | Crecim. | Medio = |Crecim. | Medio | Gas| H2S | =
K12 WT BG- Si No + i Fucsia + 5i Rojofamar | + K/A
o K12 Ac. Nac R BG- 5i Si + 5i Amarillo 5i Rojofamar | - K/4
= K12 Cepario Clinica 1 BG- Si Si + i Amarilo Gi Rojofamar K/A
K12 Cepario Clinica 2 BG- Si Si + i Amarilo 5i Rojofamar | + K/A
. MKL . CC . CITRATO RESULTADO
Crecim. UFC Medio = | Crecim. UFC = |Crecim. | Medio =
K12 WT Si Rosadss | Rosmdo | LAC+| i Moradas | MUG+| No Azul + ?

o K12 Ac. Nac R Si Incoloras | Amarillo | LAC- S Turquesa | MUG- | No Verde - E coli

= K12 Cepario Clinica 1 Si Incoboras | Amarilo | LAC- Si Turguesa | MUG- ] No Verde - E. coli

K12 Cepario Clinica 2 Si Incoloras | Amailo | LAC- Si Turquesa | MUG- ] No Verde - E. coli

Los medios empleados para las diferentes pruebas bioquimicas fueron: SIM, UREA, TSI, MKL, CC y CITRATO. El patrén de reconocimiento para E. coli K12 incluye: morfologia:
bacilos Gram negativos, SIM: motilidad variable e Indol positivo, UREA: negativo, TSI: pico rojo/fondo amarillo, produccidn de gas, ausencia de H,S, MKL: LAC-, CC: MUGH,
CITRATO: negativo. La cepa K12 WT, no presentd caracteristicas de E. coli, por lo cual fue descartada.

Siglas utilizadas: BG- (bacilos Gram negativos), Crecim. (crecimiento), Mov. (motilidad), = (resultado), + (positivo), - (negativo), K/A (pico rojo/fondo amarillo), UFC (unidad
formadora de colonia), LAC- (sin consumo de lactosa), CC (Agar Chromocult), MUG+ (4-metilumbeliferil-B-D-glucurdnido positivas).
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Tabla 5 Pruebas bioquimicas confirmatorias para E. coli HB101

5IM UREA T5l
CEPA GRAM
Crecim. | Mov. | Indol | Crecim. | Medio = |Crecim. | Medio | Gas| HS| =
HB101 Inicial BG- i 5 + Si Amarillo i Rojofamar | + K/A
- HB101e BG- 5 5 + Si Amarillo Si Rojofamar | + K/A
3 HB101f BG- | & N | + | S | Amarlo S| Rojo/amar | + K/A
I HB101JC B3- i 5 + Si Amarillo i Rojo/amar K/A
HB101 b BG- S S + Si Amarillo S | Rojofamar | + K/A
MKL (C CITRATO

Crecim. | UFC Medio | = |Crecim.| UFC = |Crecim. | Medio | = RESULTADO

HB101 Inicial 5i ncoloras | Amailo | LAC- | S Moradas | MUG+ |  No Verde E. coli

- HB101e Si Incoloras | Amarilo | LAC- Si Moradas | MUG+ | No Verde E. coli

E HB101f g Incoloras | Amarilo | LAC- §i Moradas | MUG+ | No Verde E. coli

I HB101JC Si Incoloras | Amarilo | LAC- Si Moradas | MUG+ | No Verde E. coli

HB101b g Incoloras | Amarilo | LAC- §i Moradas | MUG+ | No Verde E. coli

Los medios empleados para las diferentes pruebas bioquimicas fueron: SIM, UREA, TSI, MKL, CC y CITRATO. El patron de reconocimiento para E. coli HB10lincluye:
morfologia: bacilos Gram negativos, SIM: motilidad variable e Indol positivo, UREA: negativo, TSI: pico rojo/fondo amarillo, produccién de gas, ausencia de H,S, MKL: LAC-,
CC: MUGH+, CITRATO: negativo.Siglas utilizadas: BG- (bacilos Gram negativos), Crecim. (crecimiento), Mov. (motilidad), = (resultado), + (positivo), - (negativo), K/A (pico

rojo/fondo amarillo), UFC (unidad formadora de colonia), LAC- (sin consumo de lactosa), CC (Agar Chromocult), MUG+ (4-metilumbeliferil-B-D-glucurdnido positivas).
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Tabla 6 Pruebas bioquimicas confirmatorias para E. coli enterotoxigénica (LT)

S UREA TS1
CEPA GRAM
Crecim. Mow. Indol | Crecim. Medio = Crecim. Medio Gas | H2S =
14E C556 Elb BG- Si No + Si Amar illo - 5i Amarillo + - afa
14D C556 E2b BG- Si Si + Si Amar llo - 5i Amarilo + - ASA
14B C556 E3b BG- Si Si + Si Amar llo - Si Amarillo + - Ala
— 14C 556 Edb BG- Si Si + Si Amar illo - Si Amarillo - - Afh
=
- 28-1 CG655 ESb BG- Si 5i + 5i Amar ille - 5i Amarillo + - AfA
g 28-3 Ce55 E6b BG- Si Si + Si Amar llo - 5i Amarilo + - ASA
= C2 C551 1031 E7b BG- Si Si + Si Amar illo - S5i Amar illo + - AfA
E2 C551 1033 E8b BG- Si Si + Si A mar dllo - Si Amarilo + - Afh
F2 C551 1034 E9b BG- Si No + 5i Amar ille - 5i Amarillo - - AfA
D2 C551 1032 E10b BG- Si Si + Si Amar illo - 5i Amarillo + - AfA
MIKL CcC CITRATO
RESULTADO
Crecim. UFC Medio = Crecim. UFC = Crecim. Medio =
14E C556 Elb 5i Rosadas Rosado LAC + Si M oradas MUG+ MNo Verde - E. coli
14D C556 E2b Si Rosadas Rosado LAC + Si M oradas MUG+ Mo Verde - E. coli
14B C556 E3b Si Rosadas Rosado LAC = Si M oradas MUG= Mo Verde - E. coli
—_ 14C 556 E4b Si Rosadas Rosado LAC + Si M oradas MUG+ Mo Verde - E. coli
: 28-1 CB55 ESh 5i Rosadas Rosado LAC + Si M oradas MUG+ No Verde - E. coli
E 28-3 CB55 E6b 5i Rosadas Rosado LAC + Si M oradas MUG+ No Verde - E. coli
= C2 C551 1031 E7b S Rosadas Rosado LAC + S Moradas MUG+ Mo Verde - E. coli
E2 C551 1033 E8b Si Rosadas Rosado LAC = Si Moradas MUG= Mo Verde - E. coli
F2 C551 1034 E9b Si Rosadas Rosado LAC + Si Moradas MUG+ Mo Verde - E. coli
D2 €551 1032 E10b Si Rosadas Rosado LAC + Si M oradas MUG+ Mo Verde - E. coli

Los nombres de las cepas originales corresponden a la identificacién utilizada en el Cepario del Proyecto Ecodess; los nombres asignados (Elb, E2b, E3b, E4b, E5b, E6b, E7b,
E8b, E9b y E10b) se emplearon para facilitar su reconocimiento. Los medios utilizados para las diferentes pruebas bioquimicas fueron: SIM, UREA, TSI, MKL, CC y CITRATO. El
patrén de reconocimiento para E. coli Enterotoxigénica (LT) incluye: morfologia: bacilos Gram negativos, SIM: motilidad variable e Indol positivo, UREA: negativo, TSI: pico
amarillo/fondo amarillo, produccién de gas, ausencia de H,S, MKL: LAC+, CC: MUGH+, CITRATO: negativo. Siglas utilizadas: BG- (bacilos Gram negativos), Crecim. (crecimiento),
Mov. (motilidad), = (resultado), + (positivo), - (negativo), A/A (pico amarillo/fondo amarillo), UFC (unidad formadora de colonia), LAC+ (consumo de lactosa), CC (Agar
Chromocult), MUG+ (4-metilumbeliferil-B-D-glucurdnido positivas).
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Tabla 7 Mediciones de los halos de inhibicidon (Antibiograma Inicial)

HALO DE RESISTENCIA {mm)

CEPA CAIA ANTIBIOTICOS

ORIGINAL # na | k | R [ TE | s
HB101 (Inicial) 20 8 10 | 11
- HB10le 23 12 15 | 14
3 HB101f 2 | 10| 10 20 | 14
= HB101JC 21 | 11 [16]11] 18 | 10
HB101b 21 | 20 [1a(e | 21 | 13
14E 556 Elb 22 | 16 [12]8] 20 | w0
14D €556 E2b 24 | 18 148 | 20 | 12

14B €556 E3b 22 | 18 [1a]8 | 28 | 15
- 14C 556 Edb 24 | 19 [16]8 | 18 | 17
" 28-10655 ESb 20 | 20 5 2 | 20
g 28-3 0655 E6b 20 | 19 9 21 | 18
= €2 €551 1031 E7b 12 | 21 [10]s| 20 | 14
E2C5511033 E8b 14 | 19 [16]12] 12 | 17
F2(5511034 E9b 13 | 20 [12]10] 12 | 17
D2 (551 1032 E10b 13 | 20 [12]10] 18 | 11
- 051002402 ST H3 C3 sT1 24 | 2 | 12 20 | 14
- 0304243985TC3C2 6 5T2 24 | 21 | 12 18 | 17
g C5511514 5TL3 ST3 24 0 10 2 | 15
. 051002402 5T C3 G3 5T4 25 | 22 | 13 16 | 18
K12 WT 2 | 21| 15 17 | 2
3 K12 Cepario Clinica 1 20 | 18 | 13 15 | 22
K12 Cepario Clinica 2 18 | 20 9 20 | 21

Se presentan las mediciones de los halos de susceptibilidad (mm) para los antibidticos
iniciales probados (NA, K, RA, TE, S), para las 22 cepas de E. coli (HB101, ETEC LT, ETEC ST y

K12).

Siglas utilizadas: NA (acido nalidixico), K (kanamicina), RA (rifampicina), TE (tetraciclina), S
(estreptomicina), ST (gen de la toxina termoestable), LT (gen de la toxina termolabil).
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Tabla 8 Patrones de resistencia y sensibilidad de las cepas de E. coli

(Antibiograma Inicial)

CEPA CAJA ANTIBIOTICOS TESIS
ORIGINAL & NA [ K [ RA [ TE [ 5
HB101 5 R R R | R
- HB10le 5 R R R | 12
3 HB101f 5 R R s | 12
= HB101C 5 R |R|r]| s R
HB101b 5 s |[R|R| 5 |12
14E €556 Elb s [12[rR[R] s R
14D €556 E2b 5 s [R[R]| s R
14B €556 E3b 5 s [R[R]| s 5
- 14C 556 Edb 5 s [r|[rR] s 5
N 28-10655 ESb 5 5 R 5 5
g 28-3 0655 E6b 5 5 R 5 5
= €2 €551 1031 E7b r s |[R|R| 5 |12
E2C551 1033 EBb y2 | s [r|rR] R 5
F2C551 1034 E9b r 5 R| R 5
D2C551 1032 E10b r 5 R| s R
- 051002402 5T H3 C3 sT1 5 5 R 5 | 1/2
7 | 030424398 5TC3C2 6 sT2 5 5 R 5 5
g €551 151 4 5TL3 5T3 5 R R 5 5
w 051002402 ST C3 G3 5T4 5 5 R |2 ]| s
K12 WT JUANCA 5 R 5 5
3 K12 Cepario Clinica 1 5 s 5 5
K12 Cepario Clinica 2 5 5 5 5

Se presentan los resultados de los indices de resistencia o sensibilidad, para los antibiéticos
iniciales probados (NA, K, RA, TE, S), para las 22 cepas de E. coli (HB101, ETEC LT, ETEC ST y

K12). Estos fueron determinados en base a la medicién de halos presentados en la Tabla 7.

Siglas utilizadas: NA (acido nalidixico), K (kanamicina), RA (rifampicina), TE (tetraciclina), S
(estreptomicina), ST (gen de la toxina termoestable), LT (gen de la toxina termolabil). R

(Resistente), S (Sensible), ¥ (Intermedio).
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Tabla 9 Medicion de los halos de inhibiciéon (Antibiograma Completo)

MEDICION HALO DE RESISTENCIA ANTIBIOGRAMA COMPLETO

CEPA CAIA ANTIBIOTICOS ECODESS INICIALES

ORIGIMAL # SXT | GM | 5 | AM | AMC | CXT | CF | C | cip | EMO | TE | G MA | K

HE101 31,62 22,78 | 6,61 [ 1887 | 2148 [ 3401 [17.74 | 26,36 [37.31 [ 37.61 [ 2168 [ 33,31 20 | B

- HB101e 28,87 | 13,8 | 1698 | 34,13 | 25,63 | 34,13 2116 | 17,72 [ 28,88 | 32,37 [ 28,19 | 26,42 23 | &
= HBE101f 29,92 | 189 [13,28 | 7,08 | 1772 | 3092 [1688 | 17,74 (2877 | 2878 | 7.02 2442 22 | 10
= HB1011C 29,32 | 189 |13,28 | 7,08 | 1503 | 3092 |21.68 | 6,87 [2077 |2878 | 7.02 |2442 21 | 11
HB101b 30,47 | 19,59 | 13,33 | 34,13 | 16,66 | 32,15 | 16,55 | 13,04 [ 20,83 | 2854 | 6,14 |2814 21 | 20
14E C556 Elb 30,47 (18,50 [ 13,33 | 7,08 | 1666 | 32,15 [ 1655 | 7.04 [2o5,83 [ 2854 [ 6,14 [2814 22 | 18
14D €556 E2b 29,68 | 18,11 | 13,51 | 7,13 | 16,28 | 29,62 | 15,52 | 6,36 |28,07 | 28,37 | 6,55 | 26,5 24 | 18
14B €556 E3b 29,43 (19,34 [ 13,41 | 7.22 | 149 [3052 (1519 | 67 [3058 | 202 | 600 |2844 22 | 18
- 14C 556 Edb 29,92 | 189 | 13,28 | 7,08 | 1503 (3092 (1698 | 687 [2077 | 2878 | 702 |2442 24 | 19
. 28-1C655 ESh 28,83 | 13,4 | 16,85 | 22,77 | 25,63 | 34,13 | 2116 | 28,15 | 28,858 | 32,37 | 2405 | 26,42 20 | 20
2 28-3 €655 E6b 28,64 18,61 | 16,58 | 22,45 | 2481 | 33,54 15,14 [ 2535 [ 33 [32.34 2207 | 252 20 | 19
- €2 €551 1031 E7b E.E5 |18.84 | 674 | £5%4 |1481 | 3062 | 141 | 2486 | 20,22 | 18,1 | 632 | 6,32 12 | ;2
E2 C551 1033 E8b 622 |19.63 | 13,87 | 7,63 | 1584 | 23,88 |14,24 | 2553 |2403 | 138 | 7,54 | 631 14 | 19
F2C551 1034 ESb 7.08 |1835 | 137 | 748 | 1627 | 2898 |13.23 | 2371 |23.38 | 18,27 | 802 | 658 13 | 20
D2 C551 1032 E10b 6.6 |17.38 | 10,35 | 16,19 | 6,27 | 28,26 |13.54 | 6,85 | 22,73 | 16,63 | 6,85 | 6,95 13 | 20
— 051002402 5T H3 C3 ST1 29 21 18 23 25 35 21 26 33 31 23 19 24 | 22
“ [To30424398sT3 2 6 5T2 o 20 11 o 18 32 14 24 32 31 21 o 24 | ;1
2 €551 151 4 5TL3 ST3 o 21 o 0 21 34 16 o 33 32 o o 24 | o
w 051002402 5T C3 G3 sT4 29 21 18 24 24 33 19 25 30 32 24 23 25 | 22
K12 WT JUANCA 2844 [ 20 [ 155 [ 627 1857 3181 [1885 [ 1508 [338a | 31 [1885 [2182 22 [ ;2
o K12 Cepario Clinica 1 242 |19,23 | 1473 | 7.13 | 2141 | 3178 1754 | 1745 | 28,19 | 27,57 | 18,52 | 2658 20 | 18
K12 Cepario Clinica 2 28,94 | 2563 | 1688 | 16,78 | 19,4 34,13 [21.16 | 26,25 [ 28,88 | 32,37 | 2405 | 26,42 12 | z

Se presentan las mediciones de los halos de susceptibilidad (mm) para los 12 antibiéticos correspondientes al antibiograma completo (SXT, GM,
S, AM, AMC, CXT, CF, C, CIP, ENO, TE, G), para las 22 cepas de E. coli (HB101, ETEC LT, ETEC ST y K12). Siglas utilizadas: SXT (trimetroprim-
sulfametoxasole), GM (gentamicina), S (estreptomicina), AM (ampicilina), AMC (amoxicilina-acido clavulanico), CXT (cefotaxime), CF (cefalotin),
C (cloramfenicol), CIP (ciprofloxacina), ENO (enrofloxacina), TE (tetraciclina), G (sulfisoxasol) ST (Gen de la toxina termoestable), LT (Gen de la

toxina termolabil).
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Tabla 10 Patrones de resistencia y sensibilidad de las cepas de E. coli (Antibiograma Inicial)

| RESULTADOS FINALES ANTIBIOGRAMA COMPLETO I

CEPA CALA AMNTIBIOTICOS ECODESS IMICIALES
ORIMGIMAL =4 SXT I G I 5 I AM I AMC I CXT I CF I C I Cip I EMO I TE I G MLA I K
HB101 5 s 5 5 5 5 s 5 s s 5 s R
— HBE1O01le 5 5 5 172 5 5 5 5 5 5 5 5 5 R
ﬁ HBL1OLf S 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 R
= HEBEL101 IC 5 5 172 R 5 5 1,2 R 5 5 R 5 5 R
HE1O01k 5 s 12 5 5 5 5 12 5 s R 5 5 5

14E C556& Elb 5 5 172 R 172 5 1,2 R 5 5 R 5 5 172
14D C556 EZ2b 5 5 1/2 R 1/2 5 1/2 R 5 s R 5 5 5
14B C556 E3b 5 5 1/2 R 1/2 5 1/2 R 5 s R 5 5 5
—_ 14C 556 Edb 5 5 172 R 172 5 1,2 R 5 5 R 5 5 5

—

+ 28-1C655 ESk 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
E 28-3 C655 EGb 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
= C2 C551 1031 E7b 34 5 R R 12 5 r s 5 s R R r 5
E2C551 1033 EBb 24 5 1,2 R 1,2 5 r 5 5 5 R R 1/2 5
F2 551 1034 ESb 24 5 1,2 R 1,2 5 r 5 5 5 R R r 5
D2.C551 1032 E10b R 5 r 1,2 R 5 r R 5 5 R R r 5
—_ 05102402 ST H3 C3 5T1 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
T 030424398 STC3C2 6 5T2 R 5 r R 5 5 r 5 5 5 5 R 5 5
E C551 151 4 STL3 5T3 R 5 R R 5 5 1,2 R 5 5 R R 5 R
e 0512402 ST C3 G3 5T4 5 5 5 5 5 5 R 5 5 5 5 5 5 5
K12 WT JUAMNCA 5 5 5 5 R 5 5 1,2 5 5 5 5 5 5
E K12 Cepario Clinica 1 5 5 5 5 R 5 5 5 5 5 5 5 5 5
K12 Cepario Clinica 2 5 5 5 5 172 5 5 5 5 5 5 5 5 5

Se presentan los resultados de los indices de resistencia o sensibilidad, para los 12 antibiéticos correspondientes al antibiograma completo (SXT,
GM, S, AM, AMC, CXT, CF, C, CIP, ENO, TE, G), para las 22 cepas de E. coli. Siglas utilizadas: SXT (trimetroprim-sulfametoxasole), GM
(gentamicina), S (estreptomicina), AM (ampicilina), AMC (amoxicilina-acido clavulanico), CXT (cefotaxime), CF (cefalotin), C (cloramfenicol), CIP
(ciprofloxacina), ENO (enrofloxacina), TE (tetraciclina), G (sulfisoxasol) ST (Gen de la toxina termoestable), LT (Gen de la toxina termolabil), R
(Resistente), S (Sensible), % (Intermedio).
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Tabla 11 Recuperaciéon de mutantes resistentes al acido nalidixico para ETEC (Ensayo #1)

VARIANTE | CEPA # UFC CARACTERISTICAS

ES5A 104 UFC medianas

LT E5 B 113 UFC medianas
E6 A 25 UFC medianas
E6 B 119 UFC medianas y pequefas
ST1A Incontables Masa bacteriana (Contaminacion)

ST ST1B Incontables Masa bacteriana (Contaminacién)
ST4A Incontables Masa bacteriana (Contaminacién)
ST4B Incontables Masa bacteriana (Contaminacién)

Se muestran los mutantes resistentes obtenidos luego de una seleccidon en AN + acido nalidixico
[25ug/mL]. Se utiliz6 cepas de ETEC con el gen LT (E5 y E6), y con el gen ST (ST1y ST4).

Se obtuvo 361 clones resistentes de ETEC (LT), en las 4 cajas sembradas: E5A, E5B, E6A, E6B. Se
descarto aquellas pertenecientes a ETEC (ST), debido a una contaminacion de los cultivos (ST1A,
ST1B, ST4A, ST4B).

Tabla 12 Mutantes de ETEC resistentes al acido nalidixico (ST) Ensayo #2

CEPA CRECIMIENTO # UFC

ST1A SI UFC Incontables ( > 300 UFC)
ST1B S UFC Incontables ( > 300 UFC)
ST1C SI UFC Incontables ( > 300 UFC)
ST1D SI UFC Incontables ( > 300 UFC)
ST1E S| UFC Incontables ( > 300 UFC)
ST4A S| UFC Incontables ( > 300 UFC)
ST4 B S| UFC Incontables ( > 300 UFC)
ST4 C S| UFC Incontables ( > 300 UFC)
ST4D S| UFC Incontables ( > 300 UFC)
ST4E S| UFC Incontables ( > 300 UFC)

Ensayo #2 para seleccion de mutantes para cepas de ETEC (ST1y ST4). Hubo crecimiento en las 10
cajas sembradas (5 con ST1 y 5 con ST4), con un crecimiento > 300 UFC/100uL. Todos los clones
que crecieron en: ST1A, ST1B, ST1C, ST1D, ST1E, ST4A, ST4B, STAC, STAD y ST4AE son mutantes
resistentes al acido nalidixico.
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Tabla 13 Seleccion de mutantes de E. coli K12 resistentes a ciprofloxacina

CEPA INICIAL TRATAMIENTO | CEPAS RESISTENTES | CEPAINICIAL | TRATAMIENTO | CEPAS RESISTENTES
E. coliK12 [{Cepario) [0.25ug/mL] AGS 025 AP &1 2
F Gl 0,25 2 vefmi] WP G2 2
— - H G 05 20 Gl 2
E. coli K12 [Cepario 0,5 mL]
(Cepario) [0.5ug/mU] | G1 0,5 "0 G2 2
[0.5u8/ M0 K GO05 R GL 225
M G 0,75 AR G2 2.25
0,75ug/mL . G NI 1 2,25 ug/mL :
A G3 0,25 [0.75ug/ml] NG 075 d (2,25 ug/mL] AS GL 2.25
1 ve/mi] 0 GCC 1 25 G2 2,25
0 G N1 AT GL 25
G Gl 125 AT G2 25
1,25 ug/mL] G G2 135 [2,5 ug/ml] AU G1 2.5
- UE AH G1 1,25 AU GZ 2.5
BH G2 1,25 BC G1 2.75
M G115 —— BC1 G2 275
G2 15 BD GL 2.75
M Gl 15 BDL G1 2,75
QG IN 1 G2 15 BE G 3
[1,5 ug/mL] G Te AT G1 2,5 [3 ug/mL] s
K G2 1.5 Bl G 3,25
: 3.25 ug/mL .
AL G1 15 [3.25 ug/miL] Bl G 3.25
AL G2 15 S BM G 3.5
AW GL 1,75 BN G 3.5
[1,75 ug/mL] AN G2 1,75
AN G2 1,75

Se muestran los mutantes resistentes de E. coli K12 obtenidos luego de una seleccidn con diferentes concentraciones de ciprofloxacina (Desde
[0,25ug/mL] hasta [3,5ug/mL]). La nomenclatura de las cajas esta en orden alfabético, de la A — Z, luego AA- AZ y finalmente BA — BN (A es la
menor y BN la mayor concentracién de antibiético). Las letras G, G1 y G2 muestran el niumero de aislado tomado de cada caja. En total se
obtuvo 46 aislados con distintos niveles de resistencia.
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Tabla 14 Pruebas de susceptibilidad para ciprofloxacina (Antibiograma)

| CEPA | comnc. | HALO | ResuLTADO |
ST4E 0 24 5
E6bB1 0 27 5
HB101JC 0 40 5
HB101e 0 40 5
HB101f 0 38 B
E2 0 28 s
QP A G3 0,25 24 s
ICIP G1 0,5 54 s
CP M 0,75 25 5
CIP QG INI 1 24 5
AH INI G2 15 18 1/2
AlINI G2 15 18 1/2
AM INI G1 175 18 1/2
AM CC G1 175 15 1/2
AP G2 2 14 R
AP G1 2 17 1/2
AQCIP 2 17 1/2
ARG1 2,25 13 R
AS G1 2,25 13 R
AR G2 2,25 16 1/2
AU CIP G2 25 15 R
ATCIP G1 25 13 R
CIP AU G1 25 14 R
BA 275 15 R
BI 3,25 13 R
Bl 3,25 16 1/2
BK 3,25 14 R
BL 3,25 R
BM 3,5 16 1/2
BN 35 R
BO 35 14 R
BP 35 14 R

Antibiograma realizado para verificar la susceptibilidad a ciprofloxacina en los aislados sometidos
a diferentes concentraciones del antibiético. De los 46 aislados 22 fueron resistentes a
concentraciones mayores o iguales a [2ug/mL], y presentaron halos de inhibicion entre 15 y
18mm (panel inferior). El panel superior muestra las cepas iniciales como: E. coli HB101, ETEC
ST4, ETEC E6 (LT).

Siglas utilizadas: CONC. (Concentracién de ciprofloxacina a la que fue sometido el aislado), HALO
(halo de inhibicién presentado en milimetros), R (Resistente), % (Intermedio), S (Sensible).
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Tabla 15 Antibiograma confirmatorio de Cepas Iniciales

s | copa |Ebcptomicng Bc.Mac. | Tetraciclina |Ciprofloxscina] Kanamicina
Halo | R/5 | Halo |R/& |Halo | R/5 | Halo | R/ 5| Hale | R/ &
1 El 71 3 EE] 3 | 5 R 31 5 - -
2 EzZ FE 3 EE] 3 | 5 R 32 3 - -
3 3 FE 3 EE] 3 | 5 R 31 5 - -
3 E4 22 3 24 T | g R 32 B - -
E £ FE] 3 25 S | 23 | 5 32 3 | 21 3
8 E6 P 3 25 3 | 25 3 31 5 | 22 B
7 E7 FE 3 15 ] e R FI] 5 - -
E EH 22 5 13 r | & R 23 5 - -
] E9 FE 3 13 I | & R FE] 3 - -
10| EwW0 23 5 14 I | & R 25 5 - -
11| =11 5 3 25 T | 28 3 31 B - -
1z | 512 FI) 3 23 % | 23 | s 31 B - -
13 | 513 15 3 23 T | & R 30 B - -
14| s 23 B 23 5 | 25 B 28 B - -
15 | EGbAl | 24 3 g- B | 25 3 FE] 3 - -
15 | EGbAZ - - - - - - - - - -
17 | EGbas - - - - - - - - - -
18 | EGbAd | 25 B g B | 25 B 28 B - -
19 | EGbAS - - - - - - - - - -
21 | BBEEL | 25 B g B | 25 B 29 B - -
22 | EGbEB2 - - - - - - - - - -
23 | BbES | 22 3 g R |20~ |s(im]| 27 B - -
24 | BGBED | 25 3 g R | 21 3 75 B - -
25 | EGbBS - - - - - - - - - -
27 | BbAL - - - - - - - - - -
28 | B5bAZ | 25 3 " R | 25 3 25 B - -
29 | E5BbAS | 24 3 7= R | 23 3 27 5 - -
30 | E5bA4d - - - - - - - - - -
31 | E5BAS - - - - - - - = = -
33 | EabB1 - - - | - - - - -
34 | ESbEZ - - - - - - - - - -
35 | ESBES | 25 B g R |26° | & ] B - -
36 | EShES | 24 B " R | 238 | 5 25 B - -
37 | ESbBS - - - -1 - - - - - -
38| 5114 FE 3 g-= R | 27 3 75 3 - -
ag | SILE 25 B g R | 27 B 25 B - -
a1 | sric 27 3 - B | 28 3 75 3 - -
4z | s1LD 25 B " R | 27 B 24 B - -
43 | sTLE FE 3 a" R |28 | s 25 B - -
a3 | saa | 26 3 7" E | 25 3 25 B - -
a5 | S4B F 3 a- R [29° | 5 75 B - -
a5 | sacC 25 3 0" | R | 28 3 25 B - -
a7 | 540 FE 3 g - R | 27 3 5 5 - -
48 | ST4E 25 3 5" R | 25 3 25 B - -
a3 | AE101 | 13 B 25 T | 23 | & 35 % | 28 B
50 | HE 101k | 13 3 25 3 | 25 3 35 3 | 30 3
51 | HE 101z | 14 B 25 % | 25 B EF] T || R
52 |HE101)C| 14 3 25 5 | 23 | s 35 5 | 23 B

Comprobacién de los patrones de resistencia de cepas a ser conjugadas. Cepas: ETEC LT (E1- E10),
ETEC ST (ST1-ST4), ETEC LT resistentes al acido nalidixico (E6bA-E6bB-E5bA-E5bB), ETEC ST
resistentes al acido nalidixico (ST1 A-D y ST4 A-D) y E. coli HB101. Se probd 5 antibidticos:
estreptomicina, acido nalidixico, tetraciclina, ciprofloxacina y kanamicina. Para cada antibidtico
hay 2 columnas: la primera indica el halo de inhibicién (mm) y la segunda la susceptibilidad:

Resistente (R), Sensible (S), Intermedio (%). El * indica presencia de doble halo.
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Tabla 16 Patrones de susceptibilidad y resistencia requeridos en las cepas Iniciales para
experimentos de Conjugacion

CEPA NOMBRE KANAMICINA | ACIDO NALIDIXICO | CIPROFLOXACINA
HB 101 HB101E R S S
E. coli K12 BI S S R
ETEC E5bA3 S R S

Se muestran las cepas elegidas (HB101, E. coli K12 y ETEC) para los experimentos de conjugacion.
Las mismas que fueron seleccionadas en base a antibiogramas que determind sus patrones de
susceptibilidad y resistencia. Siglas utilizadas: Resistente (R), Sensible (S), Intermedio (%), Nombre
(Nomenclatura bajo la cual se encuentra identificada la cepa)

Tabla 17 Conteo de UFC del Conjugado #1 a las 24 y 48h

Siembra Directa (24h)
CAJA DIA1 DIA 2
(# UFC) (# UFC)
Ci1A 12 50
CiB 14 40
Cic 12 20
CiD 6 13
ClE 38 38

Siembra Post-Antibiético (48h)
CAJA DIA1 DIA2
(# UFC) (# UFC)

ClF 17 17
CilG 70 70
CilH 22 22
Clli 31 31
C1) 2 2
ClK 21 21

Una vez realizada la conjugacién se realizdé un muestreo a las 24h: Siembra Directa (panel
izquierdo), y un muestreo a las 48h que fue sometido a antibidticos (panel derecho).

Siglas utilizadas: C1 (Conjugado #1), Numeracion: C1A, C1B, C1C, C1D, C1E, C1F, C1G, C1H, C1l,
C1J Y C1K (Cajas inoculadas con el Conjugado #1), UFC (Unidad formadora de colonia).
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CEPA Ac. Nac. Kanamicina
Halo | R/S | Halo | R/S Tabla 18 Antibiograma del Conjugado #1
ClE3 A4 6 R 13,5 R
C1E3B3 6 R 24 S
Cl1E3C2 6 R 24 S Se realizd un antibiograma de 11 aislados del
C1E3 D4 6 R 23 s | Conjugado #1, de los cuales todos son resistentes al
C1E3E3 6 R 17 1/2 acido nalidixico y solo 7 son resistentes a |la
CLE3 F1 - R - R kanamicina.
Cl1E3G2 8 R 7 R Siglas utilizadas: R (Resistente), % (Intermedio), S
C1E3H5 8 R 6 R | (Sensible), Halo (Medicién en mm).
Cl1E31I2 8 R 7 R
ClE3 N 8 R 6 R
C1E3 K2 9 R 9 R
Tabla 19 Conteo de UFC del Conjugado #2 (24 y 48h)
?Z\J: UF1C7(#) A las 24h se registré 127 UFC en las 5 cajas, con una media de 25,4
colonias por caja.

C2B 30

c2c 21 Siglas utilizadas: UFC (Unidad formadora de colonia), C2 (Conjugado

2D 34 #2), C2 A-E (Cajas inoculadas con el Conjugado #2)

C2E 25




