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III. RESUMEN 

La resistencia bacteriana a los antibióticos es un problema de gran 

Importancia en el sector salud y socioecónomlco. El conocimiento de los 

factores que participan es imperativo para controlar su emergencia y 

dispersión. Asl surge la necesidad de ahondar en el conocimiento de los 

genes Involucrados tanto en las vías de activación de los antibióticos como 

en cualquier otro mecanismo que confiera resistencia. En el presente 

trabajo se rastreó la localización de transposones Mud-cam Insertados 

aleatoriamente en 7 cepas de Salmonella entérica serovar Typhimurium 

dirigidos hacia genes involucrados con la resistencia a un compuesto 

nitroaromático modelo en estudios toxicológicos y utilizado como 

antibiótico para el tratamiento de infecciones urinarias llamado 

nltrofurantoína. Con esta metología se logró localizar al transposón Mud­

cam en la cepa RC1501 dentro de un URF (Unnidentified Reading Frame 

- Gen no identificado) con dominios de transportador transmembranal 

dependiente de energía tipo ABC, relaclonandolo así con el fenotipo 

resistente a la nitrofurantoína en esa cepa; mientras que las cepas 

RC1503 y RC1506 contienen Mud-cam en el gen de la nitroreductasa 

clásica cnr. La cepa RC1507 no presentó un fenotipo resistente a la 

nitrofurantoína mayor a la cepa silvestre, por lo que es descartada como 

candidata para rastreo de genes relacionados con la resistencia. Con las 

metodologías utilizadas no se localizó el Mud-cam en las tres cepas 

restantes; RC1502, RC1504 y RC1505. 



IV. INTRODUCCIÓN 

A. La resistencia a los antibióticos. 

a. Resistencia a Jos antibióticos. 

Los antibióticos son de un valor Inmenso en el combate de 

enfermedades infecciosas y se estima que han Incrementado en 10 

años el promedio de vida de los ciudadanos estadounidenses. En 

décadas recientes, su efectividad ha estado en peligro por un 

aumento en Ja prevalencia de la resistencia bacteriana. Ya que las 

Infecciones bacterianas pueden generalmente ser tratadas con 

distintos antibióticos, Ja resistencia a un antibiótico no se debe 

traducir directamente como una falla terapéutica. La resistencia y el 

riesgo de la terapia Inapropiada limita cada vez mas las opciones 

terapéuticas. Para algunos patógenos importantes, en Jos cuales 

existen serios problemas de resistencia persisten pocos antibióticos 

efectivos (Hughes, 2003). 

No existen agentes antibacterlanos contra los cuales las bacterias 

no hayan sido capaces de desarrollar resistencia con la posible 

excepción de algunos péptldos antlbacteriales hechos por el 

sistema Inmune Innato (Zasloff, 2002). 

Los genes que confieren resistencia a los antibióticos están 

ampliamente dispersos en la naturaleza y son intercambiados entre 
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organismos patógenos. El amplio uso de los antibióticos constituye 

una poderosa presión selectiva que favorece el aumento de 

bacterias resistentes (Drlika, 2001). 

Como consecuencia, la resistencia a un nuevo antibiótico es 

detectada en clínica de 2 a 5 años después del inicio de su 

comercialización (Bushman,2002). 

Por estas razones, en el tratamiento de enfermedades infecciosas, 

Ja resistencia bacteriana es uno de los problemas más serios 

clínicos y socioeconómicos actuales. 

b. llpos de resistencia. 

Se delinean tres mecanismos principales para la aparición de 

resistencia a los antibióticos (Bushman,2002). Hay que recordar 

que los genes necesarios para cada tipo de resistencia a 

antibióticos pueden estar codificados en cromosomas, plásmidos y 

transposones capaces de transferirse horizontalmente. 

En el primer mecanismo, la resistencia surge cuando un organismo 

produce una enzima que modifica la molécula del antibiótico y la 

inactiva. Por ejemplo, la resistencia contra Ja penicilina y otros 

antibióticos p-lactámicos es conferida por los genes que codifican 

para la enzima 13-iactamasa (bla), enzima que rompe el anillo 13-

lactámico. También algunas formas de resistencia a eritromicina 

surgen cuando la bacteria produce enzimas que agregan grupos 



químicos (grupos metilo) a Ja eritromicina volviéndola inactiva 

(Bushman,2002). 

Otra forma de resistencia a los antibióticos ocurre cuando la 

molécula blanco del antibiótico es modificada. En el caso de la 

vancomicina, algunas cepas bacterianas son resistentes porque han 

reemplazado la unión D-Aianina-D-Alanina en sus paredes celulares 

por una unión D-Alanina-D-Lactato. Este tipo de resistencia se ha 

dispersado vía la transferencia lateral de genes que especifican la 

síntesis de D-Alanina-D-Lactato, llamado grupo génico van 

(Bushman,2002). 

La tercera forma de resistencia a los antibióticos aparece por 

alteraciones en la bacteria que reducen la concentración interna del 

antibiótico en una célula. Esto puede ocurrir a través de Ja 

expresión de proteínas asociadas a la membrana bacteriana y que 

bombean activamente los antibióticos hacia fuera. Algunos tipos de 

resistencia a la tetraciclina son un ejemplo. En una forma 

relacionada de resistencia, Ja entrada de los antibióticos a Ja célula 

es bloqueada. Los antibióticos p-Jactámicos entran a las células a 

través de poros o canales de proteínas en Ja pared celular. 

Mutaciones en los genes porin que codifican las proteínas de estos 

canales, bloquean Ja entrada de estos antibióticos volviendo a las 

células Insensibles (Bushman,2002). 
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c. Clases de resistencia por su origen. 

La resistencia puede ser Intrínseca o adquirida (Normark y 

Normark, 2002): 

La resistencia Intrínseca significa que todos los organismos de una 

especie bacteriana son resistentes, sin sufrir alteración genética. 

Por ejemplo, el mlcoplasma es siempre resistente a los antibióticos 

p-lactámlcos ya que carecen del peptidoglicano blanco como parte 

de su pared celular (Normark y Normark, 2002). 

De Igual manera, bacterias entéricas incluyendo a Pseudomonas 

aerugínosa, exhiben una baja susceptibilidad a antibióticos 

hldrofóblcos como los macrólidos porque éstos tienen baja 

penetración por la membrana externa de estos organismos. Aún los 

antibióticos hidrofílicos pueden ser parcialmente restringidos para 

penetrar la membrana externa ya que éstos tienen que utilizar 

canales proteínicos llenos de agua, llamados porinas (Normark y 

Normark, 2002). 

Otro mecanismo, ya antes mencionado, es el uso de bombas 

protéicas multidroga dependientes de energía. Estas, además de 

antibióticos promueven la exportación de detergentes, inhibidores, 

desinfectantes y solventes orgánicos. Estas bombas están 

presentes en bacterias aunque no proveen de resistencia intrínseca 

y sólo revelan el fenotipo resistente cuando son sobreexpresadas 

por mutaciones (Normark & Normark, 2002). 



Aunque la función original de estos sistemas de resistencia es 

desconocido, su contribución a la resistencia intrínseca y adquirida, 

así como su conservación en un número de importantes patógenos 

humanos hace de ellos blancos lógicos para la intervención 

terapéutica. 

La resistencia adquirida a los antibióticos ocurre tanto por 

mutaciones (mutaciones puntuales, deleciones, inversiones, 

Inserciones, etc. dentro del genoma bacteriano) o por transferencia 

génica horizontal. Para cada clase de antibióticos hay usualmente 

un número de mecanismos que pueden causar resistencia. Estos 

mecanismos pueden también diferir dependiendo de las especie 

bacteriana y su perfil genético. 

Mutaciones cromosomales que causan resistencia a los antibióticos 

pueden Imponer costos a la adecuación en la bacteria. Este costo 

biológico puede ser reducido por mutaciones adicionales. Las 

mutaciones compensatorias son usualmente más comunes que la 

verdadera reversión ya que la tasa de mutación para la 

compensación es mayor (porque el blanco mutacional es más 

amplio) que para la reversión. Por lo tanto es poco probable que 

las variedades resistentes desaparezcan de la población mientras se 

sigan produciendo cuellos de botella (selección) que favorecezcan a 

las bacterias resistentes aunque tengan una baja adecuación, así 
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estas variedades podrían no desaparecer de la población bacteriana 

(Malsnler-Patln et al, 2002). 

d. Nuevas estrategias moleculares para el descubrimiento de 

antibióticos y el estudio de la resistencia a los antibióticos. 

Alteraciones moleculares menores pueden hacer la diferencia, y las 

bacterias patógenas son seleccionadas artificialmente para 

sobrevivir a la acción de los antibióticos. Por esto existe la 

necesidad de descubrir antibióticos nuevos, mejorar los ya 

existentes o aún reconsiderar algunos en desuso. Históricamente el 

descubrimiento de drogas se realizaba con base en sistemas 

celulares, en los cuales las moléculas de Interés eran aplicadas a 

las células bacterianas vivas. Este método fue exitoso y concluyó 

con el descubrimiento de drogas. La ventaja de esto yace en su 

simplicidad y en el hecho de que cada blanco posible en la célula 

era revisado. Pero este método tenía la desventaja de que varios 

blancos eran compartidos tanto por bacterias como por humanos, 

así que la mayoría de los compuestos resultaban tóxicos y tampoco 

se obtenía Información acerca del mecanismo de acción. 

Los blancos conocidos de los antibióticos han resultado ser 

productos de genes esenciales, su mal funcionamiento causa la 

muerte celular. Las herramientas generadas por la Biotecnología 

están haciendo sencilla y rápida la identificación de estos genes 



esenciales. En organismos con el genoma secuenciado como la 

bacteria Escherichia coli o la levadura Saccharomyces cerevisiae 

cada gen puede ser inactivado experimentalmente y su efecto 

puede ser evaluado. Algunos análisis comparativos de genomas 

muestran que existen menos de 300 genes esenciales de amplio 

espectro que son blancos potenciales para nuevos antibióticos 

(Hughes, 2003). 

B. Los compuestos nitroaromáticos v su activacion. 

a. Los compuestos nltroaromáticos 

Los compuestos nltroaromáticos están ampliamente representados 

en la naturaleza; a finales de la década de los setenta se empezó a 

demostrar que los hidrocarburos aromáticos policíclicos reaccionan 

con óxidos de nitrógeno para formar nltroaromáticos. Los 

compuestos nitroaromáticos son utilizados en la industria química, 

y un grupo de nitrofuranos y nltrolmidazoles han sido utilizados en 

todo el mundo como fármacos. Así, nos encontramos expuestos a 

uno o más compuestos nitroaromáticos por una gran variedad de 

rutas (Purohit y Basu, 2000). El blanco biológico es principalmente 

el ADN. Los compuestos nltroheterocíclicos reducidos causan 

rompimiento de cadenas y desestabilización de la hélice. El grado 

de daño esta relacionado con la composición de bases, y es 

proporcional al contenido de A+ T (Tocher, 1997). 
15 
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Los compuestos nitroaromáticos utilizados como antibióticos son 

característicos por su rango de actividad y Ja relativa deficiencia 

para generar resistencia. Las bases para la toxicidad selectiva de 

estas drogas dependen de la reducción del grupo nitro, que actúa 

como un mímico del 02- y actúa como un aceptar de electrones 

{Tocher, 1997). 

b. Nltrofuranos. 

Los nitrofuranos son una familia de antibióticos sintéticos 

ampliamente empleados en medicina, preservación de alimentos, 

etc., en los cuales se les han detectado propiedades mutagénicas y 

carcinogénicas (Cohen, 1978). La nitrofurazona y Ja nitrofurantoína 

son dos de Jos nitrofuranos más estudiados; el primero ha sido 

empleado en el tratamiento de infecciones ectópicas, mientras que 

el segundo es utilizado en el tratamiento de infecciones del tracto 

urinario. (Purohit y Basu, 2000). 



e.Activación de nitrofuranos 

La forma precisa de acción de los nitrofuranos no es conocida, pero 

aparentemente la nitrofurantoína y nitrofurazona tienen efectos 

similares en las bacterias (Burgos et al, 2002). 

1) Ambos compuestos son activados por nitroreductasas a su 

forma bactericida, la cual se une al ADN y proteínas inhibiendo 

la síntesis de ácidos nucléicos. 

11) Mutantes redl, /exA o uvr, incrementan la sensibilidad a los 

derivados de nitrofuranos, lo cual sugiere que estos antibióticos 

tienen un efecto directo en el ADN. 

iil) Estudios hechos en Vibrio cho/erae sugieren la unión de la 

droga al ADN a través de intercalación. 

lv) Otra visión apoya como mecanismo de toxicidad la generación 

de especies reactivas de oxígeno (ERO). 

v) La resistencia a uno de los antibióticos, frecuentemente está 

asociada con bajos niveles en la actividad de nitrorreducclón 

celular, y con resistencia al segundo fármaco nitroaromático. 

17 
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c. Enzimas metabolizantes de nitrocompuestos 

La resistencia microbiana a los nitrocompuestos se ha caracterizado 

por realizarse por pasos o niveles de resistencia. Los estudios 

tempranos de la bioquímica de las nltroreductasas mutantes 

sugieren que el Incremento en la resistencia esta asociado con la 

lnactivaclón secuencial de multiples nitroreductasas. Aunque ya se 

tienen Identificadas a las principales nitroreductasas participantes 

en el proceso de activación de nitrocompuestos, el lazo directo 

entre mutación en los genes codificantes de estas y el desarrollo de 

la resistencia bacteriana aun tiene qu~ ser establecido (Whiteway 

eta!, 1998). 

Las nitroreductasas son enzimas que catalizan la reducción 

biológica del grupo funcional N02 en bacterias y mamíferos, y la 

mutagenlcidad de los compuestos nltroaromáticos es dependiente 

de su actividad (Whiteway, 1998); Salmone/la typhimurium posee 

enzimas con actividad de nitroreductasa y por tanto es capaz de 

activar diversos compuestos aromáticos nitrogenados (Yamada et 

al, 1997). 



a. La nltroreductasa clásica en Salmonella entérica: nfsB- cnr. 

Watanabe eta/(1990) identificaron al gen cnrcomo el responsable 

de la actividad de nltroreductasa en Salmone//a. 

Sin embargo, al hacer la dlsrupción del gen cnr mediante la 

Inserción de un cassete de kanamicina en las cepas TA1535 y 

TA1538, los niveles de actividad de nitroreductasa celular se 

redujeron en un 73 y 1.5% respectivamente (Yamada et al,1997). 

Esto sugería que otro u otros genes en adición a cnr estaban 

Involucrados en la actividad de nitroreducclón en la cepa TA1535, y 

que la cepa TA1538 posee alguna mutación no presente en TA1535 

asociada con la nltroreducción. Tabla 1. 

Tabla 1. Nltroreductasas reportada en E. coli y S. entérica serovar Typhimurium 

(Carroll, 2002). 

Cepas Familia Familia 
NfsA NfsB 

E. coli NfsA (MdaA) NfsB 

s. typhimurtum SnrA Cnr 
TA1535 

S. typhimurlum - Cnr 
TA1538 

El producto del gen cnr en Sa/mone//a tiene la mayor proporción 

de la actividad total nitroreductasa independientemente de la 

19 



E-FMN 

presencia de oxígeno (Insensible) y el gen homólogo nfsB tiene 

una actividad Importante, aunque menor en E. coli. NfsB es una 

flavoproteína dimérlca que contiene FerrinMonoNucleótido (FMN) y 

puede usar tanto NADH o NADPH como cofactor. nfsB de E.col/ es 

88.5% idéntico al gen de la nitroreductasa clásica (cm') de S. 

entérica serovar Typhlmurium, y es su gen ortólogo, en la práctica 

se consideran el mismo gen (Carroll et al, 2002). 

NADPH 
H+ 

NADP+ NF NFH> 

-~l ____ t~-• E-FMNH> ---~l ____ ~t----• E-FMN 

Figura l. Mecanismo de catálisis deducido para NfSB de E. co/i llamado ping 

pong bi-bl (Zenno, 1996). La enzima catallza el flujo de electrones 

necesarios para la reducción del NF (Nltrofurano) por medio de la 

reducción cíclica de su cofactor FMN regenerándose el complejo. 

b. La nltroreductasa A de Salmonella: SnrA. 

El producto del gen snrA, recientemente identificado (Nokhbeh, 

2002) en Salmonella entérica serovar Typhlmurlum (también 
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llamado mdaA y nfsA en E co/1) tiene un 93% de identidad con 

NfsA; esta proteína muestra además las propiedades cinéticas y de 

induclbilidad de NfsA de E co/i. (Carroll, 2002). Este producto es 

extremadamente efectivo en la activación metabólica de un amplio 

rango de compuestos nitrosustituidos estructuralmente diversos. 

SnrA es una proteína dimérica que contiene fiavin mononucleótido 

(FMN), tiene una masa molecular de 26.8 kDa, usa NADPH para 

reducir equivalentes y usa el mecanismo de catálisis llamado ping­

pong Bl-Bi (Fig.1) (Zenno, 1996). snrA ha sido identificado como un 

miembro del regulan soxRS, así junto con el ORF y bJC constituye 

un operón funcional en E coli que es inducible por el químico 

paracuat y tiene una función protectora contra el estrés oxidativo. 

(Paterson, 2002). 

c. Evidencia de niveles adicionales de resistencia no explicables por los 

genes ya descritos. 

En la prueba de Ames, empleando lisados de una cepa con la 

disrrupción de ambos genes para nitroreductasas en Sa/monel/a y 

utilizando como activador el 1-Nitropireno (1-NP) se conserva el 

8.69% de la activación del compuesto (Tabla 2). Esto señala la 

posibilidad de presencia de otros genes involucrados en la 

nltroreducción (Ibarraran-Vlnlegra et al, 2002). 
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CEPAS 

Safmonella entérlaJ 

serovar Typhlmurfum 

Wt 

SnrA-

Cnr­

SnrA-Cnr-

Porr:entaje de Act/vadón de 1-NitroPireno con 

lisados de Salmonelfa snrA-cnr- en fa Prueba de 

Ames 

100% 

60.4% 

16.99% 

8.69°/o 

Tabla 2. Evidencia de Ja actividad remanente del compuesto 1-NP en células 

tratadas con Usados de cepas de Salmonella entérica serovar 

Typhlmurium con las nitroreductasas snrA y cnr interrumpidas. 
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Esto se mide en el numero de revertantes por mutación puntual en 

cepas de Ames TA98. Así, observa actividad remanente no explicable 

por SnrA y Cnr. 

Mecanísticarnente, las cinéticas de NfsB y SnrA han sido 

Investigadas con nltrofurazona corno sustrato y se ha encontrado 

que son consistentes el mecanismo ping-pong Bi-Bi (Figura 1). 

En un estudio realizado por Sastry y Jayaraman en E. col/ se 

muestra que la mutación para la resistencia a la Nitrofurantoína no 

siempre Involucra a los genes de las nltroreductasas, ya que se 

encontraron cepas resistentes que conservaron la actividad 

nltroreductora. Además sugiere Ja posibilidad de que genes para las 

"moléculas blanco" de los nitrofuranos (o sus derivados reducidos) 

podrían mutar y conferir resistencia (Sastry & Jayaraman, 1985). 



Ante la observación de un tercer y aun un cuarto nivel de 

resistencia a nitrofuranos en E. coli no explicados se asume que 

existen factores adicionales que pueden modular la resistencia a los 

nltrofuranos. Dentro de las posibles explicaciones se Incluyen (i) 

una enzima nitroreductasa distinta de NfsA o NfsB, (11) un factor en 

trans cuya Interacción es esencial para una actividad de 

nitroreducción completa o (lli) un factor que media el transporte del 

nitrofurano en la célula (Whiteway et al, 1998). 

D. Nitrofurantoína. 

a. Nombre y estructura. 

Nombre quimlco 2,4-Imidazolldlnedione, 1-[(5-nitrofurlldurldeno) 

amino] hidantoina (Gulatl et al, 1997). 

Figura 2. Estructura quimica de la nitrofurantoína. 
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b. Uso. 

La Nltrofurantoína es usada extensivamente en el tratamiento y 

profilaxis de Infecciones no complicadas del tracto urinario bajo 

(Gulatf et al, 1997). 

c. Genotoxfcldad. 

En serles de experimentos en cepas de E.coli con mutaciones en 

genes Involucradas en excisión, recombinación y vías de reparación 

SOS, se confirmó la participación de estas vías en fa remoción de 

las lesiones en el ADN inducidas por la nitrofurantoína, esto fue 

corroborado mediante la Inducción de prófago dependiente de la 

dosis. El aumento significativo de la sensibilidad de las cepas de 

E.coli /exAJ y recA y la Inducción de prófago da soporte a la idéa de 

que el daño al ADN generado por la nitrofurantoína da fugar a la 

activación e Inducción de la síntesis de proteína RecA o también 

llamada vía de reparación SOS. En contraste, la inducción 

lisogénfca ha sido siempre considerada una consecuencia de la vía 

SOS (Sengupta etal.,1990). 

d. Espectro de la actividad. 

El compuesto es activo contra una amplia gama de bacterias Gram 

positivas y Grarn negativas; corno Escherichia coli, Escherichla 



faeca/is, Staphilococcus spp. y Streptococcus faeca/is (Farrell et al, 

2003). 

e. Resistencia a la nitrofurantoína 

Se desarrolla muy poca resistencia entre poblaciones de 

microorganismos Inicialmente sensibles a la droga. Los organismos 

que son generalmente resistentes a Ja acción de Ja nitrofurantoína 

son: Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas 

mlrab/lls y Klebsie//a pneumoniae (Farrell et al, 2003). 

E. La mutagénesis dirigida por transposones como estrategia 

para generar mutaciones estables de perdida de funcion. 

La metodología de mutagénesls por medio del transposón Mu fué 

utilizada ampliamente en Ja construcción de las cepas de Sa!mone/la 

entérica serovar Typhlmurium utilizadas en este trabajo de mapéo e 

Identificación de genes relacionados con la resistencia a la 

Nitrofurantoína. 

Los elementos móviles o transposones son segmentos discretos de 

ADN que pueden Insertarse en diversos sitios del genoma huésped. La 

transposición ocurre sin Ja necesidad de una secuencia homóloga 

extensiva o las funciones del gen reo4 requeridas en Ja clásica 
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recombinación homóloga. Los elementos transponibles han probado 

ser excelentes herramientas para la genética molecular (Cralg, 1996). 

Existen dos clases mayores de transposones. Los transposones de 

clase I son retroelementos que usan la transcriptasa reversa para 

transponerse por medio de un ARN Intermediario. Los elementos de 

clase II transponen directamente de ADN a ADN. Típicamente tienen 

secuencias terminales repetidas, codifican una transposasa y se 

mueven al sufrir una escisión de un sitio donador y se relnsertan en 

otro lugar. Las Inserciones de transposones pueden alterar la 

regulación y expresión de genes, así que la mutagénesis por 

transposones es directamente aplicable en organismos para los cuales 

los transposones endógenos o heterólogos pueden ser controlados 

(Hamer et al, 2001). 

Los transposones son una herramienta Importante en el análisis 

genético, con aplicaciones al introducir mutaciones por inserción que 

provocan la pérdida de función del gen Interrumpido, generando 

fusiones gen-operan para funcionar como reporteros, dando pistas 

físicas o genéticas para la clonación y análisis del ADN adyacente a la 

Inserción (Craig, 1996). 

La transposición in vivo facilita la generación de un número muy 

grande de inserciones Independientes en una sola reacción. Se 

requiere Idealmente que las inserciones sean simples, recuperables, 

Independientes y aleatorias (Qimron et al, 2003). 



La mutagénesls por transposones es una herramienta versátil, ya que 

se cuenta con una amplia batería de transposones y mlnl-transposones 

diseñados exclusivamente para el análisis genético y molecular (Berg & 

Berg, 1996). 

El bacteriófago Mu, el cual usa Ja transposición del ADN para replicar 

su genoma, es uno de los elementos genéticos móviles mejor 

caracterizados y existen varios de ellos modificados y diseñados para 

tareas específicas. Las mutantes por transposición son analizadas 

Individualmente por su función usando selección o búsqueda por el 

fenotipo, esta opción es aplicable también a las mutantes por Inserción 

de Mu (Haapa et al, 1999). 

La mutagénesis dirigida por transposones fue utilizada para la 

búsqueda de genes con funciones relacionadas con la resistencia. Así 

la Identificación del lugar preciso de la inserción es indispensable en 

este proceso (Qimron et al, 2003). 

F. Cepas utilizadas en el rastreo de genes asociados con la 

resistencia a la nitrofurantoína. 

En cepas de Salmone//a entérica serovar Typhlmurium snrA::T-POP 

(transposón T-POP Insertado en el gen snrA) zzz::Mud-cam 

(transposón Mud-Cam inserto aleatoriamente), se seleccionaron 

resistentes a 25 µg/ml de nltrofurantoína en aerobiosis (NOTA: El 
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primer nivel de resistencia a la nitrofurantoína observado en cepas 

snrA- es 10 µg/ml, por lo tanto se seleccionaron cepas con el segundo 

nivel de resistencia). El Incremento en la resistencia puede ser 

atribuible a la disrupción del gen cnr codificante de la nitroreductasa 

de menor actividad o cualquier otro blanco. De estas cepas se cosecho 

fago P22 y se transdujo a la cepa silvestre aprovechando que la 

recombinación necesaria para la inserción del transposón utiliza las 

secuencias adyacentes homólogas. Se seleccionaron 7 cepas 

resistentes a cloramfenlcol (antibiótico marcador de la Inserción Mud­

cam), esperando que su Inserción este relacionada con el aumento al 

segundo nivel de resistencia a la nitrofurantoína (Burgos et al, 2002). 

Figura 3. 

En resumen, se construyeron 7 cepas mutantes nombradas RClSOl a 

1507 en las cuales la inserción aleatoria del elemento Mud-cam esta 

relacionada con el incremento al segundo nivel de resistencia a la 

nltrofurantoína en aerobiosis (Burgos et al, 2002). 



25 µg/ml Nf 

Figura 3. Selección del doble nivel de resistencia a la nltrofurantoína en cepas . 

snrA::TPOP zzz::Mud-<:am y transducción de Mud-Cam a una cepa 

silvestre. 

29 



V. OBJETIVOS 

• Localizar e identificar genes relacionados con la resistencia a la 

Nitrofurantoína en las cepas construidas con mutaciones por transposones 

en la bacteria Salmonella entérica serovar Typhimurium RC1501-RC1507. 

• Determinar el nivel de resistencia a la nitrofurantoína desarrollado en las 

cepas mutantes. 

VI. HIPOTESIS 

30 

};> Ho - Si la actividad nitroreductora total no puede ser explicada por la 

actividad de las enzimas SnrA y Cnr en Salmonel/a entérica serovar 

Typhimurium (Ibarraran-Viniegra et al, 2002; Whiteway et al, 1998), 

entonces existe otra u otras enzimas nitroreductasas no descritas 

involucradas en la resistencia a la nitrofurantoína. 

};> Hal - Si la actividad nltroreductora total no puede ser explicada por la 

actividad de las enzimas SnrA y Cnr en Salmonella entérica serovar 

Typhimurium (Ibarraran-Viniegra et al, 2002; Whiteway et al, 1998), 

existe un factor que media el transporte del nitrofurano dentro de la 

célula. 



VII. METODOLOGÍA 

A. Mapeo por frecuencia de cotransduccion. 

La frecuencia de cotransducción puede servir como un marcador 

aproximado de Ja distancia entre dos marcadores, en este caso el 

elemento Muo'-Cam presente en las 6 cepas candidato y una cepa 

cnr.:MudJ. De acuerdo con la fórmula de Wu (1966) las frecuencias de 

cotransducclón (F) son una función de la distancia entre marcadores en 

minutos de ADN empacado (d), la fórmula es: F= (1 - d / L)3. 

Con la transducción del elemento Muo'-Cam rodeado de secuencias 

aleatorias en Ja cepa snrA::T-POP se descartó que la Inserción de Mud­

Cam se localice en el mismo gen, pero no se descarta la posibilidad de la 

Inserción en el gen cnr. 

Como Ja inserción en cnres Muo'-Cam (en la cepa RC1503), al igual que 

las Inserciones de los demás candidatos, se construyó una cepa que 

tuviera un elemento MudJ (confiere resistencia a kanamicina) ligado al 

cnr.:Mud-Cam. Esta cepa fue construida por transducción en RC1503 de 

una colección de fagos P22 representando 100,000 inserciones 

Independientes MudJ en el genóma de Sa!mone!la. Se seleccionaron 

cepas resistentes a kanamicina y se tamizó para detectar a aquellas 

colonias sensibles a cloramfenicol, buscando el reemplazo del segmento 

cromosoma! en donde se aloja la Inserción Muo'-Cam de Ja RC1503 por 

MudJ - y asumir su localización cercana o dentro del gen cnr. 
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Se logró una inserción que cuando se transduce en RC1503 remplaza 

2.7% a la inserción Muá-cam en nfnB, lo cual ubica el elemento a no 

menos de 22.88 Kpb de distancia. Con este elemento se mapeó la 

proximidad de las demás inserciones Muá-Cam. 

B. Localización de las inserciones del transposón Mud-Cam por la 

reacción en cadena de la polimerasa {PCR) del tipo semi­

aleatorio 

En la PCR tipo Semi-aleatorio se emplea un ollgonucleótido que alinea 

en el extremo de una región o secuencia conocida y una colección de 

ollgonucleótidos que alinean semi-específicamente a una secuencia 

cercana desconocida. Las condiciones de alineamiento no especñcas 

permiten el alineamiento del segundo oligonucleótldo {Qlnron et al, 

2003). En nuestro caso los oligonucleotidos conocidos eran los 

dirigidos a los extremos del Transposon Mud-Cam (Figura 5), mientras 

que la colección de oligonucieótidos esta compuesta por los diseñados 

a partir del gen de la nitroreductasa nfsB en Escherichia co/i y 

oligonucleótldos degenerados (Tabla 3). 

El ADN de las distintas cepas de Salmone//a enterica serovar 

Typhimurium fue aislado de colonias únicas cultivadas en NB-agar con 

el antibiótico correspondiente según el protocolo descrito por 

Sambroock et al (1989). Las reacciones de PCR fueron hechas en 

volúmenes de 20 µI conteniendo 10 ng de ADN genómico, 10 pmoi de 

cada oligonucleótido, y 0.25 mM de cada deoxinucieótido trifosfatado. 



La Taq DNA polymerasa (Promega) fue agregada en compañía del 

anticuerpo TaqStartAntibody(Clontech) el cual garantiza el inicio de la 

polimerización cuando la temperatura se eleva a 72°C. La 

concentración de MgCl2 en el buffer de PCR agregada fue dependiente 

de la exigencia deseada, usándose una concentración baja (lmM), 

mediana (2mM) o alta (3mM). Las mezclas de cada reacción fueron 

prelncubadas por 5 mln a 94ºC y sujetas a 30 ciclos de 94ºC (30s), y 

72°C (SOs) y un periodo de extensión final de 5 min. Las temperaturas 

de alineamiento también fueron variadas para modificar la exigencia 

de la reacción, utilizándose 40ºC, SOºC y 60°C siguiendo la grafica 

descrita en la Figura 5 por el Dr. John Roth 

(http://rothlab.ucdavis.edu/protocols/protocols). 

Los productos de las reacciones se corrieron en un gel de agarosa al 

1 % y las bandas visualizadas y definidas bajo luz UV (> lOng) fueron 

recortadas con la punta de una pipeta Pasteur y se embebieron en 

100µ1 de TE a 4ºC durante la noche. El sobrenadante de esta solución 

provee el ADN templado para la reamplificación con el oligonucleótido 

anidado, en el caso del uso de oligonucleótldos degenerados siguiendo 

el diagrama de flujo descrito en la Figura 6. 

Si el producto reamplificado presenta el mismo tamaño que la banda 

original y demuestra dependendencia de ambos oligonucleótidos, se 

realiza una reacción a escala de 100µ1, la cual es purificada con el kit 
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de extracción de agarosa Qiaqulck para remover los ollgonucleótidos y 

otros subproductos. 

La secuencia de nucleótldos de las bandas obtenidas fueron 

determinadas por secuenciaclón automática, la secuencia se hizo para 

ambos sentidos. Y las secuencias resultantes fueron analizadas por el 

programa BLASf 2.2.1 para encontrar zonas homólogas en las bases 

de datos del sitio PubMed del NHI (National Health lnstitute, EUA) 

(www .nebí .nih .qov/PubMed. html). 

Como control de la reacción de amplificación se utilizó en ADN de la 

cepa silvestre (RCl) con amortiguador de concentración media y 

ollgonucleótldos dirigidos al gen snrA. 

ORC4 ORCS 

- -

Figura 4. Posición y dirección de los ollgonucleótldos diseñados a partir del 

transposón Mudcam. 
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Tabla 3. Oligonucleótldos utilizados en PCR. 

Primer Secuencia Origen- Comentario 

ORC4 5'- ATCCCGAATAATCCAATGTCC -3' Extremo Izquierdo de Mu (Mu-L) 

Td = 64.6ºC 

ORCS 

ODMl 

ORC6 

ORC7 

ORC8 

ORC9 

ORClO 

5'- GAAACGCTTTCGCGTTTITCGTGC -3' Extremo derecho de Mu (Mu-R) 

Td= 77.30C 

5'- GCAGCCTATGATGACGGCTGAAACA -3' Extremo Izquierdo de NfnB de Escherichia 

5'-ACTTCTCAACAACTCAGGAC 

GAACANNNNNNNNNNGCAGC -3' 

5'- ACTTCTCAACAACTCAGGAC 

GAACANNNNNNNNNNACAGC -3' 

5'- ACTTCTCAACAACTCAGGAC 

GAACANNNNNNNNNNTCAGC-3' 

5'- ACTTCTCAACAACTCAGGAC 

GAACANNNNNNNNNNCCAGC -3' 

5'- ACTTCTCAACAACTCAGGACGAACA -3' 

coli. Td = 75.BºC 

Ollgonucleótldo degenerado con G en la 

base anterior a la cola de degenerados 

Ollgonucleótldo degenerado con A en la 

base anterior a la cola de degenerados 

Ollgonucleótldo degenerado con T en la 

base anterior a la cola de degenerados 

Ollgonucleótldo degenerado con e en la 

base anterior a la cola de degenerados 

Ollgonucleótldo P, fragmento común de 

los oligos degenerados, utilizado para 

reamplificar. 
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1 Temperatura en grados Celslus 

G;J 
Exigencia ---·=.· --T 

~ 
Salinidad 

-­.-=-: -·-- : : 

-~ l : i 
2 3 2 3 [Mg++] mM 

Figura 5. Gráfica de la relación entre la exigencia y Ja temperatura en la 

definición de amplificaciones. 



ADN .de la cépo c~ndidato · 

Amplificar a gran escala 

Secuenciar 

No se observa banda 

Probar la siguicnlc salinidad y/o 

trm~rAf11m 

No ·se observa banda 

Pmbar la siguiente salinidad y/o 

1cmpcralun1 

Figura 6. Diagrama de flujo para el rastreo del transposón Mu y zonas 

adyacentes con la colección de oligonucleótidos degenerados. 
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e.Obtención de la concentracion mínima inhibitoria de las 6 

cepas candidatas a inserciones asociadas con la resistencia la 

nitrofurantoína. 

Se sembraron las 7 cepas en medio sólido con distintas 

concentraciones de nltrofurantoína, para obtener la concentración 

mínima inhibitoria (CMI). Se utilizaron 5 concentraciones 

consecutivamente duplicadas de nltrofurantoína disuelta en 

dimetilsulfóxldo (DMSO) -Iniciando con 5 mg/ml- incluido en el medio 

NB-agar. Para prevenir Ja aparición de mutantes (1 x w·~) se hicieron 

las pruebas con un número menor a mil células para cada cepa, tanto 

en aeroblosis como en anaerobiosis, ya que las nitroreductasas pueden 

variar su actividad dependiendo de la presencia o ausencia de oxígeno. 



VIII. RESULTADOS 

A. Localización de transposones por frecuencia de cotransdu­
cción. 

El reemplazamiento de un marcador -en este caso codificado por un 

transposón- por otro es la máxima expresión de la mínima distancia. 

Están tan cercanos que uno impide la expresión del otro. Por eso se 

utilizó el número de colonias que adquirieron la resistencia a 

kanamiclna y perdieron la resistencia a cloramfenicol como número 

de cotransducciones en la cepa RC1503 infectadas con fágos P22 

contenedores de inserciones MudJ. 

Tabla 4. Resultados del mapeo por transducción en las cepas candidatas. 

CEPA 

RC1501 
RC1502 
RC1504 
RC1505 
RC1506 
RC1507 

#Colonias 
KnR 

172 
84 
222 
133 
169 
111 

#Colonias 
KnRcms 

6 
o 
6 
6 
1 
6 

Frecuencia de 
Cotransducción 

(F) 
0.0348 

o 
0.027 
0.0451 
0.0059 
0.054 

Distancia aproximada 
entre los marcadores 

(Kpb) 
22.02 

22.88 
21.1 
25.14 
20.32 

Kn R - Resistentes a la kanamlcina 
Cm5 

- Sensibles al cloramfenicol 

La frecuencia de cotransducclón (F) y la capacidad de carga del fago 

P22 (42Kpb) fueron sustituidos en la formula despejada de Wu y el 
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resultado fué traducido de distancia expresada en minutos a 

kllobases. 

Las distancias obtenidas son mayores a 20 Kpb, y salen del rango 

confiable donde los resultados son cercanos a la recta generada por 

la correlación de los puntos de la función descrita por Wu (1966). Por 

lo tanto los datos generados no son representativos de la distancia 

real entre los marcadores. Así que decidimos utilizar otro método 

para mapear la posición del elemento Mud-Cam. 



B. Localización de las inserciones del transposón Mud-Cam por la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) del tipo semi­

aleatorio 

a. Salmonella enter/ca serovar Typhlmurium cepa RC1503. 

Se obtuvo una amplificación para la cepa RC1503 con los 

ollgonucleótidos ODMl y ORC4. Las dos secuencias obtenidas a 

partir de cada uno de los ollgonucleótidos se traslapan por 609 pb. 

Se observó una secuencia de 29 nucleótldos con homología con el 

extremo del elemento Mu que coinciden con el inicio de Ja 

amplificación dentro del elemento. Ambas secuencias unidas 

reflejan 3 regiones de homología con la secuencia de nfnB de 

Escherichla col!, de 94, 64 y 60 pb. Y se muestra que el elemento 

Mud-Cam se insertó en el extremo del gen que corresponde al 

carboxilo terminal de la proteina NfnB de E. col/. 

Este resultado coincide con el gen ya conocido y se asumió que 

esta cepa porta el Mud-cam dentro del gen cnr de Salmonella, 

equivalente al gen nfnBde E coli. Figura 7. 

Nota: En adelante esta cepa RC1503 se consideró cnr.:Mud-Cam en los 

siguientes experimentos y ensayos. 
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RC1503·0DM1 

749 

637<>43 

637621 

637621-637685 
2019-2082 

87% Identidad 

nfnB 

1426 

l ! 
r. ~ 2041 

2082 

t 
.. 

609 

RC1503·0RC4 

928 

IOO 

1 638280 638245 

1 637891-638261 
2288-2382 .. 

86% Identidad 

638021-638081 
2415-2475 

83% Identidad 

Figura 7. Diagrama de fa localización del elemento Mud-cam dentro del gen cnr 

por Inferencia en comparación con nfnBde Escherichia coli. 
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b. Salmone//a enterica serovar Typhlmurium cepa RC1501. 

Se obtuvo una banda amplificada de 1133 pb para la cepa RC1501 

con los ollgonucleótldos ODMl y ORC4. El análisis para la búsqueda 

de motivos con la paquetería GCG reveló que las dos secuencias 

obtenidas muestran clara homología con el URF (Unldentlfied 

Readlng Frame - Marco de Lectura no Identificado) AE008911 que 

es la secuencia STM4493 con motivos de transportador ABC ("ATP 

bindlng cassette") del tipo transportador de espermina y putrescina 

(pequeñas aminas volátiles). 

6704 

RC1501-0RC4 
313 - 104 
7355 - 7503 

7769 11453 

PROTEINA OTOPLASMICA METILASA II 

TRANSPORTADOR ¡ABC 

6678 

6430 - 6738 
92 - 400 

RC1501 - ODMl 

7666 

3' 

7776 

Figura 8. Diagrama de las posiciones de secuencias homólogas a las obtenidas 

por secuenciación de RC1501 con los ollgonucleótidos ODMl y ORC4 

por separado. 
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c. Salmone//a enterica serovar Typhimurlum cepa RC1506. 

Se obtuvo una amplificación de 550 pb para la cepa RC1506 con los 

oligonucleótidos ORC4 y ORClO. La secuencia obtenida a partir de ORClO resultó 

90% Idéntica a una sección del gen nfsB de Salmone!la typhimurium L T2. Sin 

embargo pequeñas secuencias (8-4 pb) RC1506-0RC4 se encuentran distribuidas 

también en la secuencia RC1506-0RC10, sugiriendo una amplificación reiterativa 

de la región. Es muy probable que el ollgonucleótido ORC4 haya alineado 

cercano al ORClO y que gracias a que en la región existen corridas de a, t o g, 

es muy probable que el producto amplificado sirviera de templado en las 

siguientes amplificaciones hasta alcanzar los 550 pb observados. Los análisis 

BLAST permiten suponer que el transposón Mud-Cam de RC1506 se localiza 

dentro del gen nfsB, observación apoyada por el fenotipo Nf resistente. El que en 

la primera aproximación mediante la amplificación con oligonucleótidos para nfnB 

y los extremos de Mu no mostrara un fragmento amplificado es explicable por la 

posición de los oligonucleótldos en nfnB y la inserción cercana del elemento 

Mudcam que no permitió distinguir el producto de amplificación. Figura 9. 
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Figura 9. Diagrama de la posición de la secuencia obtenida con RC1506-0RC10 

homóloga a la región central del gen nfnB ( cnr') de Salmonel/a 

typhlmur/um. 
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C. Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 
para las Cepas Candidatas. 

Con el objeto de agrupar los candidatos por fenotipo se determinó el 

CMI de cada una de las cepas. En este ensayo se utilizaron 4 cepas 

como controles. Tabla 6. La doble mutante se construyó mediante 

transducción de la inserción de RC1503 en RC1378, portadora de la 

Inserción snrA::T-POP generando a RC1517 snrA::T-POP nfnB.:Mud-

cam (cnr::Mud-cam). 

Ya que las nitroreductasas reportadas se encuentran clasificadas 

como oxígeno insensibles, existe la posibilidad de aprovechar este 

ensayo se distinguir su sensibilidad al oxígeno. 

Tabla 5. Cepas utilizadas como control en el ensayo de determinación de la CMI. 

Mutaciones Cenas Marcador 
wt RCl 

cnf RC1503 Cm" 

snrA· RC1378 Te" 

snrA"cnr RC1517 Cm""TCR 
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Tabla 6. Resultados del ensayo de determinación de la CMI. 

Cepas 5 mg/ml 5 mg/ml 10 mg/ml 10 mg/ml 20 mg/ml 20 mg/ml 40 mg/ml 40 mg/ml 
Nf Nf Nf Nf Nf Nf Nf 
02 02- 02 02- 02 02- 02 

RC1 + + 
RC1378 + + + + + 
RC1517 + + + + + + + 
RC1501 + + . +· + 
RC1502 + + +. + 
RC1503 + + +: ·+ 
RC1504 + + ·+ '+ 
RC1505 + +· : . + + 
RC1506 + + + + 
RC1507 + + 

Símbolos;(+) Crecen,(-) No crecen, (02) En presencia de oxígeno y (02-) En cámara de 
nnaerobiosis. 

Todos los candidatos, con excepción de RC1507 presentaron 

una respuesta similar resistiendo 10 mg/ml de nitrofurantoína. Cabe 

la posibilidad de que en una búsqueda entre 10 y 20 mg/ml se 

puedan observar diferencias entre las cepas candidato. Hay que 

tener en claro que una respuesta (en este caso de resistencia a un 

antibiótico) similar no implica que las vía(s) metabólica(s) mutadas 

y/o su(s) componente(s) tengan que ser necesariamente las mismas. 

La cepa RC1507 presenta el mismo nivel de resistencia que la 

cepa silvestre, indicando que esta cepa no es un buen candidato 

para rastreo de nuevos genes relacionados con la resistencia la 

nitrofurantoína, y es probable que las segundas mutaciones se hayan 

perdido al ser transducida la inserción a un fondo silvestre. 

La cepa doble mutante sobrevivió en el cuádruple de las dosis 

que resistieron las cepas con cada una de las nltroreductasas 
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mutadas Independientemente. Lo que nos Indica de que la actividad 

de cualquiera de las dos nltroreductasas con respecto a la 

nltrofurantoína, es sustituida por la que permanece activa en la 

célula. 

En este primer tamiz solo fue posible eliminar del grupo de estudio a 

la cepa RC1507. 



IX. DISCUSION. 

A. Sobre el mapeo por PCR semi-aleatorio 

El mapéo por PCR semi-aleatorio con los oligonucfeótidos 

degenerados se hizo procurando cubrir todas las combinatorias 

posibles en la mezcla de reactivos para cada cepa y cada 

temperatura. Esta búsqueda fue amplia y se prefirió a la opción de 

Iniciar fa búsqueda en condiciones estándar (amortiguador de 

concentraclon media y SSºC). 

En cambio la búsqueda con oligonucleótidos procedentes del 

homólogo de cnr en E. coli llamado nfnB dio resultados favorables 

permitiendo Identificar dos de las cepas como portadoras del 

elemento Muá-Cam dentro del gen cnr. Mientras que el 

ollgonucleótido ODMl, diseñado a partir de la nitroreductasa en 

Escherichia co/i permitió la amplificación para la cepa RC1501. Esto 

conduce a que en un futuro la preferencia en la selección de 

oligonucleótidos se haga con los diseñados a partir de zonas 

homólogas entre las nitroreductasas, aun cuando no procedan de 

organismos procariontes. 
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B. Sobre el transportador dependiente de energia ABC. 

El hallazgo de un URF con motivos de transportador 

transmembranal ABC asociado con la resistencia a la 

nltrofurantoína en esta tésis es lógico. Ya que una estratégla de las 

bacterias Gram-negativas es que, además de tener una membrana 

externa como barrera de permeabilidad también presentan 

transportadores dependientes de energía que activamente exportan 

moléculas de drogas que pasan a través de la barrera -ya que las 

barreras solo hacen mas lenta la entrada de los compuestos y por 

tanto deben funcionar junto con sistemas de exportación activos- , 

a menudo utilizando bombas de exportación de múltiples drogas. 

En bacterias Gram-negativas, estas bombas de una amplia 

especificidad interactúan con otros canales de la membrana 

externa y proteínas accesorias, formando complejos que expulsan 

la droga desde el espacio periplasmico hacia el medio Este se 

considera un mecanismo general de resistencia a drogas (Nikaido, 

2001). 

Los transportadores ABC son conocidos como el sistema de 

transporte periplásmlco dependiente de la unión a proteína en 

bacterias Gram-negativas, como el género 5almonella (Higglns, 

1992). 



C. Sobre la determinacion de la concentracion mínima 

inhibitoria en las cepas candidatas. 

Este ensayo permitió correlacionar la presencia del transposon 

Mud-Carn Inserto al azar con el fenotipo resistente a la 

nitrofurantoína en 6 de las 7 cepas candidatas. Así corno la 

diferencia observada en la cepa control snrA- que demuestra una 

mayor resistencia en anaerobiosls. 
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X. CONCLUSIONES 
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l. Se relacionó el URF STM4494 con motivos de transportador 

dependiente de energía tipo ABC (con cassete de unión a ATP) 

interrumpido con un transposón Mud-Cam con el fenotipo resistente a 

la nltrofurantoína de la cepa Salmone//a entérica serovar Typhimurium 

RC1501. 

2. Las cepas RC1503 y RC1506 fueron Identificadas como portadoras del 

elemento Mud-Cam dentro del gen cnr, codiflcante de la nitroreductasa 

menor. 

3. La cepa RC1507 presentó un nivel de resistencia a la nitrofUrantoína 

parecido a la cepa Silvestre. Por lo que no se considera resistente y no 

deberá ser utilizada como cepa candidata en experimentos 

subsecuentes. 



XI. PERSPECTIVAS. 

A. En el mapeo del sitio de insercion de transposones. 

Recientemente se ha reportado un método de un solo paso que permite la 

identificación del sitio de inserción de transposones en el genoma de 

Salmone/la por medio de Ja secuenciación directa usando DNA genómlco 

de alta pureza y un oligonucleótido interno del transposón. El protocolo 

involucra la adición de dimetilsulfóxido y Betaina para reducir las 

estructuras secundarias. Este método promete ser rápido, barato y 

eficiente (Qimron et al, 2003). 

B. En la investigacion del transportador ABC. 

La localización del transposón interrumpiendo el gen del transportador 

ABC involucra un paso Inicial en su estudio. 

Los pasos a continuación que deben ser realizados son: 

• Investigar si el gen del transportador es expresado 

• Investigar el patrón de expresión del gen 

• En ensayos de cinética enzimática probar la existencia de 

actividad nitroreductora en células completas y en células 

lisadas de la cepa RCISOI. 
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Con estos datos esperamos investigar que la Importancia de este gen y su 

relación con la resistencia a la nitrofurantoína en Salmone/la entética. 
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XIII. ANEXO 

A. Herramientas biológicas utilizadas en la construcción de las 

cepas RC1501-RC1507. 

Se describen algunos atributos de Jos herramientas biológicas que 

fueron utilizados en este trabajo. 

a. Transposones derivados de fago Mu. 

l. Transposón Mud-Cam (2.9 kpb, un Elemento Simple de 

Resistencia a Cloramfenicol). 

Mud-Cam no incluye secuencias lac y contiene un 

determinante simple de resistencia a cioramfenicoi colocado 

entre las orillas del fágo Mu. Esto puede ser usado como un 

elemento transposable independiente para hacer mutaciones 

y tiene un valor especial como un vector para colocar una 

inserción simple de resistencia a cloramfenicol en el sitio de 

una inserción conocida de fusión lac. Porque este elemento 

comparte suficiente homología con las orillas de MudA, 

MudB, MudF, MudJ y MudK, éste puede ser usado como 

donador en cruzas de transducción en las cuales el 

marcador seleccionado CamR reemplaza a las secuencias !ac 

y KanR (o AmpR) de otros elementos. Debería ser posible, 
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Cts 

en principio el usar este elemento como un Intermediario 

cuando se convierte una inserción por fusión de genes a una 

Inserción por fusión de operones (aunque esto no se ha 

hecho.) (Altman et al, 1996). 

cam R 

Resistencia a 
/ Ooramfenlcol 

Secuencias att derivadas de 
Mu Utilizadas para el 
reconocimiento de la 
transposasa 

Figura lA. Mapa abreviado del transposón Mud-Cam (2.5 Kpb) 

2. Transposón MudJ (11.3 kpb, Fusiones de Operón) y MudK (9.7 

kpb, Fusiones de Genes). 

MudJ y MudK son construcciones originales KanR mlni-Mud de 

Casadaban y colaboradores. Estos contienen deleclones de las 

funciones de transposasa por lo que para transponerse 

requiere un aporte externo de transposasa (Altman et al, 

1996). 

3. Derivados del transposón TnJO. 

Aunque el elemento Tnl o ha sido ampliamente usado en su 

forma original, su uso ha sido superado por elementos que 



tienen la ventaja de un tamaño menor y de que su 

estabilidad es por remoción de la actividad de la 

transposasa. El elemento original TnJO (9.3 kpb) incluye 

coplas flanqueantes de ISJO que son capaces de transponer 

Independientemente. Aunque la transposición del transposón 

entero no es un problema para análisis genético, los 

elementos de las secuencias de Inserción (IS) transponen 

demasiado frecuentemente y causan una elevación 

significativa de la frecuencia de mutación. (Altman et al, 

1996). 

4. Transposón TnJOo'.-Tet. 

TnlOó-Tet tiene un tamaño de 2.9 kpb. Difiere del elemento 

original por dos mutaciones de deleclón, cada una de las 

cuales remueve la mayor parte de los elementos ISJO y se 

extiende dentro de la reglón central. El elemento modificado 

no codifica a fa transposasa pero tiene una secuencia repetida 

ISJO de orden Inverso en cada orilla, proveyendo así sitios en 

los cuales la transposasa puede actuar. Aunque la transposasa 

debe ser agregada para llevar a cabo fa transposición, las 

mutaciones por inserción son completamente estables en 

ausencia de un recurso externo de transposasa (Altman et 

al,1996). 
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5. Transposon T-POP. 

Es un elemento derivado de TnlO con deleclones dentro del 

elemento que presumiblemente remueve las señales de 

terminación de la transcripción. La inserción del elemento 

Tnlal (T-POP) dentro de un operón Interrumpe el gen blanco 

y hace la expresión de genes distales dependiente de la 

Inducción de la transcripción "hacia afuera" por la tetracicllna. 

T-POP (Tnlll:fret(del20,del25]) es llamado así porque confiere 

resistencia a la tetraclclina y utiliza un sistema divergente 

promotor-operador-promotor para proveer de expresión a los 

genes adyacentes. Por manipulaciones similares, se construyó 

un segundo elemento mutante doble que porta la misma 

deleción en el extremo tetR (del20) en combinación con una 

diferente deleción en el extremo tetA (del26), y se le designó 

T-POP2 (Rappleye y Roth,1997). 

tetR tetA IS10R' 

Figura 2A. Mapa abreviado del transposón T-POP. 



b. Generalidades del bacteriófago P22. 

Es un miembro del bien estudiado grupo de los fágos lambdoldes. 

Su organización génética es similar a la de lambda, con genes de 

función relacionada agrupados en el mapa genético. Porque esta 

organización en "cassette" y porque hay homología considerable 

entre el ADN de los dos fágos, se pueden hacer híbridos P22-

lambda muy fácilmente. 

P22 tiene un durmiente-inactivo circular y un mapa lineal del 

prófago. El mapa lineal del prófago tiene su origen en el hecho que 

P22 (como lambda) llsogeniza vía Integración sitio específica dentro 

de la continuidad del cromosoma huésped en un sitio ataA, cerca a 

proA. Este sitio también está presente y se usa en E. coli(donde es 

llamado attP2Z), es más probable dentro del gen thrW que codifica 

un ARNt de treonina. Los P22 iisógenos pueden ser Inducidos, en 

células RecA+ por luz UV o agentes radiomiméticos, con el 

consecuente corte mediado por RecA- en el represor el dando 

lugar al desarrollo de fágo lítico (Altman et al,1996). 
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B. Metodos. 

a. Cepas bacterianas - Todas las cepas del género Salmone//a son 

derivados de Sa/mone//a typhimurium LT2. El elemento Tnla!Tet es 

un derivado deficiente en transposición derivado del transposón TnlO 

en el cual el gen de la transposasa y las orillas Internas de ISJO han 

sido eliminadas. El elemento MudJ es un derivado deficiente en 

transposición derivado del fágo Mu descrito por Castilho et al (1984) 

codificando resistencia a la kanarnicina. 

b. Medios de cultivo - Medios complejos fueron el medio nutriente (NB: 

0.8% Dlfco Laboratorles) suplementado con NaCI (0.5%) y el medio 

Lurla-Bertanl. Medio mínimo fue Vogel-Bonner con glucosa (0.2%) 

como fuente de carbono. Los antibióticos fueron agregados a las 

siguientes concentraciones; kanamiclna, 50 µg/ml; arnpicllina, 100 

µg/ml para mantener plásmidos multicopia con determinantes de 

resistencia; cloramfenicol, 40 µg/rnl El medio sólido fue preparado por 

la adición de agar (1.5%; Difco) al NB, LB o medio mínimo. 

c. Técnicas genéticas - Las cruzas transduccionales fueron hechas 

mediante el fágo mutante con alta frecuencia de transducción 

generalizada P22 HT105/1 int-201 (Schmleger, 1971) Las 

transductantes seleccionadas de una colonia aislada fueron purificadas 

y checadas corno libres de fágo al ser sembradas en cajas de medio 



verde, seleccionando solo las colonias claras. Fueron sembradas 

cruzando una línea del fágo HS (mutante de P22) para checar Ja 

sensibilidad, seleccionando a las sensibles (asumiendo que, al ser 

infectadas por otro fágo estas ya no contienen ningun fágo 

transductante activo). 

d. Selección de mutantes con T-POP resistentes a Ja Nitrofurantoína - A 

partir de una cepa de Salmonella portadora de F' y este, a su vez, 

portador del elemento T-POP se hicieron Jisados P22 HT y con este se 

transfecto a una cepa de Salmone//a contenedora del plasmldo pKlOl 

que genera una transposasa mutante (procedente de TnlO) que 

permite eventos de transposicion al azar, y ya que el plasmido F', que 

es original de E. coli, no recombina con el cromosoma de SiJ!mone//a y 

la transposasa que reconoce las secuencias ISJOdel T-POP y lo inserta 

al azar en el cromosoma, asi puede ser transduccionaimente heredado 

solo por transposición.Se seleccionan las colonias resistentes a la 

Tetraciclina (<vl00,000) -portadoras del T-POP - y con ellas se genera 

un pool de inserciones. Se genera fágo HT en esta población y el pool 

de fágos se asume como representante del mismo número de 

inserciones al azar e independientes. Con estos lisados se transduce la 

cepa silvestre de SiJ!mone//a afinando Ja selección por replica de placa 

a las colonias resistentes a 10 µg/ml de Nitrofurantoína (rango de 

resistencia observado en mutantes para snrA), para así ligar Ja 
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presencia de la Inserción (reportado por la resistencia a Te) al fenotipo 

resistente al nltrofurano. 

Las transductantes TcR NfR libres de fágo, se utilizan corno donadoras en 

la generación de otro pool de fágos HT y así sus inserciones son 

nuevamente transdúcidas a la cepa silvestre para garantizar el 100% 

de cotransducción de TcR con NfR (para asegurar que son 2 fenotipos 

resultado de una sola Inserción). Figura 3A. 



Se sclcccinm1n TcR 
Nf" 

Figura 3A. Diagrama de la selección de mutantes portadores de T-POP 

resistentes a Nitrofurantoína. 
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e. Determinación de la orientación y posición de la Inserción del elemento 

T-POP en el gen snrA -A estas nuevas cepas resistentes a la 

Nitrofurantoína y a la Tetraclclina se les practica un mapéo por 

restricción con XbaI-BinI-CeuI, etiquetado de extremos y electroforesis 

de gel de pulso basado en Llu eta/(1993). En el ensayo por restricción 

con XbaI, T-POP contiene un sitio de restriccion Xbal y se sugiere en 

la cepa RC1378 la posición del T-POP en dos posibles sitios: minuto 

19.75 o 23.13. Sabiendo que el gen snrA esta en el minuto 19, se 

amplifica con un oligonucleótido dirigido a snrA y otro a un extremo de 

T-POP. El producto de PCR generado es reamplificado y corrido en 

agarosa. La banda es recortada y purificada con el equipo de 

extracción "QIAquick gel". La secuencia generada confirma la inserción 

del T-POP delante del codón 60 de norA de 5almone//a (ortologo de 

nfnA de E. col!). Este dato se confirmó con mapéo por transducción y 

por ensayos de PCR y secuenciación de los productos de la 

amplificación de ORC4 que se dirige hacia afuera de Mu y que se 

localiza a partir del nucleótido número 37 de Mu contado por el 

extremo 3'. 



f. Generación de la colección de fagos P22 HT con amplia representación 

del genoma de Salmonella - La cepa Sa!monella con Mudl Inserto en 

hlsG (hot spot para Inserciones de TnlO) fué Infectada con lisados 

conteniendo Mud-Cam insertado al azar. Se generan llsados esperando 

que el fágo contenga Mud-Cam y los genes AB de transposasa 

localizados en una orilla de Mudl que permitan la transposición al ser 

Infectados en una cepa Salmonella receptora llhis- (para evitar zona 

de homología y el hot spot).Figura 4A. 

o -1)-e-+ 

Mud-Cam Mud-1 

Transposasa 

Figura 4A. Diagrama de la zona transduclda por el fágo P22HT conteniendo los 

genes codificantes de la transposasa de Mud-1. 

Así en la célula Infectada por el fago contenedor de esta zona, la 

transposasa generada en cis se transpondrá en una zona cualquiera y 

se seleccionan las colonias transfectantes por su resistencia a 

Cloramfenical. 
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Un lisado P22 fue preparado en este pool esperando que contenga el 

Mudcam rodeado de secuencias procedentes de todo el genóma. Es 

decir generar grandes albercas de eventos de Inserción del elemento 

Mudcam al azar. Figura SA. 

Se seleccionan las cepas resistentes a Cloramfenicol. 



Figura SA. Diagrama de la generación de una alberca de Inserciones en fágos 

P22 contenedores del elemento Mud-Cam rodeado de secuencias al azar. 

g. Transducción de la colección de MudCam a la cepa con snrA 

lnactlvado, seleccionando mayor resistencia a la nitrofurantolna que 

en las cepas parentales- Con la alberca de eventos de inserción de 

MudCam rodeado de secuencias al azar del genóma de Salmonella se 

transfectó a la cepa contenedora del T-POP en snrA. Se seleccionaron 

transductantes CmR TcR. Las cepas resultantes son seleccionadas 

para una resistencia a una dósis de 25 mg/ml de Nitrofurantoína (un 

nivel de r~sistencla mayor a la de la cepa mutante snrA-). Un lisado de 

P22 es preparado en las cepas candidatas y usado para transducir 

cepas del tipo silvestre L T2, esperando que la homología entre la 

secuencia circundante del Mud-Cam y el cromosoma del huesped 

favorezca la recombinación y la inserción del transposón en este. 

Figura 6A. 
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Figura 6A. Diagrama de la transducción de la alberca de Inserciones Mud-cam 

con secuencias al azar en la cepa snrA-, selección de cepas resistentes a una 

mayor dosis de Nitrofurantoína y transducción a un fondo fresco (cepa silvestre). 
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Tabla 4. Cepas utilizadas en el presente trabajo y sus características 

METODODE CEPA CEPA 
CEPA GENOnPO CONSTRU· RECEP· DONA- COMENTARIOS 

CCION TORA DORA 
RCl StvlLT2' wt Ce= silvestre. 
RC1378 Sty(LT2) nsrA::T- Transducción RCl RC1233 La Inserción genera resistencia a 15 

POP2 ug/ml de Nitrofurantolna. La 
Inserción T-POP se ubica en la 
posición + 181 de snrA después del 
codon 60. 

RC1233 Sty(LT2) =- Transducción RCl T·POP Resistente a 25 ug/ml de 
::TPOPII ~1 Nitrofurantoína. 

RC1503 Sty(LT2) nfnB- Transducción RCl Mud-Cam La Inserción genera resistencia a 20 
::MudCam pool ug/ml de Nitrofurantoína (Inserción 

original en RC1378 y Tx a RCl). La 
Inserción de Muó-cam se localiza 
entre el aminoácido 13 y 14 en ntnB 
de Salmonella. 

RC1S09 W3110/pBR322 Electroporación W3110 pBR322 de 
RC1480 

RClSlO W3110/pAJ102 Electroporación W3110 pAJ102 de 
RC1374 

RC1517 Sty(LT2) nfnB- Transducción RC1378 RC1503 Ooble mutante. Nltroreductasa 
::Mud-cam nsrA- menos. 
::T-POP2 

RC1518 sty(LT2) Transducción RC822 RC1517 Porta la disrupclón de snrA. 
hls9533(DEL 
OGDCBHAFIE) 
cob-
na+recD56ldel 
mutS1965(del) 
nsrA-::T-POP2 

RC1528 Sty(LT2) zbd- Transducción RC1503 MudJ pool MudJ esta ligado a nfnB-::Mud-cam 
::MudJ 

RC1529 Sty(LT2) nfnB- Conjugación RC1517 RC1520 El F'254 complementa para nfnB de 
::Mud-<:Cam snrA- Escherichia co/i. 
: :T-POP2/ F'254 
gal+ zzt-
1833::Tnl0d-kan 

RC1530 Sty(LT2) nfnB- Conjugación RC1517 RC1S21 El F'147 complementa para snrA de 
::Mud-<:Cam snrA- Escherichia coti. 
::T-POP2/ F'l47 
gal+ zzt-
1833::Tnl0d-kan 

RClSOl· Sty(L T2) zzz- Transducción RCl Muó-Cam La Inserción genera resistencia a 20 
RC1507 ::MudCam pool ug/ml de Nltrofurantoína (Inserción 

orinfnal en RC1378 v be a RCll. 
RClSOB Zzz-::T-POP2 Transducción RClSOl RC1378 Resistente a 50 mg/ml de 

Nitrofurantoína. 
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