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Resumen

La resistencia a antibidticos en bacterias se presenta en la actualidad como unos de
los mayores riesgos para la salud publica. La conjugacidn bacteriana de plasmidos esta
intimamente ligada a la dispersion de resistencias a los antibidticos, y muchos plasmidos
de origen natural portan genes de resistencia. Los métodos para cuantificar y comparar
la eficiencia de conjugacion de plasmidos en condiciones de laboratorio tienen gran
utilidad en investigacion. Entre otras cosas, permiten estudiar la capacidad de
transferencia conjugativa de los plasmidos y la frecuencia de transmisién. Ademas,
sirven para llevar a cabo ensayos de inhibicién de la conjugacion en la busqueda de
compuestos candidatos para frenar la dispersidon de la resistencia antibidtica. En este
trabajo de fin de grado, se planteé como objetivo la puesta a punto de un protocolo in
vitro de medida de la eficiencia de conjugacién bacteriana de plasmidos, basado en
seleccidon con antibidticos. El protocolo optimizado permitié comprobar la capacidad
conjugativa de plasmidos portadores del gen ileS2 y calcular la frecuencia de

conjugacién de los mismos.

Palabras clave: resistencia a antibiéticos, conjugacion, pldasmidos, mupirocina.

Abstract

Antibiotic resistance in bacteria is currently one of the greatest risks to public health.
Bacterial plasmid conjugation is intimately linked to the spread of antibiotic resistance,
and many naturally occurring plasmids carry resistance genes. Methods to quantify and
compare plasmid conjugation efficiency under laboratory conditions have great utility
in research. Among other uses, they make it possible to study the conjugative transfer
capacity of plasmids and the frequency of transmission. In addition, they serve to carry
out conjugation inhibition assays in the search for candidate compounds to stop the
spread of antibiotic resistance. In this final degree work, the objective was to develop
an in vitro protocol for measuring the efficiency of bacterial conjugation of plasmids,
based on selection with antibiotics. The optimized protocol allowed to test the
conjugation capacity of plasmids carrying the ileS2 gene and to calculate their

conjugation frequency.

Keywords: antibiotic resistance, conjugation, plasmids, mupirocin.
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1. Introduccién

1.1 Resistencia bacteriana a los antibidticos: un problema de salud global

Un antibidtico es una sustancia quimica activa contra el crecimiento bacteriano
producida por un ser vivo. El gran salto a la era moderna de los antibidticos se dio en
1928 con la sintesis de la penicilina por Alexander Fleming a partir del hongo Penicillium

notatum (Sengupta et al., 2013). Aunque durante los afios 1940s, la penicilina fue un

compuesto eficaz para el tratamiento de infecciones bacterianas entre los soldados que
lucharon en la Segunda Guerra Mundial, tan solo 10 afios después la resistencia a la

penicilina comenzd a ser un grave problema para la salud publica (Ventola, 2015).

Una bacteria es resistente a un antibidtico cuando esta adquiere o desarrolla la
capacidad de sobrevivir en presencia de un compuesto que previamente causaba su
muerte o impedia su desarrollo. Se trata de un problema de importancia global, ya que

segun el Centro de Control y Prevencidon de Enfermedades de Estados Unidos (CDC, de

sus siglas en inglés), solo en EE. UU. ocurren 2,8 millones de infecciones por bacterias
resistentes a antibidticos cada afio, de las cuales mas de 35.000 acaban en

fallecimientos.

Inicialmente la resistencia a los antibidticos no suponia un problema importante, ya
gue constantemente se desarrollaban nuevos compuestos con los que tratar las
infecciones bacterianas. Sin embargo, en la actualidad cada vez son mas frecuentes las
bacterias resistentes a antibidticos debido tanto al abuso como al mal uso de
antibidticos realizado por los humanos, incluyendo en la agricultura y ganaderia

(Piddock, 2012). Ademads, debido al poco beneficio econdmico y a la alta regulacion del

sector, el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos se ha visto frenado, generando

un mayor avance de la resistencia global a antibiéticos (Aleman, 2013).

1.1.1 Especies resistentes a antibidticos de gran relevancia

El CDC propone una clasificacién para un gran numero de especies de bacterias en
funcién a si suponen una amenaza urgente, seria o preocupante para la salud publica.
Dentro de las amenazas urgentes se encuentran especies tales como Clostridium
difficile, Neisseria gonorrhoeae o las enterobacterias resistentes a carbapenémicos;

mientras que otras especies como Staphylococcus aureus, muy frecuentes en el
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ambiente, suponen un nivel de amenaza serio. Asi, en relacién a este Ultimo caso,
actualmente el 95% de infecciones por S. aureus en todo el mundo no pueden ser
tratadas con antibidticos comunes como la penicilina y ampicilina, por lo que para su
eliminacidn se ha recurrido a la meticilina. Sin embargo, desde los afios 1960s cada vez
son mas frecuentes las cepas con la habilidad de resistir a dicho compuesto, los
denominados S. aureus resistentes a meticilina (SARM). Estudios recientes muestran
que el 64,4% de las infecciones por S. aureus en las unidades de cuidados intensivos son
causadas por cepas SARM, que ademas de infecciones mds peligrosas para el paciente,
también generan estancias hospitalarias mas largas, mayor mortalidad y mayores costes
econdmicos por la necesidad de ser manejadas con tratamientos alternativos (Gillapsy

e landolo, 2009).

1.2 Papel de la conjugacién en la dispersion de la resistencia a antibidticos

El origen de la resistencia a un antibiético por parte de una bacteria se debe a dos
procesos: la mutacién y la transferencia horizontal de genes (HGT, del inglés Horizontal
Gene Transfer). Las mutaciones capaces de generar resistencia a un antibiético pueden
ocurrir en tres tipos de genes: los que codifican la diana del antibidtico, los que codifican
los transportadores del antibidtico o los que codifican los reguladores de la expresidon

de los transportadores y elementos descontaminantes de un antibiético (Martinez

2014).

La HGT desempeiia un papel fundamental en la adquisicion de resistencia a
antibidticos. Debido a que los compuestos antibidticos son sintetizados por
microorganismos, los productores de los mismos poseen genes que les aportan
resistencia para asegurar su propia supervivencia. Asi, mediante los diferentes
mecanismos de HGT pueden compartir esta informacion genética con otras bacterias de

su especie, incluso de otras diferentes, propagando la resistencia (Martinez, 2014).

La conjugacion bacteriana es uno de los principales mecanismos de HGT, junto con la
transduccion y transformacién. Se considera un modelo “sexual” de transferencia de
informacién genética en bacterias, ya que el material cromosdmico de dos tipos de
células se une en un proceso definido y programado. Es el Unico de los procesos que

implica contacto célula-célula, involucrando solo una porcién, normalmente pequena,
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del genoma de la célula donadora y el genoma completo de la receptora; a diferencia
de en la reproduccion sexual de eucariotas, en la que interaccidén ocurre entre el juego

cromosOmico completo de ambas células parentales (Raleigh y Low, 2013).

1.3 Plasmidos de resistencia a antibiéticos

Un plasmido es un fragmento de ADN extracromosdmico autorreplicable, consistente
de una doble cadena de ADN de un tamafio entre 4 y 400 kilobases que puede
transferirse entre individuos de la misma o de diferentes especies bacterianas

(Grumezescu et al., 2016). Suelen contener genes involucrados en la desintoxicacién,

virulencia, interacciones ecoldgicas o resistencia a antibidticos (Smillie et al., 2010).

Existen dos sistemas de genes implicados para la movilidad de los plasmidos: el
sistema de movilizacién (MOB, del inglés Mobility), que contiene su propio origen de
replicacion (oriT, en violeta) y genes para la sintesis de la relaxasa (en rojo) y de la
proteina de acoplamiento tipo IV (T4CP, en verde); y el sistema de formacion de poros
de apareamiento (MPF, del inglés Mating Pair Formation), encargado de la formacién
de un sistema de secrecién tipo 4 (T4SS, del inglés Type 4 Secretion System; en azul). Asi,
segln la presencia o ausencia de los sistemas MOB y MPF, los plasmidos se pueden
clasificar en funcién de su capacidad de movilidad. Los plasmidos autotransmisibles o
conjugativos son aquellos que poseen tanto el sistema MOB como el MPF; los
movilizables son aquellos que solo contienen sistema MOB vy utilizan el sistema MPF de
otro elemento movil presente en la célula; y los no movilizables son aquellos que
carecen de ambos sistemas y se difunden por medio de transformacién y transduccién

(Figura 1) (Smillie et al., 2010).
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Figura 1: (A) Esquema de los componentes de los plasmidos transmisibles (B) Esquema de las interacciones durante
el proceso de conjugacién (Smillie et al., 2010)
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Los plasmidos conjugativos también se conocen como factores masculinos,
conjugones, transferones o factores de fertilidad. Son los principales responsables de la
diseminacidn, tanto vertical como horizontal de resistencia a antibiéticos, pudiendo
modificar el nivel de resistencia en base al numero de copias del plasmido que se

trasmitan (Grumezescu et al., 2016).

1.3.1 Plasmidos de resistencia a mupirocina

Uno de los antimicrobianos utilizados en el tratamiento de infecciones como las
causadas por SARM es la mupirocina o acido pseudoménico A. Este compuesto es
sintetizado mediante fermentacion sumergida de Pseudomonas fluorescens, y actua
como un potente inhibidor de la enzima isoleucil-ARNt sintetasa (IleRS). (Ward vy
Richards, 1995).

Aligual que ha ocurrido con el resto de antimicrobianos, con la exposicién prolongada
a la mupirocina han surgido nuevas cepas SARM también resistentes a dicho compuesto.
Estas cepas presentan resistencia transmisible de alto nivel a la mupirocina (Hi-Mup")
gracias a la sintesis de una lleRS extra codificada por el gen ileS2, albergado
generalmente en plasmidos conjugativos de diferentes tamafios y patrones de
restriccion. La concentracidon minima inhibitoria (MIC, del inglés Minimum Inhibitory

Concentration) en los casos de Hi-Mup' es de 2512 ug/mL (Kizerwetter-Swida et al.,

2019)

Estos plasmidos pertenecen a la familia pSK41/pGO1 de plasmidos de
multirresistencia bacteriana. Una caracteristica general de este grupo es que los genes
de resistencia antibiética van flanqueados por copias de la secuencia de insercién 1S257,
modificando asi la evolucion de cada uno de los plasmidos y sus cualidades de actuacién

(Pérez-Roth et al., 2011).
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En Pérez-Roth et al., 2010 se secuencid la totalidad del plasmido pPR9 (41,7 kb) y se

comprobé como este posee dos regiones claramente diferenciadas: una primera
estructural (en negro) portadora de los genes encargados de la replicacidn,
mantenimiento y transferencia del plasmido; y otra accesoria (en gris) que contiene los

genes de resistencia a antibidticos, entre ellos el gen ileS2, y las diversas secuencias de

insercion (Figura 2).
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Figura 2: Mapa fisico y genético del plasmido de multirresistencia de S. aureus pPR9, portador del gen ileS2 (Pérez-
Roth, 2010)

Otro importante plasmido conjugativo portador de resistencia a mupirocina es el
pG0400 (34 kb), que deriva del plasmido pGO1 (54kb). Ambos plasmidos son
estructuralmente idénticos segun analisis de hibridacion y de patrones de restriccién
para sus genes de transferencia (trs) y sus sitios de origen de transferencia y replicacion
vegetativa (oriT y oriV). Sin embargo, los fragmentos de pGO1 que codifican para la
resistencia de diversos antibidticos, se sustituyen en pGO400 por una regién de menor
tamafio portadora del gen de resistencia a mupirocina (Hi-Mup'). Gracias a esta

modificacion, pG0O400 se presenta como un pldsmido portador de resistencia a
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mupirocina con una estructura mas sencilla que la de otros como pPR9 (Figura 3)

(Morton et al., 1995).
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Figura 3: Mapa de los sitios de restriccion y genes comunes de los plasmidos pGO1 y pGO400 (Morton et al., 1995)

1.3.2 Técnicas de estimacion de la tasa de conjugacion
pPR9 y pGO400 son ejemplos de la increible adaptabilidad presente en los plasmidos
conjugativos, demostrando la facilidad con la que la resistencia a antibidticos puede

transmitirse entre bacterias y generando importantes riesgos en el ambito clinico.

Frente a casos de infeccién por una bacteria resistente a antibiéticos, un primer
experimento para comprobar si la resistencia es transmisible mediante conjugacién
puede ayudar a averiguar si esta capacidad se ubica en plasmidos. En caso afirmativo,
conocer la tasa de conjugacion del plasmido resulta fundamental para comprender el

funcionamiento y expansion de la resistencia in vivo (Simonsen et al., 1990). Segun se

recoge en Huisman et al., 2022, existen mas de 10 métodos diferentes que permiten

cuantificar la tasa de conjugacion de un plasmido.
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1.3.2.1 Métodos basados en la densidad de poblacion

Estos métodos estiman el ratio entre densidades de poblaciones bacterianas
donadoras, receptoras y transconjugantes para el plasmido de estudio. Para su
obtencidn, se basan en la realizacién de cultivos selectivos que contienen distintos
agentes antibidticos, permitiendo el desarrollo por separado de bacterias en funcién a
si portan, carecen o reciben por conjugacion el plasmido de resistencia. Estos protocolos
destacan por su facilidad para ser llevados a cabo, aunque los resultados pueden verse
afectados segun la tasa de conjugacion del propio plasmido, el ratio inicial de
donadores/receptores o el tiempo que se permita que ocurra la conjugacion (Huisman

et al., 2022).

1.3.2.2 Métodos basados en la dindmica de poblaciones
Estos modelos fueron desarrollados para discernir entre la influencia de la
transferencia vertical y horizontal de los plasmidos. Para calcular la tasa de conjugacién,

Simonsen et al. (1990), propusieron utilizar la regresidn linear en la fase exponencial o

estacionaria de crecimiento de las colonias tanto donadoras, como receptoras vy

transconjugantes (Huisman et al., 2022).

Aunque los métodos basados en dindmica de poblaciones permiten obtener
resultados con menor variacion entre experimentos con diferentes condiciones con tan
solo una medida, se necesita tener datos sobre el ratio de crecimiento y la densidad
inicial de la poblaciéon de estudio. Ademas, el método de Simonsen no tiene en cuenta
las diferencias entre las tasas de crecimiento entre cepas, y tampoco aporta una
cuantificacién de las diferencias en la tasa de conjugacién debidas a qué cepas actuan

como donantes o transconjugantes (Huisman et al., 2022).

Por todo esto, resulta fundamental el desarrollo de métodos estables y sencillos que
permitan comprobar, y preferiblemente cuantificar, la capacidad conjugativa de

plasmidos de resistencia a antibidticos que suponen un riesgo para la salud publica.
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2. Objetivos

Debido a la gran importancia que desempefia la conjugacién bacteriana en los
procesos de transferencia de genes de resistencia a los antibidticos, en este trabajo se
planteé la puesta a punto de un protocolo in vitro para estudiar la capacidad conjugativa
de plasmidos portadores del gen ileS2 que confieren la resistencia a altos niveles de

mupirocina, y que permitiera cuantificar la frecuencia de conjugacién de los plasmidos.
Para abordar dicho objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Optimizacion de las condiciones experimentales de un protocolo de conjugacién
in vitro en soporte solido usando filtros de nitrocelulosa y seleccién antibidtica,
para estudiar la capacidad de transferencia de plasmidos de resistencia.

2. Determinar y comparar las tasas o frecuencias de conjugacién de los plasmidos
portadores del gen ileS2 en estudio.

3. Evaluar la posible modificacidon de la tasa de conjugacién en presencia de un

compuesto quimico candidato utilizando el protocolo in vitro optimizado
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3. Material y métodos

3.1 Microorganismos y plasmidos utilizados

En este trabajo se utilizaron cepas de referencia de S. aureus, asi como aislados

clinicos de S. aureus recolectados en el Hospital Universitario Nuestra Sefiora de la

Candelaria (HUNSC) durante diferentes estudios realizados en el periodo 2002-2009.

S. aureus WBG541. Cepa libre de plasmidos utilizada como receptora en los
experimentos de conjugacion. Esta cepa tiene resistencia cromosdmica a
rifampicina (Rf) y al acido fuscidico (Fa). Proporcionada por el Prof. Warren B.
Grubb, Curtin University of Technology, Australia.

S. aureus NRS107. Cepa que contiene el pldsmido conjugativo pGO400 (Morton
et al., 1995), el cual codifica el gen ileS2 que proporciona resistencia a altos
niveles de mupirocina (Hi-Mup’, MIC > 1024 ug/mL). Ademas, esta cepa tiene
resistencia cromosdmica a novobiocina (Nv). Dicha cepa se empled como
donadora en los experimentos de conjugacion. Fue obtenida de la colecciéon
NARSA (Network on Antimicrobial Resistance in S. aureus).

S. aureus HUNSC491. Aislado clinico de S. aureus resistente a meticilina (SARM)

portador del plasmido conjugativo pPR9 (Pérez-Roth et al., 2010), el cual codifica

el gen ileS2 que proporciona resistencia a altos niveles de mupirocina (Hi-Mup",
MIC > 1024 ug/mL). Ademas, tiene resistencia cromosdmica a oxacilina (Ox). Esta
cepa se empled como donadora en los experimentos de conjugacion. Fue
recolectada en el Hospital Universitario Nuestra Sefiora de La Candelaria (Pérez-

Roth et al., 2006).

S. aureus HUNSC485. Aislado clinico de S. aureus resistente a meticilina (SARM)

portador del plasmido conjugativo pPR2 (Pérez-Roth et al., 2006), el cual codifica

el gen ileS2 que proporciona resistencia a altos niveles de mupirocina (Hi-Mup",
MIC >1024 pug/mL). Ademds, tiene resistencia cromosdémica a oxacilina (OX). Esta
cepa se empled como donadora en los experimentos de conjugacion. Fue
recolectada en el Hospital Universitario Nuestra Sefiora de La Candelaria (Pérez-

Roth el al., 2006)

10
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3.2 Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados se adquirieron en forma de preparado comercial y la

composicion de cada uno de ellos se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Medios de cultivo utilizados

Medio de cultivo Composicion (g/L)

LB agar (Lennox) (Condalab®) Agar bacterioldgico 15
Triptona 10
Cloruro sédico 5
Extracto de levadura 5

LB broth (Lennox) (Condalab®) Triptona 10
Cloruro sddico (NacCl) 5
Extracto de levadura 5

BHI agar (Brain Heart Infussion) (Condalab®) | Agar bacterioldgico 15
Dextrosa 2
Mezcla de peptona 10
Infusidon de cerebro de ternera 7,5
Infusién de corazén de vaca 10
Fosfato disddico 2,5
Cloruro sédico 5

3.3 Condiciones de cultivo y conservacion
Las cepas se crecieron rutinariamente en medio LB sdlido y liquido a 372C durante

toda la noche (o/n). La conservacion de las cepas y aislados clinicos se realiz en viales

Microbank (Pro-lab diagnostics) a -802C. Para comprobar la buena conservacién y

viabilidad de los microorganismos conservados, se realizaron siembras en placas de LB.

3.4 Preparacion de stocks de antibidticos
Las cepas se seleccionaron, tanto en medio liquido como en medio sélido, usando los
antibidticos correspondientes, preparados segun las instrucciones del fabricante en

stocks de concentracion 1000X como se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2: Stocks de antibidticos utilizados

Antibiodtico Concentracion stock Preparacion stock (disolvente)

Mupirocina (Sigma®) 10 mg/mL 50 mg de antibiético en 5 mL de
etanol

Acido fuscidico (Sigma®) 10 mg/mL 50 mg de antibidtico en 5 mL de agua

Oxacilina (Sigma®) 10 mg/mL 50 mg de antibidtico en 5 mL de agua

Novobiocina (Sigma®) 10 mg/mL 50 mg de antibiético en 5 mL de
etanol

Rifampicina (Sigma®) 10 mg/mL 50 g de antibiético en 5 mL de dimetil
sulfoxido (DMSO)

Una vez preparados los 5 mL de cada antibidtico, se alicuotearon en tubos Eppendorf,

y se conservaron en un congelador a -20 2C para utilizarlos a lo largo del procedimiento.

3.5 Ensayos de conjugacion mediante co-cultivo y seleccion de
transconjugantes

Para estudiar la capacidad de transferencia de los plasmidos conjugativos portadores
de la resistencia a mupirocina se realizaron experimentos cultivando conjuntamente las
cepas bacterianas donadoras (portadoras del plasmido) y receptora (libre de plasmidos),

y seleccidon de transconjugantes, es decir, cepas receptoras que adquirieron el plasmido.

3.5.1 Conjugaciones en filtros de nitrocelulosa
Para realizar las conjugaciones se utilizaron filtros de nitrocelulosa de 0,22 um de

tamafio de poro y 25 mm de didmetro (Millipore GSWP) como soporte sélido para las

células. Se prepararon inéculos de las células receptoras y donadoras por separado en
10 mL de medio liquido LB con seleccién antibidtica y se dejaron crecer durante toda la
noche a 372C en agitacion (100 rpm). En el caso de las receptoras se afiadié rifampicina
(2,5 pg/mL) y acido fuscidico (5 pg/mL), mientras que para las donadoras se empled
mupirocina (10 ug/mL) y novobiocina (2,5 pg/mL) para la cepa NRS107, y mupirocina
(10 pg/mL) y oxacilina (6 pg/mL) para las cepas HUNSC491 y HUNSC485

Para cada conjugacion, se depositaron en Eppendorfs 100 uL de cada una de las cepas
y se centrifugaron durante 1 minuto a 13.000 rpm. Los sedimentos se resuspendieron
con 1 mL de LB y se repitid la centrifugacidn en las mismas condiciones. Este paso de

lavado se realiza para eliminar los restos de antibidticos que puedan interferir en el
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crecimiento de las cepas. Tras la segunda centrifugacion, las células se resuspendieron
en 50 plL de LB, los cuales se depositaron sobre filtros colocados previamente sobre
placas LB sin seleccién antibidtica. En general, las placas se incubaron a 372C durante 24
horas. Ademas, se realizaron experimentos en las mismas condiciones, pero reduciendo

el tiempo de contacto entre las células donadoras y receptoras, de 24 horas a 1 hora.

Tras dicha incubacién, los filtros se colocaron en tubos de propileno de 15 mL a los
que previamente se afiadié 1 mL de medio LB. Los tubos se agitaron vigorosamente
empleando un vdrtex para favorecer que las células se desprendieran al medio liquido.
A partir de esa solucién, se realizaron diluciones seriadas en LB y cada una de ellas se
sembré en placas con los correspondientes medios selectivos para las células donadoras

y transconjugantes.

3.5.2 Seleccién de transconjugantes y donadoras

La seleccion de las células donadoras se realizd mediante la siembra de la mezcla
conjugativa en placas de LB con mupirocina (10 pug/mL) y novobiocina (2,5 pg/mL) para
la cepa NRS107; y mupirocina (10 pg/mL) y oxacilina (6 pg/mL) para los aislados
HUNSC491 y HUNSC485.

Por otro lado, la seleccién de las células transconjugantes (aquellas células receptoras
gue adquirieron los plasmidos durante el proceso de conjugacién) se llevdé a cabo
sembrando las mezclas conjugativas en placas de LB con mupirocina (10 pg/mL),
rifampicina (2,5 pg/mL) y acido fuscidico (5 pg/mL). Las placas se incubaron a 372C o/n,

tras lo cual se procedié al recuento de colonias.

3.5.3 Célculo de la frecuencia de conjugacion
Tras la incubacién de las placas sembradas con las mezclas conjugativas, se contaron
las colonias de donadoras (D) y transconjugantes (T) en las placas de LB agar. La

estimacion de la frecuencia de conjugacién se calculé mediante la siguiente férmula:

FC T N2 colonias transconjugantes - factor de dilucién - volumen sembrado

D N2 colonias donadoras - factor de dilucion - volumen sembrado
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3.6 Estudio del efecto inhibidor de la conjugacién
El compuesto quimico evaluado fue cedido por el Instituto de Productos Naturales y

Agrobiologia-CSIC (IPNA-CSIC), y su estructura se representa en la Figura 4.

0
Cbz . J»H H ,,JL Z-ala-Ser-ONe
N T oMe PM 324,33
o .

OH

Figura 4: Estructura quimica del compuesto utilizado en el ensayo de conjugacion

La evaluacion preliminar de la posible actividad inhibidora de la conjugacion se llevd

a cabo seguln lo descrito en los apartados “Conjugaciones en filtros de nitrocelulosa”,

“Seleccién de transconjugantes y donadoras” y “Cdlculo de la frecuencia de

conjugacién”, con la particularidad de que los filtros con las mezclas conjugativas se
depositaron en placas de LB a las que previamente se le afiadié el compuesto ensayado
a una concentracién de 50 uM. En el experimento se llevé a cabo, de forma paralela, la
conjugacién en placas de LB a las que no se afadié ningin compuesto quimico como

control.
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4. Resultados y discusion

4.1 Puesta a punto del protocolo de conjugacién
El primer objetivo consistio en la puesta a punto de un protocolo de conjugacién para
comprobar la capacidad conjugativa de plasmidos portadores de genes de resistencia 'y

calcular las frecuencias de conjugacion de los mismos.

Para ello se empled la cepa donadora NRS107 portadora del pldsmido conjugativo
pGO0400 vy la cepa receptora libre de plasmidos WBG541. Inicialmente, para confirmar
la presencia de los marcadores de seleccidén antibidtica en cada caso, las cepas fueron
crecidas en medio LB liquido con los antibidticos apropiados. Segun lo esperado, la cepa
NRS107 creciod en presencia de mupirocina (10 ug/mL) y novobiocina (2,5 ug/mL), pero
no con acido fuscidico (5 pg/mL) y rifampicina (2,5 pg/mL). La cepa WBG541 no crecid
en presencia de mupirocina (10 pg/mL) o novobiocina (2,5 pug/mL), pero si lo hizo en
presencia de rifampicina (2,5 pg/mL) y acido fuscidico (5 pg/mL). En la Figura 5 se
muestra un ejemplo del crecimiento de las cepas NRS107 y WBG541 en ausencia o

presencia de una concentracion de 10 ug/mL de mupirocina.

Figura 5: Ensayo para comprobacion de los marcadores de resistencia de las cepas NRS107 y WBG541 a una
concentracion de mupirocina de 10 pg/mL. (A) Para la cepa WBG541 se observa turbidez en ausencia de antibidtico
demostrando su crecimiento, mientras que no es observable en presencia de mupirocina. (B) Para la cepa NRS107 se
observa turbidez tanto en presencia como en ausencia de mupirocina 10 pg/mL, confirmando su crecimiento
adecuado en presencia del antibidtico (Fotografia del autor)

Dado que las bacterias receptoras del plasmido de resistencia a mupirocina portan
genes cromosomicos de resistencia a rifampicina y dcido fusidico, al combinar estos tres

antibidticos en un medio de cultivo solo se podran desarrollar las bacterias que, por
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conjugacion, reciben el plasmido de resistencia. Por otra parte, las bacterias donadoras
del pldasmido de resistencia a mupirocina portan un gen cromosémico de resistencia a
novobiocina, de manera que en combinacién con mupirocina en un medio de cultivo se

permite su seleccion.

Seguidamente, tras realizar dichas comprobaciones, se realizd un experimento
preliminar para comprobar la capacidad de transferencia conjugativa de la resistencia a
altos niveles de mupirocina codificada en el pldsmido pGO400 (cepa NRS107), la
correcta seleccidn antibidtica de cada una de las cepas en las placas con antibidticos, asi
como el rango de diluciones mas apropiado para el recuento de colonias. Para ello se
colocaron 3 filtros de nitrocelulosa en una placa de LB, la cual se preincubd a 372C
durante 30 minutos. Al primer filtro se le afiadieron solo células donadoras (NRS107), al
segundo se le anadieron células receptoras (WBG541) y al tercer filtro la mezcla 1:1 de
células donadoras y receptoras (Figura 6). Una vez las células se adsorbieron a los filtros,
la placa fue incubada a 372C durante toda la noche, tras lo cual se procedid a realizar las
diluciones seriadas (10! a 10°8) y la posterior extension de cada una de ellas en placas
de LB con seleccidon antibidtica para las células transconjugantes (Mup, Rf y Fa).
Adicionalmente, las diluciones a partir del filtro en el que se depositd la mezcla de
células donadoras y receptoras se sembraron en placas de agar LB para con seleccién

antibiotica para las células donadoras (Mup y Nv).

Figura 6: Disposicidn de los filtros de nitrocelulosa en los que se depositaron bacterias donadoras (D), receptoras (R)
y la mezcla de ambas (D + R) para la conjugacién (Fotografia del autor)
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Tras la incubacion durante toda la noche a 372C, y segun lo esperado, no se observd
crecimiento en ninguna de las placas con Mup + Rf + Fa sembradas a partir de los filtros
en los que Unicamente se habian afiadido células donadoras o receptoras. Las células
donadoras no tienen resistencia a Rf y Fa, ni las receptoras a Mup, por lo que son
incapaces de crecer cuando los tres antibidticos estan presentes en el medio de cultivo.
Sin embargo, si se pudo observar crecimiento de colonias en las placas sembradas a
partir de los filtros en los que se habian mezclado donadoras y receptoras, lo que
demuestra que la resistencia a mupirocina se transfirié horizontalmente de las células
donadoras a las receptoras, confirmando la capacidad conjugativa del pGO400, la cual

habia sido descrita en un estudio previo (Morton et al., 1995). En dicho trabajo las

conjugaciones se llevaron a cabo filtrando las mezclas conjugativas a través de filtros de
0,45 um de tamafio de poro, en lugar de depositarlas directamente sobre filtros de 0,22
pKm como en el presente trabajo. Asimismo, a partir de las diluciones de los filtros que
contenian donadoras y receptoras se obtuvo crecimiento en las placas con seleccién

para las células donadoras (Mup + Nv).

En este experimento preliminar, en base al nimero de colonias que crecieron en cada
una de las placas, se pudo determinar que las diluciones mas adecuadas para el recuento
de transconjugantes eran las diluciones 102 y 104, mientras que para las células
donadoras las diluciones 10y 10”7. De esta manera, dichas diluciones fueron las que se
decidieron sembrar en los siguientes experimentos de conjugacién. Ademas, se pudo
determinar una frecuencia de conjugacién preliminar de 6,72x10*
transconjugantes/donadoras, algo superior que la frecuencia previamente descrita para

dicho plasmido de entre 1x107 y 5x10~ transconjugantes/donadoras ((Morton et al.

1995). Tal como se describid en el apartado de “Material y Métodos”, la medida de la

eficiencia de conjugacién del plasmido pGO400 se realizd contabilizando el nimero de
transconjugantes (T) que se obtienen cuando se pone en contacto una poblacion de
donadoras NRS107 (D) con una poblacidn de receptoras WBG541, durante un tiempo t.
Para el célculo de la frecuencia de conjugacion se utilizé la dilucién 1073 para el recuento
de transconjugantes y 10 para el recuento de donadoras del plasmido de resistencia.

En la Tabla 3 se muestran los recuentos obtenidos en este experimento preliminar.
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Tabla 3: Recuento de colonias para la conjugacién preliminar entre las
cepas NRS107 yWBG541

NRS107/WBG541 A

Dilucién Donadoras Transconjugantes

10° >300 102 >300

10° 183 103 123
107 19 10* 13
10% 0 105 0
Tasa de conjugacion 6,72x10*

4.2 Frecuencia de conjugacion del plasmido pGO400

Una vez se comprobd la capacidad de transferencia horizontal del pldasmido pGO400
y se obtuvo un primer valor de la frecuencia de conjugacién en las condiciones indicadas,
se realizaron experimentos empleando las mismas cepas para comprobar la
reproducibilidad de los valores de la frecuencia de conjugacion del pGO400. Para ello se
repitid el ensayo por triplicado para obtener valores medios de la frecuencia de
conjugacién. En esta ocasion también se emplearon 3 filtros, pero a cada uno de ellos

se les anadié la mezcla de donadoras + receptoras (1:1).

En la Tabla 4 se presentan los resultados obtenidos en dichos experimentos. Para
calcular las frecuencias de conjugacién se utilizaron en todos los casos las diluciones
102 en el caso de las placas Mup+Rf+Fa para el recuento de transconjugantes, y las
diluciones 10°® en las placas Mup+Nv para el recuento de donadoras del plasmido de
resistencia (Figura 7). Las frecuencias de conjugacion obtenidas fueron desde 4,83x10*
hasta 5,94x10°, dando un valor medio de 5,12x10* + 4,68x10*
transconjugantes/donadoras. Aunque este valor es proximo al obtenido en el
experimento preliminar, la desviacidon entre las réplicas sugiere que las condiciones
experimentales se deben ajustar para obtener valores de frecuencias mas similares. Es
conveniente realizar nuevos experimentos siguiendo el protocolo explicado para esta
misma cepa, con el fin de comprobar la fiabilidad de los resultados obtenidos en este

trabajo.

18



© SECCION DE | FACyLTAD Universidad
BIOLOGIA | DECIENCIAS de Lalaguna

Tabla 4: Recuento de colonias en el experimento de conjugacién por triplicado entre las cepas NRS107 y WBG541.
Donadoras (D) y transconjugantes (T)

NRSA107/WBG541 NRSA107/WBG541 NRSA107/WBG541
réplica ‘A’ réplica ‘B’ réplica ‘C’
Dilucién D T D T D T

10° 232 103 112 | 10® 202 103 12 | 10% 179 103 178
107 19 10* 14 107 27 10* 2 107 15 10* 11
Tasa de 4,83x10* 5,94x107 9,94x10™*

conjugacién

Tasa de conjugacion media 5,12x10*+ 4,68x10*

Figura 7: Placas de cultivo para el recuento de colonias de bacterias transconjugantes (A) dilucion 103y (B) dilucidn
104); y donadoras (C) dilucién 10y (D) dilucién 107 del plasmido de resistencia pGO400 en la réplica ‘A’ entre las
cepas NRS107 (donadoras) y WBG541 (receptoras). Se observa concordancia entre diluciones, manteniendo una
relacion de 10 veces menos cantidad de unidades formadoras de colonias entre diluciones sucesivas. (Fotografia del
autor)

4.2.1 Estudio del efecto del tiempo de conjugacién
Con el fin de comprobar si la transferencia de la resistencia a mupirocina codificada
en el plasmido pGO400 tendria lugar reduciendo el tiempo de conjugacion, se repitié el

experimento por duplicado realizando incubaciones de 1 hora en lugar de toda la noche,
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tal como se indicé en el apartado de “Material y Métodos”. Con este objetivo, y tal como

se muestra en la Tabla 5, no se obtuvo crecimiento de transconjugantes en las siembras
de las diluciones realizadas a partir de las mezclas conjugativas depositadas en ninguno
de los filtros. Este resultado sugiere que no es suficiente el tiempo de incubacién de 1
hora para que tenga lugar la transferencia del pGO400 entre las células donadoras y
receptoras, al menos a la frecuencia observada cuando se incuban las mezclas
conjugativas durante 24 horas. Este resultado concuerda con la mayor parte de estudios
previos en los que, generalmente, emplean tiempos de incubacion de 18-24 h para
comprobar la transferencia de resistencias a los antibidticos a partir de cepas de S.

aureus (Udo el al., 1997; Udo et al., 1998; Liu et al., 2013).

Tabla 5: Recuento de colonias para la conjugacion entre las cepas NRS107 y WBG541 que permanecié 1 hora en
incubacion

NRSA107/WBG541 réplica ‘A’ NRSA107/WBG541 réplica ‘B’
Dilucién Donadoras Transconjugantes | Donadoras Transconjugantes
10° 17 103 0 10°% 42 103 0
107 1 10* 0 107 4 10* 0
Tasa de conjugacion 0 0
Tasa de conjugacidon media 0

Con el objetivo de encontrar el tiempo minimo necesario para que se produzca la
conjugacién del plasmido pG0O400 empleando el sistema descrito en este trabajo y con
frecuencias similares a las observadas en las incubaciones durante 18-24 horas, es
necesario repetir los experimentos variando los tiempos de incubacién. La obtencion de
resultados reproducibles empleando menores tiempos de incubacién, permitiria
disponer de un sistema mas adecuado para estudiar de manera rapida la transferencia

horizontal de resistencias a los antibidticos.

4.2.2 Estudio del efecto del inhibidor de la conjugacién
Finalmente, en los filtros que fueron incubados en medios de cultivo que contienen
un compuesto candidato para la inhibicidon de la conjugacién el nimero de colonias

observadas se muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6: Recuento de colonias para la conjugacién entre las cepas NRS107 y WBG541 en presencia de un compuesto
candidato para la inhibicion de la conjugacidon

NRSA107/WBG541 NRSA107/WBG541 NRSA107/WBG541
inhibidor, réplica ‘A’ inhibidor, réplica ‘B’ inhibidor, control -
Dilucidn D T D T D T

10° 174 103 49 10¢ 109 103 36 | 10® 243 103 135
107 13 10* 5 107 11 10* 3 107 11 10* 10
Tasa de 2,82x10% 3,3x10° 5,55x10%

conjugacion

Tasa de conjugacion media 3,06x10%+ 3,41x10°

Para el célculo de la tasa de conjugacién se utilizaron las diluciones 10° para el
recuento de colonias donadoras, y las diluciones 103 para las receptoras del plasmido
de resistencia. Si bien el nUmero de colonias de transconjugantes es mucho menor en
ambos experimentos con el péptido candidato inhibidor de la conjugacién, la tasa de
conjugacién media sigue encontrandose dentro de un orden de magnitud normal para

el pldsmido pGO400 (Morton et al., 1995). Para poder confirmar que el protocolo

desarrollado en este trabajo permite detectar la modificacion en la tasa de conjugacién
de los plasmidos de resistencia a antibioticos, se recomienda realizar nuevos
experimentos con otros potenciales compuestos inhibidores hasta lograr resultados

esperados.

4.3 Estudio de otros plasmidos portadores del gen ileS2: plasmido pPR9 y pPR2

El sistema de conjugacién descrito se utilizé para comprobar la capacidad conjugativa
y calcular la frecuencia de conjugacién preliminar de otros plasmidos que codifican
resistencia a mupirocina presentes en diferentes cepas. Para ello, se llevé a cabo el
experimento de conjugacién empleando como donador el aislado clinico HUNSC491, el

cual es portador del plasmido pPR9 (41,7 kb) (Pérez-Roth et al., 2006) y la cepa receptora

WBG541. En este caso, y al igual que se hizo cuando se realizé el experimento preliminar,
inicialmente las cepas se crecieron en presencia/ausencia de los diferentes antibidticos
para confirmar los marcadores de seleccién correspondientes. Asi, la cepa HUNSC491,
crecié correctamente en cultivos independientes en presencia de mupirocina (10

ug/mL) y oxacilina (6 ug/mL), respectivamente. La oxacilina es el marcador utilizado para
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el recuento de células donadoras en este caso, ya que la cepa HUNSC491 es un SARM.
Segun lo esperado, la cepa receptora WBG541 fue incapaz de crecer con 6 pug/mL de

oxacilina.

Al igual que en las conjugaciones entre las cepas NRS107 y WBG541, en este caso se
obtuvieron células transconjugantes, confirmando la capacidad de transferencia del
plasmido pPR9. Aunque Unicamente realizd una réplica, se calculé la frecuencia de
conjugacion preliminar de dicho plasmido. Para ello se utilizé la dilucién 10 para el
recuento de donadoras y la 102 para el recuento de transconjugantes, dando como
resultado una frecuencia de conjugacion de 3,87x107 transconjugantes/donadoras.
Dicha tasa de conjugacién es préxima a los valores obtenidos previamente para dicho

plasmido, entre 5x10°y 1x107 transconjugantes/donadoras (Pérez-Roth et al., 2010). De

cualquier manera, para obtener valores mas fiables de la frecuencia de conjugacién es
necesario repetir los experimentos incluyendo réplicas que permitan obtener los valores
medios y el error y trabajar con resultados mas robustos. En la Tabla 7 se muestran los

resultados.

Tabla 7: Recuento de colonias para la conjugacion entre el aislado clinico SARM HUNSC491 y
la cepa WBG541

HUNSC491/WBG541
Dilucién Donadoras Transconjugantes
10° >300 10?2 86
10° 222 102 4
107 42 10* 1
10 3 10° 0
Tasa de conjugacion 3,87x1077

Ademas, en este experimento entre HUNSC491 y WBW541, se pudo observar que
tanto las colonias transconjugantes como las donadoras, requerian varios dias (no 24
horas como en el caso de las conjugaciones entre NRS107 y WBG541) para crecer y
poder llevar a cabo los recuentos. De esta manera, los recuentos se realizaron a las 72
horas. Este hecho concuerda con observaciones previas que habian puesto de
manifiesto una fase de latencia significativamente incrementada en las cepas

portadoras del pPR9 en presencia de mupirocina, incluso a bajas concentraciones
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(Pérez-Roth et al., 2006). Esto podria ser debido a menores niveles de expresion del gen

ileS2 presente en el plasmido pPR9 en relacién con el pGO400. Aunque esta hipdtesis
no ha sido demostrada, se ha predicho que el promotor del gen ileS2 del plasmido
pGO400 presenta una secuencia mas optima que la del pPR9, y que esto se relaciona

con la diferente ubicacién de las secuencias de insercion 257 (1S257) en dichos plasmidos

Finalmente, el protocolo de conjugacion se utilizé para comprobar la capacidad de
transferencia horizontal de la resistencia a mupirocina a partir de aislados clinicos
resistentes a altos niveles de mupirocina previamente caracterizados, portadores del
gen ileS2 en diferentes plasmidos conjugativos que no han sido completamente
caracterizados, a diferencia de los pldsmidos pPR9 y pGO400 de los que se conoce la
secuencia nucleotidica completa. Por ejemplo, se conjugd el aislado HUNSC485,
portador del plasmido pPR2 con la cepa receptora WBG541. De nuevo, se siguid el
protocolo explicado en el experimento preliminar para la confirmacidn de la presencia
de los marcadores de seleccién, creciendo favorablemente en cultivos en medio liquido

independientes en presencia de mupirocina (10 pg/mL) y oxacilina (6 ug/mL).

En la Tabla 8 se muestran los resultados del experimento. Los resultados de la
conjugacién volvieron a ser favorables, pues se obtuvieron células transconjugantes
confirmando asi la capacidad de transferencia del plasmido pPR2. Con estos valores, se
calculé la frecuencia de conjugacion preliminar del plasmido, utilizando la dilucién
107 para el recuento de donadoras, y 103 para el recuento de transconjugantes, dando
como resultado una frecuencia de conjugacioén de 1,07x107?
transconjugantes/donadoras. Esta frecuencia de conjugacién, al igual que la obtenida
para el plasmido pPR9, es superior a la descrita generalmente para plasmidos

conjugativos de la familia de los plasmidos pSK41/pGO1 (Liu et al., 2013).De nuevo, para

la obtencion de valores fiables de la frecuencia de conjugacion es necesario repetir este

experimento incluyendo réplicas para la obtencion de un valor medio y un error.
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Tabla 8: Recuento de colonias para la conjugacién entre el aislado clinico HUNSC485 y la
cepa WBG541

HUNSC485/WBG541
Dilucién Donadoras Transconjugantes
10° 115 102 >300
10° 12 103 124
107 0 10 3
10% 0 10° 0
Tasa de conjugacion 1,07x102

En este experimento entre las cepas HUNSC485 y WBG541 el crecimiento de las
colonias de transconjugantes y donadoras fue adecuado para poder realizar los

recuentos a las 24 horas tras la mezcla sobre el filtro de nitrocelulosa.
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5. Conclusiones

1.

Se ha puesto a punto un protocolo de conjugacién in vitro que permitid
confirmar la capacidad de transferencia horizontal de diferentes plasmidos
portadores del gen ileS2 que codifica resistencia a altos niveles de mupirocina

El protocolo de conjugacion posibilitd el calculo de las frecuencias de
conjugacién los plasmidos pG0O400, pPR9 y pPR2. La determinacién fiable de las
mismas requiere repetir los ensayos ajustando las condiciones experimentales.
Es necesario un tiempo de incubacidon superior a 1 hora para obtener
transconjugantes portadores del plasmido pGO400. Son necesarios
experimentos adicionales para determinar el tiempo minimo requerido para
obtener valores maximos y reproducibles de la frecuencia de conjugacion.

El compuesto dipéptido estudiado no dio lugar a una reduccién significativa de
la frecuencia de conjugacién del plasmido pG0O400.

Para conocer el rango de aplicabilidad del protocolo descrito es necesario
utilizarlo para estudiar la capacidad de transferencia de diferentes plasmidos de

resistencia a antibidticos e incluso en diferentes especies bacterianas.
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6. Conclusions

1.

An in vitro conjugation protocol has been developed to confirm the horizontal
transfer capacity of different plasmids carrying the ileS2 gene encoding high-
level mupirocin resistance.

The conjugation protocol made it possible to calculate the conjugation
frequencies of plasmids pGO400, pPR9 and pPR2. Reliable determination of
these frequencies requires tests adjusting the experimental conditions.
Incubation time longer than 1 hour is necessary to obtain transconjugants
carrying plasmid pG0O400. Further experiments are required to determine the
minimum time necessary to obtain maximum and reproducible values of the
conjugation frequency.

The dipeptide compound studied did not result in a significant reduction in the
conjugation frequency of plasmid pG0400.

To know the range of applicability of the described protocol it is necessary to use
it to study the transfer capacity of different antibiotic resistance plasmids and

even in different bacterial species.
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