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RESUMEN

Dispersion del gen de resistencia a amikacinaac(6°)-1b y estrategias para
su inhibicion por tecnologia antisentido

Los antibitticos fueron uno de los grandes logros deeldicina del siglo pasado. Sin embargo, el
(ab)uso intensivo de los mismos en los Ultimos 5@ df@ generado la emergencia de bacterias de
fenotipo resistente a varios antibiéticos conocidasocoepas multirresistentes. Su aparicion es causa
de complicaciones y muertes de otra manera evitaldesstituye un problema de salud gravisimo a
nivel nacional y global debido a que las pocasomes de tratamiento existentes se estan agotando
Por otro lado, los escasos antibiéticos nuevos quedesarrollan al poco tiempo generan la
emergencia de resistencias preexistentes en el metageEn particular, es preocupante la creciente
frecuencia de aparicion en la clinica del gen aali{éjue genera resistencia a aminoglicésidos,
entre ellos la amikacina. Una opcién a explorar eflexiciamiento de genes de resistencia mediante
tecnologias antisentido con el fin de prolongardg vitil de los antibiéticos existentes.

En esta Tesis por un lado se exploran las plataforer@igas en las que este gen se ha dispersado a
nivel molecular y celular. Por otro lado se muestra lguexpresion de pequefios ARNs antisentido,
llamadossecuencias guiadas extername(f&sS), es capaz de inhibir la expresién del gen de
resistencia a aminoglucosidos aac(B:)-Sin embargo, estas moléculas de ARN son sumamente
susceptibles a las nucleasas. Se explora entonoe#&tael uso de analogos de acidos nucleicos no
hidrolizables como EGSs. Se muestra cémo la adnainiéh exdégena de EGSs de cooligémeros de
acidos nucleicos cerrados (LNA) y ADN es también cajeazonvertir un fenotipo resistente a un
antibiético a uno susceptible por un mecanismo rded@r ARNasa P. Estos resultados sugieren
gue el silenciamiento de genes de resistencia coligémeros de ADN y LNA podria servir para
prolongar la utilidad de los antibiéticos existentes.

Palabras clave:

plasmidos, transposones, integrones, InV117, pMETMik&cina, ARNaac(6’)-Ib, ARNasa P, EGS,
LNA, tecnologias antisentido, Vibrio cholerae, Kdala pneunoniae



ABSTRACT

Dispersion of the amikacin resistance geneac(6’)-lb and strategies for its
inhibition using antisense technologies

Antibiotic discovery was one of the main achieveméntsedicine in the last century. However, their
intensive (ab)use in the last 50 years has lead tertte¥gence of bacteria resistant to multiple drugs
known as multiresistant strainfhese strains cause treatment complications and abeidleaths
constituting a serious health issue at national globdal level as the scarce treatment options are
getting exhausted. On the other hand, the few nebviaitts generate resistance shortly after released
as they act as selecting agents of the preexistastamese genes present on the metagenome. Notably,
the increasing prevalence of aac(®)in the clinical setting is a serious concern asemhegates
resistance to several aminoglycosides including aaiik Silencing of antimicrobial resistance genes
using antisense techniques is a good alternativéhéorational design of drugs that may permit to
prolong the usefulness of the currently employed antiisi

In this Thesis work, the genetic platforms that alloac@')tb dispersion at the cellular and
molecular level are explored. On the other hand,shawvn that expression of small antisense RNAs
called external guide sequences (EGS) is capable ibiting the expression of this gene, rendering
resistant strains, susceptible to amikacin. HoweveallRNA molecules such as EGSs are rapidly
degraded by cellular nucleases. Hence, the use dfyanalysable nucleic acid analogs cooligomers
as EGS is explored. The exogenous administration dfoeked Nucleic Acid (LNA)/DNA
cooligomer as EGS is capable of converting an amikasistant phenotype to a susceptible one by
an RNAse P mediated mechanism. These results sutiggsgene siencing using LNA/DNA
cooligomers might be useful to prolong the use of armka

Keywords:

Plasmids, transposons, integrons, amikacin, INV11ETMRNA, aac(6’)-1b, RNAse P, LNA, EGS,
antisense technologies, Vibrio cholerae, Klebsgtiaunoniae
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CAPITULO 1

Introduccion



1. Antibioticos: de una panacea a nuevos desafios.

La historia de los quimioterapéuticos nace a principios dé&l pasado cuando el cientifico
aleman Paul Erlich desarrolla el concepto de “toxicidad selectiva”. Buscd substancias
guimicas que fueran toxicas para microorganismos pero nogsacalulas animales. Estos
compuestos fueron bautizados “balas magicas” y tuvieron éxito para tratar algunas
enfermedades como la sifilis. Sin embargo, los primeros antindgaadbde amplio espectro
fueron hallados recién en 1930 por Domagk quien descubritulias,sinhibidores de la
sintesis del acido folico. Por este descubrimiento rézieirpremio Nobel. En 1928, Sir

Alexander Fleming descubre que la penicilina, era capaz de liaéloescos. Sin embargo,

1000 . no fue hasta 1940 que Howard Florey y sus
a0 | colaboradores demostraron que la penicilina
00| podia ser empleada en el tratamiento de

enfermedades. Desarrollaron entonces su

produccibn en masa. Su ensayo en

o e w0 e e humanos demostré la gran eficacia de la
Afio

penicilina en el tratamiento contra
Figura 1.1: Impacto de los antimicrobianos en la
demografia humana en los EEUU. Tasa de

mortalidad por enfermedades infecciosas c{ estreptococos. Asi comenzd el uso del
100.000 habitantes a lo largo del siglo XX. {

sefialan con flechas el comienzo del empleo

antimicrobianos de amplio espectro (Modificado Segunda Guerra Mundial. Este desarrollo
Armstrong,GL 1999).

estafilococos, pneumococos y

primer antibidtico, que fue clave en la

también fue merecedor del Premio Nobel

En 1944 se descubrid la estreptomicina, el primer antibiotic tpatar una enfermedad que
hasta entonces causaba gran mortalidad y panico: la tubésculéste descubrimiento
también recibié el Premio Nobel. Estos fueron sélo los primesasspie uno de los grandes
descubrimientos de la medicina. A lo largo del siglo pasadoantibioticos permitieron

disminuir dramaticamente la mortalidad por enfermedades ciofss a nivel mundial,

dejando éstas de ser una amenaza (Armstrong 1999). Se rewektriaigura 1.1 el impacto
de estos descubrimientos en la tasa de mortalidad por enfeeseidecciosas. Sibien los
datos mostrados pertenecen a EEUU, sus resultados seguraneelata pxtrapolarse al resto

del mundo.
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A pesar de este éxito inicial, en las siguientes décadas sada vez con mayor frecuencia
la aparicion en la clinica de infecciones que no respordlitratamiento (Clatworthy et al.
2007; Alekshun & Stuart B Levy 2007; Aminov 2009; Julian Davies &R 1972; Julian
Davies 1994). Se observo la emergencia de cepas primero resistegesnlltirresistentes
e incluso panresistentes (es decir, resistentes a todostilmétos y por tanto sin opciones
de tratamiento) no sélo en la clinica sino también en la coanificischbach & C. T. Walsh
2009). De hecho, no sélo existen bacterias que resisten todastib®ticos empleados,
sino que estudios recientes muestran que Streptomycesmbéentes virgenes portan
resistencia a al menos siete antibidticos, llegando aewelir a veintiin compuestos

diferentes, incluso aquellos jamas empleados en la cl{itid@osta et al. 2006). Esto quiere

decir que el acervo génico

A . .
1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 A amb Ie ntal garantlza |a
1 I | | [ | i 1 | . . . .
~€—— Sin innovacion —-p= [ X emergenC|a de I‘ESIStenCIaS a
Quinolonas, Streptograminas Mutilinas o i
Gloopiptdes A nuevos antibioticos poco
Macrélidos e ,
rrem— después de que se lancen en la
Cioranfenicol, Tetraciclinas L.
clinica.
| Sutas__|
r La amplia e indiscriminada
b 0l gAMb utilizacidon de los antibibticos,
Cloranfenicol Vancomicina
~ Steptomycina | meicna es una fuerte presion de
Sn.‘rlncxn:mac Erythromycina ‘ Cefalosporinas . I;ap!omyr.ma
/X | Sty | seleccion que ha dirigido la
1930 1935 1940 1945 1950 1955 1960 1065 1970 1975 1980 1985 1990 1895 2000 2005 .,
=T ] I I | evolucion de los
Sulfonamidas ?\uranfw;lwl Ampicilina Vam‘:omicma Linezolid ) ) )
Strapromycma Erythromycina Dapmmlycma mlcroo rgan IS mos (Palu mb |
Tetraciclina  Metilcllina
Fecha en que se observa resistencia e 2001) La aparICan de Cepas
_ _ _ resistentes desencadeno el inicio
Figura 1.2: H problema de la resistencia(A) Brecha en el
descubrimiento de nuevas clases de antibidticoedifimado de| de una carrera entre
Fischbach et al 2009B) Linea temporal donde se muestra I
. L : - descubrimiento de  nuevos
empleo clinico de un antibiético (arriba) y la facthe aparicion dg
resistencia (abajo) (modificado de Clatworthy eR8l07). compuestos antimicrobianos y

el surgimiento de organismos que los toleran. Carrergpguahora la humanidad parece
estar perdiendo (Alekshun & Stuart B Levy 2007). Esta necesidaduevas drogas
antibacterianas, ha sido paliada mediante la modificaciomicpuide antibidticos ya
existentes. Es decir, se fue manteniendo la base estrudauréls compuestos y se
modificaron los sustituyentes a fin de evitar la resiséergacteriana, aumentar su
permeabilidad, etc. (Fischbach & C. T. Walsh 2009). Por dgng modificacién de la
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penicilina G (penicilina de primera generacion) dio lugar an@xicilina (penicilina de
segunda generacion), o como veremos en detalle mas adedantesta Tesis, una
modificacion quimica de la kanamicina dio lugar a la anmlkadAk). Si bien, esta
estrategia es efectiva en el corto plazo no sera suskestael tempo. Entre los afios 1962
y 2000 no se descubrierd ningun tipos nuevos de antibidtico, es decir que pasdios i a
grandes innovaciones que permitieran tener una estragegiantable para combatir las
infecciones (Figura 1.2A). Al mismo tiempo, la aparicion déstescias es cada vez mas
rapida (Figura 1.2B) (Fischbach & C. T. Walsh 2009; Clatwortlel.e2007; Falconer & E.
D. Brown 2009). La falta de innovacion en el disefio de nuentisioticos se debe a varios
factores que desalientan la inversion privada para el désate antimicrobianos. Por un
lado, los antibidticos se usan en poca cantidad y duranteponas semanas respecto de
otras drogas, como por ejemplo aquellas contra enfermedade&asfoque pueden
emplearse durante afios o incluso décadas. Ademds, una sebigdos pueden ser
guardados como drogas de reserva que se empleran séds@anextremos disminuyendo
adn mas su consumo. Por otro lado, una vez que comienza Rpidsonente generan la
emergencia de resistencias (Fischbach & C. T. Walsh 20@8Y0 ha conducido a una
alarmante falta de interés por parte del sector privado. niassiones se dedican a otras
drogas o productos cosméticos de mayor rédito independiemiieohe la urgencia sanitaria

de este problema.

En este contexto, y como consecuencia del aumento de la resigténéidta de opciones de
tratamiento, nuevas amenazas aparecen con gran frecearaielinica aumentando la tasa
de mortalidad de los pacientes y los costos de tratamientastdies, por mayores
complicaciones y prolongaciones en las internacionEs primer lugar, Staphylococcus
aureus resistente a meticilina y a vancomicina (MRSA y VR&A3& grandes problemas en
hospitales. Para peor, en los Ultimos afios se observa urentadmcuencia de infecciones
de MRSA adquiridas en la comunidad (Rice 2009). A pesar de su relatioa freeniencia,
en la actualidad es muy preocupante la aparicion de cepasm @Gegativas multi o
panresistentes de Acinetobacter baumanii, Escherichia cadbsi€lla pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa (Taubes 2008; Fischbach & C. T. Walsh 2009; Rice 2009;
Alekshun & Stuart B Levy 2007). Siendo que la mayor preocupacion altelalé drogas la
ha generado MRSA, existen muy pocos desarrollos de nuevoscd&antra estos
microorganismos, lo cual complica aun mas la situaci@uligs 2008). Por ultimo, otra

causa de gran preocupacion a nivel mundial es el resardonide la Mycobacterium
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tuberculosis multirresistente y de resistencia extendida. tuberculosis mutirresistente
requiere hasta dos afios de tratamiento con fuertes esectosdarios mientras que la cepa
de resistencia extendida a menudo es fatal (Fischbach & @lalsh 2009; Alekshun &
Stuart B Levy 2007).

La rapida aparicion y dispersibn de fenotipos de resisteaciantibioticos en cepas
bacterianas ha generado interés en entender los mecanisrétisagebasicos que permiten a

las bacterias semejante adaptabilidad.

2. Mecanismos de resistencia a antibiéticos.

Si bien algunos microorganismos pueden ser naturalmenséergss a los antimicrobianos,
otros son capaces de adquirir horizontalmente esta cdséicte o bien desarrollarla por
mutacion. En particular, el empleo de antibioticos erlitaca y otras actividades como por
ejemplo el uso de bajas dosis para aumentar los rindess ganaderia, ha generado la

Existen varios mecanismos

inevitable aparicion de cepas resistentes a los antibgti
Q

antibidticos

T

fisioldgicos por los cuales
las bacterias pierden la
susceptibilidad a los

compuestos
quimioterapéuticos

(Hiroshi Nikaido 2009; G.

|

Degradacién

y« enzimitica
Q @"‘*’*’"ﬂ‘*’m/o Wright 2003). Todos ellos
_79 = se basan en el impedimento

Q
de

antibiético-sitio blanco y se

la interaccion

Figura 1.3: Mecanismos de resistencia a antibidticos en biaste
Esquema general de las diferentes estrategias gsorcliales los

microorganismos evaden la accion de los antimiamods. Se muestra
la permeabilidad reducida, el eflujo, la modifidatidel sitio blanco y I
modificacion  enzimatica del antibidético. (Modificad de
http ://www.scqg.ubc.ca/wp-content/uploads/2006/08 /antibiotresist.gif)

a. Impedimento de la llegada al sitio blanco.

esquematizan en la Figura
1.3.

En primer lugar, los microorganismos pueden perder permeabilidachatimgcrobianos, de

modo tal que el compuesto no pueda alcanzar el blanco (H Nikaido 199d)eldPaente, se

puede llegar a esta misma situacién si la bacteria gaz caxpulsar el antibidtico de su
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citoplasma. Esto tipicamente ocurre mediante la expresisobreexpresion de bombas de
eflujo (X.-Z. Li & Hiroshi Nikaido 2004). De este modo, aunqueoghpuesto sigue siendo

toxico, no es capaz de alcanzar el sitio de accion.

Estos dos mecanismos producen tipicamente resistencia onbdja a una amplia variedad
de compuestos. En el caso de la impermeabilidad, por la s@idpo quimica de la
membrana y/o pared celular refractaria a varios compuestos| &aso de los sistemas de
eflujo la resistencia simultdnea a varios compuestodebe a que las bombas tienen una
especificidad de sustrato relativamente baja (Hiroshi Nak&009; X.-Z. Li & Hiroshi
Nikaido 2004; H Nikaido 1994).

b. Modificacion del sitio blanco.

Otro mecanismo de resistencia es la modificacion del siticblpor mutacion. Por ejemplo
la resistencia a fluorquinolonas, que funcionan por inidbide la ADN topoisomerasa, se
da muchas veces por cambios especificos en la secuencia dplegeodifica para la enzima

(gyrA). De esta manera se hace imposible el reconocimieigoedeima por el antibiético.

La resistencia a antibidticos como consecuencia de laficamddn del sitio blanco, al
generarse por mutaciones, tiene la particularidad de exparngar proliferacion clonal
siendo la dispersion por transferencia horizontal muy. raEato se debe a que a que la
eventual adquisicion del gen mutante no generaria umsemnasa completa debido a la
presencia del gen silvestre que confiere cierta susdefad al antibidtico (Hiroshi Nikaido
2009).

c. Madificacién del antibi6tico.

Las bacterias también pueden perder sensibilidad a unaplvogagradacion de la misma o
por su modificacibn enzimatica. El primer caso se da pomaszéspecificas que destruyen
la estructura quimica del antibiéd. Un ejemplo conocido es la resistencia a f-lactamicos
dados por las B-lactamasas. Vale destacar en particular a las B-lactamasas de espectro
expandido de la familia CTX-M capaces de degradar cefalosmode tercera generacion,
que en la actualidad estan causando grandes problemascénida debido a su gran
dispersion por transferencia horizontal (Rice 2009; Hirbskaido 2009; Rafael Canton &
Coque 2006).
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La resistencia a un antibiotico en particular también puede darsae pawdsicacion quimica
en el citoplasma bacteriano. De este modo, si bientilicico no es destruido, pierde
especificidad por el sitio blanco perdiéndose o disminuyendo aatente su actividad
antimicrobiana. La modificacion quimica de los antibiéticodssenuy frecuentemente en el
caso de bacterias resistentes a los aminoglicésidos (Adsnedanismo mas frecuente en
este grupo de antibioticos es la modificacion por acdlimdosforilacion o adenilacion del
antimicrobiano. Un ejemplo es la aminoglicosido acetil transferasa en 6’ Ib (AAC(6°)-1b)
gue pasaremos a tratar en mas detalle en la proximadmseccTanto las enzimas
modificadoras como aquellas que degradan los antibidtinedem estar codificadas en el

cromosoma bacteriano pero mas frecuentemente se adquieren derdraig horizontal.
d. Aminoglucésidos y enzimas modificadoras: el caso de AAC(6°)-1b.

Los Ags son un grupo de moléculas naturales o semisintétcaaccion antimicrobiana. El

primer aminoglicésido descubierto fue la estreptomicinal@d por Shatz y Waksman

aislado de Streptomyces sp. Su

i
O, - .
“‘2{%" b HOﬁi\ estructura consiste en un anillo de
%0

.
3 NHp\ _HN

m““z OmNHZ . .
i P o LT aminociclitol que puede  ser
Hom " NH,
e g M m © oH sy . .
e o estreptidina o 2-deoxiestreptamina y
Paromomycina Tobamycina
dos o mas aminoazucares unidos al
2 NHz , . .
HO&i\ R nacleo (Figura 1.4). Posteriormente,
RO zr Ha H HO OH "N . .
A LA de la misma fuente se aislaron otros
- HY o chib . , . -
%%on o=t aminoglucosidos como la neomicina,

. H
Amikacina e kanamycina A 2

la kanamicina y la tobramicina. Otros
. . | compuestos pertenecientes a la misma
Figura 1.4: Estructura general de algunos aminoglicésid
Vale destacar la similitud entre la amikacinakdaamicina| familia son la gentamicina, la
y la tobamicina. La gran diferencia de la primesm le
sustitucion mediante acetilacion del grupo amina Ge la
deoxiestreptamina con la cadena lateral k(@minoo- | amikacina, estos dos Ultimos de
hidroxibutirilo. Esto hace a la Ak refractario a chas de
las enzimas inactivantes (Modificado de Kotra é2@00).

sisomicina, la netilmicina y la

origen semisintético (Vakulenko &
Mobashery 2003). Los

aminoglcosidos son los antbiéticos mas usados después d@-lmsamicos y las

tetraciclinas. En algunos casos son los de mayor efectividad topeate, la tularemia y la
brucelosis. A veces son usados en combinacidnpetaetamicos contra bacterias Gram

positivas (Vakulenko & Mobashery 2003). Dentro de esta familia mdibi@icos, la
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amikacina (AK) resulta de particular interés debido a quesswuctura es refractaria a la
mayoria de las enzimas modificadoras que confieren a las bactsistencia a los Ags. En
su estructura, la acetilaciéon del grupo amino C-1 de kxigsteeptamina con la cadena
lateral L(-)-gama-amine=-hidroxibutirilo. impide a las enzimas acceder a los sys&iites

gue habitualmente son modificados (Figura 1.4).

Ademas de su amplio espectro, los aminoglucésidos poseen algunasiguiepique los
hacen muy convenientes como agentes antimicrobianos. &danabactericida es
dependiente en mayor medida de la concentracion adraddstjue de la duracién de la
exposicion o el tamafio del indculo bacteriano. Ademas, muestranctongdst-antibiotico,
es decir, que continta teniendo efecto antibiético por un tiempa@wando se lo retira del
medio de cultivo. También se ha reportado un efecto sinérgico tibidsos que afectan la

sintesis de la pared bacteriana como flelctamicos y la vancomicina (Vakulenko &

Mobashery 2003).
A ARRE ')-APH(2") ., .. .
i o La accion  antimicrobiana de  los
ANT@)—=HO =01 |
Apms-i;mmg‘?5’;(\')‘,“,-;%(,) aminoglucésidos se da principalmente por su
N A . . _
e ) capacidad de unirse a ARNs bacterianos y en

|
AAC(3")

particular a la subunidad 30s del ribosoma (M

B )
n?.oi%mz HA AAC(B) ”Om;ﬂ% E TOImaSky 2000’ Vaku|enk0 & MObaShery
H Ty b g iy § :;5 NH,
o ;“ o T R 5 2003; Kotra et al. 2000; Houghton et al. 2010) .

kanamycina A oH Inactivada OH

Este efecto es producto de la naturaleza

Fgura  1.5: Enzimas modificadoras d| policationica de los aminoazlcares en solucion
aminoglicésidos.(A) Sitios que pueden s¢ » )
sustrato de las diferentes enzimas modificadd Y tambiénde la capacidad de formar puentes de
de aminoglicésidos que generan resistencial
bacterias. (modificado de Houghton et al 20]
(B) Detalle de la actividad de un manera que pueden unirse con alta afinidad al
aminoglicdsido acetil tranferasa en 6. La o )

enzima AAC(6°)-1b resulta de interés porque ¢ stio A del ARNr 16s (KOtra et al 2000;
capaz de modificar la Ak, un antibiéticc Houghton et al. 2010). Esta interaccion genera
semisintético refractario a la mayoria de |
modificaciones enzimaticas (modificado ¢

Vakulenko & Mobashery, 2003). consiguiente aumento de la tasa de errores

hidrégeno con los acidos nucleicos, de tal

fallas en el reconocimiento ARNmM-ARNt y el

durante la traduccion. Por consiguiente, se generan pgptidocados y proteinas no

funcionales que finalmente llevan a la muerte celulau@fion et al. 2010).

El mecanismo de resistencia a Ags mas importante degulentl de vista clinico es la
modificacion enzimatica de los grupos amino o hidroxilo Fagl.5A). Estos cambios

producen la pérdida de interaccion con el ARNr 16S (G. Wright 20@Rulenko &
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Mobashery 2003). Se conocen mas de 50 tipos de enzimas modifcaldoAgs que se
agrupan en tres principales grupos: las aminoglicosido fosfsferasas (APHS), las
aminoglicésido acetil-transferasas (AACs) y las amiodgido nucleotidil-transferasas
(ANTs) (Houghton et al. 2010). A su vez, dentro de cada clase se agrupapde adgitio
del antibiotico donde se produce la modificacion (que Searentre paréntesis en la Figura
1.5A). Elfenotipo de resistencia que confiere la enzima se intBddante nimeros romanos
seguido de una letra para designar las diferentes enzimasl caismo fenotipo (Figura
1.5A). Cada una de ellas sera producto de un gen particulageelae suele llamar con el
mismo nombre que a la enzima (Vanhoof et al. 1998; Vakulenko okakhery 2003).
Ademas, se han descripto enzimas bifuncionales producto de ladasgemes que codifican
para enzimas con distinta actividad, como por ejemplo EC@A-le-APH(2”)-2 que
confiere resistencia a practicamente todos los aminogluco@idésilenko & Mobashery.
2003).

Las APHs utilizan ATP como sustrato a partir del cudiasesfiere un fosfato a un hidroxilo
del Ag. Existen siete clases distintas de fosfotrarsdsrantre las cuales las mas relevantes
clinicamente son las APH(3"). A su vez hay sieteesla8PH(3")-1 a APH(3")-VII. La alta
frecuencia de la presencia de APH(3')-1 y otras enzimassdamientos clinicos han sido la

causa de que la kanamicina haya caido en desuso (Vakulenko & Mobashery 2003)

Las ANTs emplean nucledtidos trifosfato (ATP y GTP setienzima) como sustrato
transfieriendo a continuacién el nucledsido al antibidticdugar del fosfato (Shakya & G.
D. Wright 2010).

Las AACs requieren como sustrato acetil-CoA como dadora#gil@aque transfieren a las
posiciones 1, 3, 2° o 6  del antibiético (Figura 1.5B). Las AAC&N de particular
importancia dado el amplio espectro de su substratos y paiasitealiencia en aislamientos
clinicos resistentes. Las AACs del tipo | producen resistencia ldamicina, netilmicina,
kanamicina, isepamicina, dibekcina y sisomicina. Pese a @&danha de enzimas AACs
descriptas, las AAC(6')- junto con las ANT(2”) son las que producen la mayoria de los
casos de resistencia en bacterias Gram negativas. Beldasdeariantes de AAC(6°)-1, la de
mayor relevancia clinica es la AAC(6")-Ib codificada porgeh aac(6')b ya que se
encuentra en el 70% de los aislamientos de enterobacteniasnqoerfil de resistencia del
tipo de las enzimas AAC(61)-(Vakulenko & Mobashery 2003). Una variante de la
AAC(6’)-Ib, codificada poraac(6’)-lbe;, que posee dos mutaciones puntuales demostro

también ser capaz de acetilar quinolonas. Esta varésnia primera enzima modificadora
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gue puede inactivar dos antibidticos de familias totaenetiferentes simultdneamente
(Robicsek et al. 2006).

La localizacion genética de los elementos que codifftamra éstas y otras enzimas de
resistencia a antibidticos puede ser cromosomicasonidica. A su vez, pueden estar 0 no
asociados a transposones 0 a integrones. Estas catieeterissultan de suma importancia
ya que la localizacion y la asociacion a estructgeseticas particulares pueden facilitar en

gran medida su diseminacion y transferencia a difergnip®s de microorganismos.

3. Mecanismos de dispersion de genes de resistencia a antibioticos.

Plantear cdmo se dispersan los genes de resistenciamacrniiianos lleva implicita la
pregunta sobre el origen de los mismos. En un principio se gaesk diversidad genética
presente en grandes poblaciones bacterianas debido a mesaal@zar era responsable de
la amplia variedad de fenotipos resistentes emergentes.esteemodo la aparicion de
resistencia a antibidticos se deberia a la mera egpansibnal de los fenotipos
seleccionados. Hoy se sabe que el panorama es mas complejoJaya xpansion de clones
resistentes que emergen con una frecuencia del@®, no puede explicar la velocidad de
aparicion de resistencias. Sin embargo, la mutacion desgatrinsecos es importante en
algunos casos. Por ejemplo, la expansion clonal tiene umpmrtante en el caso de
infecciones cronicas donde ademas intervienen fendmenos daendtipeion somatica (Cirz
et al. 2005). De hecho se ha demostrado recientemente que exigtarucantidad de genes
gque son capaces de generar resistencia a antibiétises alutados, constituyendo todo un
reservorio de resistencias (Breidenstein et al. 2008; Tanale 2008; Fajardo et al. 2008).
Pese a todo esto, hoy en dia se sabe que en realidad dssdgeresistencia a antibibticos
observados en la clinica son muy antiguos y poseen un origeitépodifdistinto al de los

linajes de cepas patégenas (Aminov 2009).

Por un lado, resulta I6gico que muchos de los genes de mesiséeantibiticos provengan
de organismos que los producen, como por ejemplo Streptomycessringsie tienen un
origen muy diferente al de las bacterias patdgenas.efolse observa que los antibiéticos
de gran pureza producidos para uso clinico o de investigpogeen contaminacion con
ADN de los microorganismos productores de los mismos (Amind¥akkie 2007). Esta
contaminacion podria originar parte de las resistencias squebservan en la clinica.

También se sabe que dos grupos de B-lactamasas, las serfirlactamasas y las metafe-
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lactamasas, son muy antiguas y divergieron hace mas de 2@)& snde afios, muchisimo
antes del uso de los antibidticos (Garau et al. 2005; B. G.&H&8arlow 2004). Otro
ejemplo interesante de ello son los determinantes deiddemsa a quinolonas. Cuando se
comienza el uso clinico del acido nalidixico en 1962, al seanpamte sintético (Andriole
2005), se pesaba que las bacterias se mantendrian susceptibles. Luego en los ‘70s
aparecieron cepas resistentes y finalmente microorganisarosesistencias transferibles
(Gay et al. 2006). Mas adelante se descubre que las quisialonaran en verdad drogas
sintéticas solamente. Existian quinolonas naturalesl emecanismo de censado de qudérum
de Pseudomonas (Pesci et al. 1999). Pseudomonas aeruginosa produce 55 compuestos
similares a las quinolonas que, entre otras cosas (Déb&iggle 2008), tienen un efecto
inhibidor del crecimiento en organismos gran positivos (Cia@nBassler 2006). Se piensa
ahora que los antibidticos en general podrian ser molédalaealizacion en ambientes
naturales y se ha comenzando a explorar sus efectadddisos a concentraciones
subinhibitorias del crecimiento del microorganismo (Aminov 2008n et al. 2007).
Resumiendo, los genes de resistencia son preexistenteso atleusntibidticos, son
sumamente antiguos y su origen es ademas variado y respoadenarine diversidad

metabdlica de los microorganismos.

La variedad de mecanismos de resistencia preexistentesxpolaicion de antibidticos en el
ambiente es enorme (Julian Davies 19%4)ha llamado a este acervo genético “resistoma”
(D’Costa et al. 2006). Muchas revisiones hacen hincapié epdatancia de caracterizar y
entender este pool genético (Aminov 2009; Martinez 2009a; Martinez 2009b; fQan®
Allen et al. 2010) La existencia de este enorme “resistoma” en el ambiente conduce a
preguntarse como estos genes que confieren toleranciaatimgcrobianos pueden llegar a
las bacterias patégenas. La respuesta a esto sordasiemos de transferencia horizontal
de genes (THG).

19



La inagotable fuente de variabilidad genética aun eneartds pristinos (Stokes et al. 2001)
y la THG en un contexto de fuerte presién de seleccioraptibidticos explican mucho

mejor la rapida diseminacion de genes de resistencidaquera expansion clonal de cepas
minoritarias seleccionadas a partir mutantes espontaneasemBargo, aln existe poco

trabajo hecho y muchisimo por hacer para entender los mecamem&sos de emergencia
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Figura 1.6: Mecanismos de dispersion a nivel celular de geteesesistencia a antibioticos (BbLa
transformacién es la incorporacion de ADN desnudcarfeo desde el exterior de la célula.
transduccion es la incorporacion al citoplas malaelde ADN exdgeno desde un fago que lo inyecta.
conjugacion es la entrada de ADN de elementos gaiijos mediante un canal especifico, el canal
conjugacion, desde el citoplasma de otra bactét@a los tres casos, en caso de que el ADN ingoesa
sea un replicén, debe ser integrado al genoma med&ventos de recombinacion generalizada o s
especifica.

ambiental de genes de resistencia a antibidticos. Existeast@nologias de secuenciacion

gue, en un marco conceptual metagenémico, nos permiticmept y responder las
preguntas adecuadas para entender el origen, la selecciémsiftepeia, la dinamamica
poblacional y evolutiva, etc. de los genes de resistencia i@iotinbs presentes en el

ambiente y su pasaje al ambiente antropico.
a. Dispersion de genes de resistencia a antimicrobianos a nivel cefula

Por todo lo explicado en las secciones anteriores, es muy angorentender los
mecanismos por los cuales los genes de resistencia puedeamsteridos de una bacteria a
otra, es decir los mecanismos de dispersion a nivel celular durdlitt&la Clasicamente, se

conocen tres mecanismos que permiten el pasaje de genesadeélula a otra: la
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transformacién, la transduccidon y la conjugacion. Uguemsa general de estos tres

mecanismos se muestra en la Figura 1.6.

La transformacion es la incorporacion de ADN desnudo debdeeéio extracelular al
citoplasma bacteriano. Se llama competencia a laccua de llevar a cabo la
transformacion. Si bien puede ser inducida artlfidnte en el laboratorio como
herramienta de biologia molecular, la competencia esrgiemente un fendbmeno natural,
identificado en al menos 40 estirpes bacterianas de ofilgganético diferente. Existen
varios modelos bacterianos en los que se la ha estudiagoo®indidad y caracterizado
como un estadio fisioldégico transitorio regulado por sefiale® @mensado de quérum vy el
hambreado celular (I. Chen & David Dubnau 2004). En particulaBaeillus subtilis ha
sido caracterizada detalladamente. Se cree que esteopmods haber surgido para
aprovechar el abundante ADN en el medio externo i) comoefulnicarbono, nitrégeno y
fésforo, ii) como molde para la reparacién del ADN y/o @@mo fuente de diversidad
genética (I. Chen & David Dubnau 2004). Este dltimo casd ggeemas hace al interés de
esta Tesis, sin embargo hasta donde se sabe practicamesgeha observado (0 no se ha
podido observar) en la clinica. Histéricamente, el intemésl @studio de la transformacion
se guié mas por motivos de investigacion basica en fisiolgiteriana (D Dubnau 1991).
Sin embargo, la conjugacion de plasmidos y su incorporaciotigg@formacion podria ser
indistinguible a efectos préacticos en la naturaleza. dgamplo, Acinetobacter baumanii
A118 es capaz de incorporar ADN plasmidico desnudo por transformacidelativame nte

buena eficiencia (Ramirez et al. 2010).

La transduccion es el proceso por el cual el ADN de ucdeba puede pasar a otra
empleando un fago como intermediario. Esto ocurre durante esprdeeensamblado de un
virus antes de la lisis bacteriana si, accidentalmente,capside fagica empaqueta ADN
cromosémico de la bacteria en lugar del ADN del fago. Por otro laddfiagjoepreviamente
a la lisis se integré a un sitio especifico del genomeelkiaob, puede empaquetarse ADN
bacteriano junto al del virus. Siese fago, defectivo o nectamfuna segunda bacteria, ésta
incorporara el ADN de la primera. Existen pocos casos en los que se pueldaaveente la
propagacion de genes de resistencia a antibiéticos mediadaonpfargo. Uno de estos
ejemplos es el fago de tipo DT104 de S. enteritica serovanimypium DT104 que aloja
genes de resistencia a tetraciclinas, florfenicil y B-lactamicos (Lan et al. 2009; Witte 2004).
En general, la transduccién se ha visto mas frecuentemadacionada con la adquisicion de

genes de virulencia.
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Tanto en la transformacion como la transduccion, el Adoljuirido, aunque contenga los
genes apropiados no bastan por si mismos para la adqudéciom fenotipo. EI material
genético ingresado al citoplasma debe ser capaz de incorpararseeplicon estable. Por
ello resultan fundamentales, tras la adquisicién del ADN gsax de recombinacién que lo
incorporen al genoma para su expresion (0 mecanismos de dispersiéhraatgcular como

veremos mas adelante). Esta puede ser una razon por la cogjugacion sea el medio de
dispersién por excelencia de los genes de resistencia a acob@tnivel celular (D Mazel &

J Davies 1999). Por ello sera tratada en un inciso aparte.
b. La conjugacion en la dispersion a nivel celular.

La conjugacion es el proceso por el cual el ADN es teaidsf directamente desde un
citoplasma bacteriano a otro. La transferencia del ADN dzsia a nivel molecular por la
generacion de un canal ad hoc. La molécula transferiderajenente es un plasmido (ver
mas adelante), pero existen otros elementos conjugativos osrideimentos Integrativos y
Conjugativos (ICE) que veremos en otra seccién debido e&quese caso la dispersion a

nivel molecular y celular ocurren al mismo tiempo.

Nada puso tan de manifiesto la THG como la aparicion deaddsrés R. En Japdn durante
la década de 1950 la mutirresistencia comenz6 a expandidam@gmte. Esta propagacion
primero ocurrié dentro de este pais (Nakaya et al. 1960) y luegpaedéx a escala global.
Los investigadores clinicos observaban la aparicion de cepaglconismo patron de
multirresistencia con muy alta frecuencia. Dedujentonces que era mucho mas probable
gue este mismo patrdén de resistencias fuese transferido desdeioto@sganismos a que se
generara de novo una y otra vez. Se los llamé entoncesefad® Luego se pudo
caracterizar que se trataba de unidades genéticas plitatieas, independientes del
cromosoma. Podian ademas ser transferidas por conjugacioro déat la familia
Enterobacteriaceae. Se los llamd plasmidos (Julian D& iBswnd 1972; Julian Davies
1994; Hiroshi Nikaido 2009; Ochman et al. 2000). Estos fueron los primeros indieites
de THG en el Dominio Bacteria. Los plasmidos pareciagrtan rol protagonico en este
proceso y hoy en dia son un tema de investigacién con vidda pgopel campo de la

microbiologia.

i. Los plasmidos como agentes de dispersion de genes a nivel celular.
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Hoy se sabe que los plasmidos no son un fendmeno limitada esistencia a
antimicrobianos. La informacién genética de las bactedasnas de estar codificada en el
cromosoma bacteriano, puede estar situada en moléculas de ADbdfiasceSe diferencia a
los plasmidos de cromosomas bacterianos por la ausengeangs vitales. Es decir, que
alojan funciones no esenciales y su eliminacion nota$ l&stas funciones accesorias les
permiten tener ventajas adaptativas en circunstanciagytames como pueden ser la
capacidad de aprovechar alguna fuente de carbono particular ericarkistencia a
sustancias téxicas. De este modo pueden colonizar nueNms icologicos. Como se dijo
antes, a fines de los afios 50 se aislaron en Japon los primsroglpsgque se conocieron a
partir de cepas de ShigelaE. coli resistentes a multiples antibidticos (Nakaya et al. 1960).
Se designaron plasmidos R por su capacidad de conferir nulltipdastencias. Luego
aparecieron muchos otros, como por ejemplo el plasmidie Bgrobacterium tumefaciens
llamado de esa manera por su capacidad de inducir tumoreargasp Se denominaron

cripticos a aquellos plasmidos de funcién desconocida.

En general, los plasmidos son moléculas de ADN circulaneadas que pueden duplicarse
independientemente del cromosoma ya que poseen su propio sitio de oleyespdieacion.
En muchos casos, gran parte de las proteinas necesadassfm proceso son de origen
cromosomico. Los plasmidos pueden tener desde algunos milasdattnares de miles de
pares de bases. A su vez, pueden estar en alto o bajo nimeapiae por célula.
Generalmente los plasmidos de mayor tamafio poseen un menoro ndeneopias y
viceversa. Asimismo, cada microorganismo puede alojar aistiigos de plasmidos. Por
ejemplo la bacteria Borrelia burgdorferi posee 20 plasmidosdifes. Hoy en dia no sélo
existen infinidad de ejemplos sino que son una de las hemtas mas usadas en biologia

molecular.

Ahora bien, ¢como es que los plasmidos son capaces de tramsimiriacion genética de
una bacteria a otra? La respuesta se basa en dos propigdpgdiesportantes: la capacidad
de transferencia de una célula a otra y la capacidad de duplicaesgtgnerse establemente

en la célula que lo aloja.
ii. Transferencia de plasmidos.

La capacidad de transferirse reside en un determinante genétiemsferencia, el locusd,
y en genes que permiten la movilizacion, llamados mob incl@dosn locus adyacente al

anterior y una secuencia consenso llamada oriT (por origdmankferencia). Existe cierta
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variabilidad en estos factores, pero se intentara ser abareatiesgo de perder algo de

B— precision. El locus tra codifica para un
S canal por donde pasa el ADN, conocido
como mpf (por_rating mir formation) por

un lado. Los genes mob suelen estar

asociados a este locus. Hoy se sabe que

mpf es un sistema de secrecion de proteinas

/
"ﬁ\/i -

sST4

tipo 1V (SST4) similar al de A. tumefaciens

Plasmido F Plasmido F

y otros patdgenos. Los SST4 se encuentran

ampliamente distribuidos y efectldan

Viejo donante Nuevo portador

diversas funciones: secrecion de proteinas
Figura 1.7 : Esquema general de la conjugacién ) . i
bacteriana ejemplificada con el plasmiddlFLa efectoras en la infeccion de ceélulas

célula donante produce pilua-El pilus se adhiere eucariotas: secrecidon de ADN durante la
atrae a las célula8- El plasmido es cortado en ung ’

de las cadena y una hebra se transfiere a la célul{ conjugacion; liberacion de ADN al medio;
receptora a través de un SSFA mbas células

recircularizan los plasmidos sintetizan la segundg
cadena y producen pili pudiendo ser ambas tanto, los genes mob codifican para una
donantes del plasmido a nuevos receptores. (Ima
modificada dehttp://en.wikipedia.org/wiki/

File:Conjugation.svg) ADN plasmidico en el oriT y se une

incorporacion de ADN a la célula. Mientras

proteina que corta en simple cadena el

covalentemente a su extremo junto a Sus

cofactores (si los hay). Esta proteina de acoplamientarsa kfelaxasa. El conjunto de la
relaxasa y sus cofactores se denomina relaxosoma. sEefesastrato que es exportado a
través del SST4 hacia el citoplasma de la célula receptora (Figuia 1.8\ genes mob son
lo minimo indispensable para que un plasmido pueda ser raolalide una bacteria a otra
siendo que los genes del mpf pueden administrarse es. traEntonces, o minimo
indispensable para que un plasmido pueda ser transferidopessencia de un oriT y los
genes mob. A estos plasmidos se los llama movilizableanddouwun plasmido posee los dos
juegos de genes, el SST4 y los genes mob (es decir todo el conjgeioeddra asociados a
los mob), se los conoce como plasmidos autoconjugativos y son mpoytantes en la
dispersion de genes ya que pueden pasar de una badésasa depender de factores que
codifique el hospedador (G. Schroder & Erich Lanka 2005; Ch26td ; Llosa et al. 2002;
Lujan et al. 2007; Alvarez-Martinez & Christie 2009). Adi@mente, suelen ser muy
importantes factores de adhesiéon como los pili que permiteaconocimiento célula-célula
previo a la conjugacion (Lawley et al. 2003; Cascales &isGiérr2003; Burrows 2005;

Alvarez-Martinez & Christie 2009). En la Figura 1.7 se es@iizende manera general el
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proceso de conjugacion entre bacterias. Sin embargo, vale destacacapjedacion puede

ocurrir entre organismos de diferentes dominios, como dwatceerias y plantas, algas u
hongos. Incluso se sabe que la conjugacion es relativaimecente en Arqueas del reino
de las Crenarcheota (Alvarez-Martinez & Christie 2009). &fjuema de la conjugacion a

nivel molecular y de la estructura del SST4 se muestra Eiglaa 1.8. La manera en que

ocurre este proceso es un tema en el que se

ADN transferido
~

¥ isosone estdn haciendo progresos notables, en

particular por la aplicacion de técnicas de

biologia estructural que permiten obtener
detalles con un nivel de resolucion inédito
(de la Cruz et al. 2010; Alvarez-Martinez &
Christie 2009).

L externa  Liu
TraN/B7
T20/89

iii. Mantenimiento de

Andamio
periplésmico
Traf /810

plas midos.

Se habia enunciado que para que la

Canal
B&/BS/DA/B4/BIY

transferencia de la informacion genética sea

Figura 1.8: Mecanismo de transferencia del ADN| €Xit0sa, en una segunda etapa, tras su
durante la conjugacion mediado por SST4(A) El

plasmido es cortado en simple cadena en su oril
relaxosoma se une covalentemente al exremo d capaces de replicar y mantenerse
hebra de ADN a ser transferida. El relaxoso
interacciona con el SST4 mediante una prote
mediadora y es reconocido como sustrato a expo| Una conjugacion exitosa sin esta propiedad
A medida que el ADN es replicado es secretado
el canal. (modif. de Llosa et al. 20088) Imagen
generada por estudios de crosslinking (izquierdd pérd ida del replicén por lo cual la THG no
crioelectromicroscopia (derecha) mostrando i _
subunidades del SST4. La flecha roja muestrq Se€rla exitosa.
canal de salda del ADN. (modif. de Alvare

Martinez & Chrisitie 2009) 1. Replicacion de plasmidos.

adquisicion, los plasmidos deben ser

establemente en la célula hospedadora.

derivaria en la segura e irremediable

Los plasmidos deben en primer lugar poder replicar dentro délué& hospedadora. Para
ello, requieren de la maquinara de replicacién de la céhdpedadora. Sin embargo, lo
deben hacer de manera controlada y coordinada con el elolarcy ajustar finamente su
namero de copias de modo tal de no ser perjudiciales para etlhdspe De este modo, lo
gue se regula con precision es el inicio de la duplicacjae se da fisicamente en el origen
de replicacion del plasmido (oriV). Se puede definir el axovho: (i) la minima region en

cis que puede mantener la replicacion autbnoma deinmlés (ii) el lugar en donde se

25



separan las hebras del ADN para iniciar el proceso de aeplic o (iii) las bases donde
comienza la sintesis de la cadena lider del ADN (del Solar et al..1B98)iV varia mucho
de acuerdo a cada tipo de plasmido aunque existen cara@sr&iimunes. Casi siempre
adyacente al origen esta presente un gen rep que cquifi@auna proteina iniciadora de la
replicacién (Rep) que interacciona con las secuedeiadDN del origen de replicacion. Su
funcion es ayudar a la separacion de las hebras y/o a recloiaglanaria de replicacion del
ADN (del Solar et al. 1998; Christopher M Thomas 2000). Adensas,ao al oriV suelen

haber secuencias ricas en AT o bien secuencias de unién de iagpoiriaA del hospedador.

Los plasmidos se agrupan en varios grupos de incompatibilidgoh s tipo de oriV que
lleven. Los plasmidos del mismo grupo de incompatibilidad demgor los factores de
iniciacidn de la replicaciéon lo que impide que ambos repdisguedan coexistir en la misma
célula. La capacidad de division de un plasmido depende estalac su oriV y de la

presencia de factores intrinsecos del hospedador que puedastezkon

En lo que concierne a la resistencia a antibioticesyltan de particular interés aquellos que
no sOlo son capaces de replicar y transmitirse en usenanespecie, sino aquellos que
pueden hacerlo entre diferentes grupos de microorganisfestos, se los llama de amplio
rango o plasmidos promiscuos. Esta capacidad suele atribuaspresencia de factores
adicionales importantes para la replicacion del plasrddananera de independizarse de los
factores del hospedador. Por ejemplo, los plasmidos del grupo de atdnlidad IncQ son
de amplio rango y se ha especulado que se debe a que cqalfiaasu propia helicasa y su

propia primasa (Rawlings & Tietze 2001).
2. Estabilizacién del plasmido.

Ademas de replicar, los plasmidos codifican funciones daemaniento en el hospedador.
Los plasmidos generalmente generan una carga metaledliehd hospedador y tienden a
perderse. A su vez, eventos estocasticos como la seigmregasimétrica de los plasmidos en
las células hijas, pueden originar su pérdida. Las funcionesagienimiento entonces
codifican factores que evitan la pérdida del repliconarda una cepa bacteriana pierde un

plasmido, se dice que se cura del mismo.

La evolucion de un plasmido puede basicamente seguir dos caminosradagaltdo nimero
de copias (por encima de la centena de copias) pero un tangi@ipeo bien, un mayor

tamafo (2-10 copias) que le permite codificar para una megmtidad de informacion
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genética a costo de disminuir su nimero de copias (Normain 20089; Christopher M
Thomas 2000; D. Summers 1998). En el caso de los plasmidos de gran tamaéio@aldas
copias deben enfrentar la posibilidad de una distribucio n asiméleilos mismos. A menor
namero de copias aumenta la posibilidad de que, tras la divsidlarc una de las células
hijas no herede ningun plasmido. Generalmente los plasmido®delalero de copias no
tienen este problema. Por encima de las 25 copias, teeclkBe que un plasmido no sea

transmitido después de la division es de 6k{(D.

Dimero Monémeros

Summers 1998). Sin embargo, un plasmido
pequefio, aln en gran numero de copias, puede
terminar generando dimeros por recombinacion

hombloga entre las diferentes copias o por

sitios

Recombinacién en frans problemas topoldgicos durante la divisibn de

sitio especifica

isomeros super enrollados. La generacidn de

sitios en cis

_ y dimeros provoca una rapida propagacidn en los
Figura 1.9: Esquema de resolucion de

mu ltimeros mediante el sistema Xear. mismos. Esto se debe a que un dimero poseen dos
Se muestra a izquierda un dimero, la ling
negra representa el ADN doble cadena
superenrollado. A la derecha se ve la replicar es doble comparada a la de un monémero.
separacion en dimeros con un nivel de
superenrrollamiento menor. El nivel de
superenrrollamiento es clave para que el trimeros, tetrameros, es decir multimeros (que
complejo sinaptico en cis sea mas establ 3 )
que el que ocurre en trans, De esta man{ LENEN tres, cuatro o n chances mas de duplicarse
la reaccion ocurre en un solo sentido.
(modificado de Summers, 1998) .

origenes de replicacién y por lo tanto la chance de

De esta manera, eventualmente se formaran

gue el monomero). Al mantenerse el numero de

origenes de replicacion existe una menor cantidad

de moléculas. Al disminuir el nimero de plasmidos, aumenta lacehde segregacion
asimétrica de plasmidos. En el caso extremo se formaniop multimero que no puede
segregar. A este fendmeno se lo llama la “catastrofe del dimero” (D. Summers 1998). En la
célula existen mecanismos que evitan tanto la segragasitmétrica como la formacion de
dimeros. Estos son sistemas de resolucion de multimens3, (sistemas de particion y
sistemas de adiccion a plasmidos (también llamadosmsisteoxina-antitoxina o sistemas de

muerte post-segregacional).
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Los mrs son sistemas de recombinacion sitio especific®sgn capaces de, por ejemplo,
transformar un dimero en dos mondmeros por intercambioadenas en un sitio de

recombinacidn especifico. Un sistema muy estudiado ssteina Xer-cer de los plasmidos
de la familia ColE1l. EI plasmido aprovecha el sistemaedelucion de los dimeros de
cromosomas bacterianos en su propio beneficio. Este neplxsgee una secuencia llamada
cer, de 240 pb, que es reconocida por XerCD y otras proteinas codificadhsigepedador

gue efectdan el intercambio de las cadenas que finamestelven el dimero (ver Figura
1.9). El mecanismo detallado es sujeto de investigacion (Togatral. 2009) pero esta por

fuera del objeto de esta tesis y ha sido revisado en detalée lg¢eratura (Summers 1998;

Rajeev et al. 2009 y otros). Un
caso interesante que tiene que ver

con la resistencia a antibi6ticos es

el plasmido pJHCMW1, que aloja
al transposon Tn1331. Tnl1331
e d ./ alberga al gen de resistencia

‘ *of o ® . .
( n 3 aac(6’)-Ib. Este plasmido posee
U [ Qe

a’ 18 e® . . ..
un posible sitio de resolucion

= ParB e ParA
g centromero

Figura 1.10: Esquema general de la particion plas midica similar a  cer. Sin - embargo,

mediada por locugar. La proteina ParA se observa migrand| cuando se investigd su capacidad
en masa en la célula (a-c) y luego polimeriza ddaial que
aparta a los pldsmidos uno de otro antes de diseqEara

volver a la oscilacion habitual en el citoplasrRarBse unea| cadenas se descubrid que no era
parS inicialmente y luego extiende el segregosam@naglose
al ADN adyacente. (Modificado de Bouet et al 2007) activo. La capacidad de resolucion

de los multimeros de pJHCMW1

de catalizar el intercambio de

es dependiente de la resolvasa del transposén Tnl331 quelnmenbtea resuelve los
cointegrados (M E Tolmasky et al. 2000). Asi, el transporede fa doble funcion de evitar
la pérdida del replicon y de propagar los genes de res&tancivel molecular (ver mas

adelante).

Los sistemas de particion activa son importantes parar daitherencia asimétrica de
plasmidos siendo estos particularmente importantes en plasmiddsgyrde bajo nimero de
copia. Estos sistemas aseguran la segregacion sandeidos plasmidos por separacion
fisica de los mismos de manera activa (Bouet et al. 200FaF Hayes & Barilla 2006a;

Finbarr Hayes & Barilla 2006b). Los plasmidos que empésia estrategia poseen un

“centromero”, compuesto de dos genes de las familias parAy parB junto con un locus de
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particibn en cis, compuesto por varias repeticiones de unansdgyearS. Como se muestra
en la Figura 1.10, ParB es una proteina de union al locusnpiaras que ParA es una
ATPasa que se une a ParB y recluta a otras unidades de ParA. Estasfarfilamento que
empuja activamente a ambos replicones a sitios opuestlsaddula. Se suele llamar al
complejo ADN-ParA-ParB segregosoma. El ejemplo mejor ddoaes el del plasmido R1
(de la Cueva-Méndez & Pimentel 2007) pero existen otros dgengomo el plasmido
pTP228 donde los genes payfparG son de la misma familia pasAparB y cumplen
funciones homologas (Barilla & Finbarr Hayes 2003; Barilale2007).

Otro sistema importante para evitar la pérdida de plasmsumlodos sistemas de adiccion al
plasmido también conocidos como sistemas toxina-antitoxidia (Estos sistemas generan
la muerte de las células que hayan perdido el plasmidoeRarse valen de dos genes: uno
codifica para una toxina mientras que el otro codifica parantitoxina. La antitoxina tiene

mucha menor estabilidad que la toxina. Si el plasmido se piealgijtaxina rapidamente se

degrada. La célula muere ya que la toxina se mantieri@esptarque ya no esta el replicon
gque produce la antitoxina continuamente. Existen muchogdsafyae discuten el tema en
mas profundidad y el hecho intrigante de que estosnsstese encuentren en maltiples
copias en el cromosoma de varias bacterias ha abidrieis de la comunidad cientifica y

de compafiias farmacoldgicas (Kenn Gerdes et al. 2005).
iv. Los plasmidos y su evolucion.

Se piensa que en su origen, los plasmidos son poco mas dragmento de ADN circular
gque posee un gen rep. Poco a poco, la adquisicibn de mecanisancsrgeolar el nimero
de copias (como el locus cop), sistemas mrs, de particioh facen que los plasmidos se
estabilicen. Al aumentar su tamafio tienden a dismimuirienero de copias de modo de no
generar una carga metabodlica excesiva al hospedador (D. e8sid®08; Christopher M
Thomas 2000; Norman et al. 2009). La Figura 1.11 ilustra esta &mll@ adquisicion
adicional de genes de replicacion permite ampliar el rangosfeetiador. Al mismo tiempo,
el acoplamiento a sistemas de conjugacion ya sea en cis incorporagigtemna de secrecion
tipo IV 0 en trans al emplear una maquinaria preexistents bospedador (productos de
genes de movilizacién) favorecen la propagacion del plasmidoentando también su
tamafio. Sin embargo, dado que estos cambios implican grandes costoficoetglada que
puedan ocurrir, resulta crucial que la incorporacion dickepde genes confieran ventajas

adaptativas a la bacteria que lo aloje (Norman et al. 2009; Ochman et al. 2000)
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Todo lo antedicho se puede esquematizar y

f— A "‘%mrs
‘@1 =~ L resumir en la Figura 1.12. Todo plasmido
G N op T o , ]
Ny y o’ P ¥ esencialmente posee cuatro modulos : i) uno de
” rep 7= N . . ,
R sl adaptacion que aloja genes que confieren
- ,e?’;?g/,,,m ventajas adaptativas, como genes de resistencia
rrep Wi . .
ém a antibioticos, genes que permiten asociaciones
g

simbidticas o explotar una fuente de carbono
trb

particular; ii) uno de replicacion que asegure la
Figura 1.11: Evolucién en el tamafio dd division del replicon; casi siempre son genes
plasmido. Una mayor estabilidad y capacidad rep aunque puede haber otros; ii) uno que
propagarse de manera “egoista” le confiere a un
plasmido una mayor probabilidad de perpetud permita el mantenimiento estable en la célula
en el metagenoma ambiental. La inclusién
estas funciones genera un paulatino aumento

tamafio a lo largo de la evolucion. (Tomado
Thomas 2000)

hospedadora como mrs, TA 0 un segregosoma

; Yy iv) un médulo de propagacion que

codifique para los factores que permiten la

conjugacién, como un oriT y un SST4 (Norman et al. 2009). Estoslosdse agrupan en
clusters de genes de acuerdo a su funcion generando masaiémsciones. El orden de
estos clusters no es importante aunque si su coherateiaai a fin de que cumplan su

funcién. Existen muchos ejemplos donde los mismos “parches de funciones” estdn en varios

ordenes posibles (Christopher M Thomas 2000; Norman
et al 2009). Lo que si es importante para la
supervivencia del plasmido es que siempre existan estos

cuatro tipos de modulos con mayor o menor complejidad.

v. Los plasmidos y la adquisicion de

determinantes de resistencia.

Figura 1.12: Esquema general d¢
las funciones contenidas dentro { Ademas de su trascendencia en la evolucion del linaje
un tipico plasmido conjugativo. Si
muestra en naranja el modul
dedicado a los genes de adaptacil horizontalmente, hemos visto que los plasmidos tienen
en verde los de propagacion, en rc
los que intervienen en la replicacig

y en azul aquellos que codifican l§ resistencia a antimicrobianos. Hoy en dia se sabdaque

funciones de  estabilidad ¢ ., . . . .
plasmido. (Modificado de Normar fransmisién horizontal y vertical de genes de resistencia a

bacteriano y su capacidad de transferir genes lateral y

gran importancia en la propagacion de genes de

et al 2009) antbiéticos en  miembros de la  familia

Enterobacteriaceag Pseudomonas se debe principalmente a grandes plasmidos de amplio

rango de hospedador. De esta manera, genes que confieremiajea s@mo puede ser la
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resistencia a un antimicrobiano

particular,

pueden propaganmsge edistintos

microorganismos dispersandose de este modo las resistenpiamdas. Por lo tanto, es

importante estudiar cOmo es que estos genes llegan aplines plasmidicos. Aqui es

donde cobra muchisima importancia la dispersion a nivelcumalede genes de resistencia.

En la siguiente seccion veremos los mecanismos por losscled determinantes de la

resistencia a antibidticos son capaces de insertarsst@n replicones que finalmente los

dispersaran en las poblaciones bacterianas.

c. Dispersion de genes de resistencia a antimicrobianos a nivel moligu

Anteriormente se discutid el origen diverso de los genes apnfieren resistencia a los

antibioticos. Generalmente no provienen de microorganismogepas, sino que llegan a

ellos por conjugacién. Para que los genes de resistencia agoib ptiedan migrar mediante

conjugacion deben, en primer lugar, poder alcanzar un replicon egtalrigugativo desde el

sitio donde se hallan naturalmente. Por ejemplo se sabe que elaa awmlfica para la -

lactamasa de espectro expandido CTX-M-2 proviene del cromod®ikluyvera ascorbata.

an(’

Integracion y escision
mediada por Intl
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atil at”
T = :
P
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Figura 1.13: Estructura de los integrones. Los
integrones son capaces de integrar y escil
casetes de genes mediante la catalisis de
reaccion de recombinacion sitio especifica entrg
sitio attl rio arriba del gen intl y la secuenci#Ca
(también conocida como 59be). La integrasa (I
incluye en la secuenciade su gen (intl)
promotor R capaz de transcribir la secueng
contenida en los casetes y de esta manera exp
posibles ORFs tomados del metageno
ambiental. (Modificado de Stokes et al 2001)

En algin momento, este gen pas6 a algun
plasmido conjugativo desde donde fue
transferido a bacterias patdgenas de humanos
de aislamientos clinicos (J. Di Conza et al.
2002; Power et al. 2005; S. M. Arduino et al.
2002). Llamaremos a este pasaje de genes de
una molécula de ADN a otra, dispersion a
nivel molecular. Esencialmente depende de
fendbmenos de recombinacion sitio especifica.
En estos eventos son trasladados fragmentos
de ADN de un replicon a otro, o bien, se
incorpora ADN a un plasmido preexistente.
Enesta seccion se describiran brevemente los
integrones, que permiten la incorporacion de

genes en casete a un replicon. Se describiran

también a los elementos ISCR y los transposones.

I. Integrones: coleccionistas de elementos del metagenoma.
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Los integrones son estructuras genéticas capaces de incodeoreanera independiente de
RecA, fragmentos de ADN circular bajo un promotor que perraitexpresion de ORFs
(Didier Mazel 2006). Estan compuestos de i) el gen dentegrasa (intl), de la familia de
las tirosina recombinasas, con su promotor, ii) una se@uele integracion de los casetes
(attl) y iii) un promotor (B) codificado sobre la integrasa en direccion opuesta que pdamite
transcripcion de los genes en casete (ver figura 1.13)inteégrasa codificada permite la
insercion pero también la escisibn de fragmentos de geneasete. Esto se debe a la
capacidad de la enzima de ligar por recombinacion el diic@n una secuencia consenso
presente en el casete llamada attC. Una vez integracisete, el promotor.Rermite la
transcripcién de los ORFs que contiene. La adquisiciandgrimer casete no impide la
integracion de un segundo o un tercero. De hecho, existen en el géadasdacterias de la
familia Vibrionaceae superintegrones con arreglos que Ewlmyas de 100 casetes. Dado
gue la integrasa puede catalizar tanto la incorporaciom cla escision de los genes en
casete, el sistema es muy dinamico y flexible. Si basnirdtegrones en un principio se
descubrieron y caracterizaron en bacterias del amiiiticac asociados a elementos de
movilidad (transposones en plasmidos conjugativos como el Tridl)sdér sabe que son
elementos genéticos, muy antiguos (Rowe-Magnus et al. 2001), aneptea distribuidos
entre lasy- y p-proteobacterias (Didier Mazel 2006), que permiten la adgdisidé una
diversidad enorme de genes en ambientes pristinos (Stoke2@1. La investigacidn de
los integrones cromosGmicos es sumamente interesante y esawedelativa vacancia en la
gue hay muchisimas preguntas que contestar. Se desedlardente lo que es relevante
para esta Tesis, como son los integrones moviles tipitanasociados a la resistencia a
antibidticos.

Originalmente el descubrimiento de los integrones fue prodigtitrabajo pionero de Ruth
M. Hall. A lo largo de los afios ’80 se habian descubierto diversos genes que eran los
determinantes de los fenotipos clinicos de resistenciacaliniEstos determinantes se
hallaban en combinaciones variables y eran frecoentee antecedidos y seguidos de
regiones constantes a las que llamo 5°-CS y 3°-CS (por region conservada en 5’ y en 3’
respectivamente). Encontraron luego que estas dos ammstaiates codificaban un ORF en
sentido opuesto y genes de resistencia a antimicrobianos respectizaA continuacion, se
observo que el ORF en la 5°-CS codificaba para un péptido similar a la ingegrlel fago A.
Posteriormente se demostro la actividad catalitica de la infe(Ba$. Recchia & R M Hall
1995; Ruth M. Hall & Collis 1995). Se los denominé integrones de mudtieeeia (MRI), y
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se clasificaron inicialmente en tres grupos segun la diveiegenda secuencia de la integrasa
gue codifican. Las integrasas tipo 1 y 3 son activastrague la integrasa 2 tiene un
codon stop prematuro en la posicion 179. Si bien estos tresdépidegrones no pueden
movilizarse ni transponerse por si mismos (con la nokdepcion del Tn402, una forma
probablemente ancestral) suelen encontrarse en plagsfomndviles como pladsmidos o
transposones, por lo que se los suele llamar integroneemé®i Conza & Gutkind 2010.;
Liebert et al. 1999; Mazel 2006).

De los tres tipos integrones moviles mencionados, los fidadibs con mayor frecuencia en
aislamientos clinicos multirresistentes son los integrdeeslase 1. Ademas, esta clase de
integrones lleva una gran variedad de casetes ya que s dogo ntrado asociados a mas de
80 genes de resistencia diferentes (J. A. Di Conza & Gauikind 2010; Didier Mazel
2006). Los integrones moviles de clase 1 en general posearregidn conservada en 3°
(3"-CS) los genes qaeH, sull, orf5 y orf6. EIl primero confiere resistencia paraidhs
aminas cuaternarias presentes en antisépticos y desinfectalntes dbl1 otorga resistencia
a sulfonamidas. Las funciones de orf5 y orf6 son desconocidas. Sirgepibamayoria no
presenta esta estructura 3’ en forma completa, sino que generalmente sdlo se encuentra el gen
sull (S Partridge et al. 2001) o incluso puede estar ausamteen el Tn40ZRadstrom et

al. 1994). Esta ukima, seria una forma ancestral ya queatézgones clase 1 parecerian ser

modificaciones de éste por deleciones en un antiguo moédulo de transposicion

Sibien los integrones clase 1 no pueden transponer por si miamposséncia de IRs en sus
extremos, sugiere que podrian transponer si las enzimasaraseles son suministradas en
trans, como sugiere un trabajo de Ruth Hall y colaboradoresidBe, et al. 2002). Sin

embargo, parece mas probable que su movilidad se deba aigjee sstar asociados a

transposones, tipicamente de la familia del Tn21 (Liebert et al).1999
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Figura 1.14:Integrones clase 1 inusuales o complejos: estructurdescritas en Argentina.En cada
esquema se destaca en letra violeta el elementBlI$@e se halla estrechamente asociado a estos
integrones clase 1. ISCR4--By -C corresponden a distintos ejemplos de ISE@&icritos en Argentina,
los que se han asociado con alelos que confiesisteacia a cefotaxima, a trimetoprima y a cipredina

, respectivamente. El integrén esquematizado eRISC, ademas del determinante de resistencia a
guinolonas asociado gnrB10, posee el gen en case(®’)tb-cr, que codifica una nueva variante de la
enzima modificadora de aminoglucésidos y que tambiédifica a la ciprofloxacina, con lo que reduae 3
actividad. En el grafico se indican las especietdrmnas donde fueron descritos. (Tomado de Dz&@n
Gutkind, 2010)

Algunos integrones de clase 1 fueron llamados también ilmssoacomplejos (J. A. Di
Conza & G. O. Gutkind 2010). Los primeros ejemplos fueron logrones In6 e In7 y el
presente en el plasmido pSAL-1 (Verdet et al. 2000; Stokes ¥398; Parsons et al. 1991)
A grandes rasgos son muy similares a los integrones &las®lo que presentan una
duplicacion del 3"-CS. Al primero se lo llamé 3°-CS1 &8y al segundo se lo llamo 3'-
CS2 6 3'€S”. Esta segunda copia es incompleta ya que posee una delecion de tamafio
variable en su extremo 5° (Figura 1.14). Entre ambas 3"ggSidentific6 una region
constante y una region variable. La region constartejalia CR, contiene el orf513, que
codifica para una proteina de 513 aminoacidos. Rio abajo se encuergidraaeiable que
contiene un gen de resistencia a antibioticos. Existe anwahabilidad (en diferentes
aislamientos) a los costados de la CR ya que la deleci@hextiremo 5 de la 3"-CS2 es
diferente en cada caso. Al mismo tiempo, la orientacion detrdmante de resistencia
asociado no es la misma en todos los genes incluidos. Enonpeasdr (Figura 1.14) se
identificaron estructuras de este tipo en los génerdsio8alla, Proteus, Citrobacter,
Klebsiella y Morganella(J. Di Conza et al. 2002; S. M. Arduino et al. 2002; M. P. Quiroga
et al. 2007; Power et al. 2005). Considerando que existe sigri#ud de secuencia del
orf513 con su transposasa de I1S91 y las caracteristicésujgaels que posee, se cree que
estas regiones CR son, en efecto, secuencias de insdeciéa familia del IS91 (Toleman et
al. 2006; T. R. Walsh 2006). Estas secuencias de insercion plasearnticularidad de

replicar por un mecanismo de circulo rodante y no tener seaselft definidas lo que
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explicaria la variabilidad observada en las CR. De este mosiddwwastante aceptado en la

comunidad que se llame a estas secuenc@R IS

Los integrones son elementos genéticos muy importantedapa@orporacion y asociacion
fisica de varios determinantes de resistencia a atitisd que tipicamente generan
multirresistencia. Sin embargo, salvo raras excepcionesntiegrones no son capaces de
moverse de un replicon a otro por si mismos. Muchas estences, se los ve asociados a,
o0 incluidos en transposones. Estos elementos son finalmente dogagtms de mover toda la
estructura de un replicén a otro. En la siguiente sesadtescribiran las caracteristicas de

los transposones.

ii. Transposicidn de genes de resistencia.

La transposicion es el movimiento de determinadas secsetheig®DN, los transposones,

s ;
-Secuencias de insercion (IS): ‘ “ Y

IR IR
GRUPO I Transposasa +2 IR en los extremos
Transposicion <
conservativa
s — | IS
-Transposones compuestos: AbF ;
\_ 215 + gen seleccionado
-
GRUPOII: i 2
Transposicion ‘ bl Foih ihit 1
replicativa 2 g P R

Transposasa +Resolvasa + sitio de resolucion + 2 IR en los extremos

Figura 1.15 : Tipos de transposones y su estructura genética.

independientemente de proteinas de recombinacion celularesRecA. Este movimiento
puede ser dentro de la misma molécula o de una molécul®Meatra. Al sitio aceptor
del ADN se lo llama sitio blanco. Sibien fueron caracterizadd®aeteria, Archea, Eucaria
y en varios de los distintos reinos de cada Dominio, nosiregfers puntualmente a los
identificados en bacterias. El movimiento del materalégico se da por la accién de una
recombinasa sitio-especifica, la transposasa (Tnp). Endmgjue la transposicion sea
replicativa, como se vera mas adelante, también es necesa resolvasa. Ademas de la
Tnps, también son esenciales para la transposicidnaiepes invertidas a los costados del
elemento mévil. Si bien la transposicion es un suceso pecoeinte, es importante en la
evolucién de los procariotas y en la diseminacion de resistenaiagmicrobianos (Mahillon
1999; Liebert et al. 1999; Julian Davies 1994; Ochman et al. 2000; M E Tolmasky 2000).
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Los transposones mas sencillos son las secuencias deding¢®gi(Figura 1.15). Se trata de
fragmentos de ADN de entre 750 y unos 2500 pb. En general, s6lo poaeansposasa
flanqueada por un par de repeticiones invertidas de entred00ply que son importantes en
la reaccion de transposicidon (Mahillon & M Chandler 1998Chandler & Mahillon 2002;
Siguier et al. 2006; Mahillon 1999). Las repeticiones invertigaen un niumero especifico
de bases que es caracteristico de cada transposon. Rordéuesstas repeticiones se
encuentran repeticiones directas que corresponden i@l d#nco ya que durante la
transposicion el sitio blanco se duplica. Sin embargoteexesxcepciones como 1S4321 que
pertenece a la familia de las secuencias de insercidi 1S que interrumpe al sitio blanco
sin duplicarlo (Mahillon & M Chandler 1998; Siguier et a006; S Partridge & R Hall
2003).

Por otro lado, los transposones compuestos (Figura 1.15) son ddsl I®ismo tipo
flanqgueando uno o mas genes. Estos suelen ser geneseifdeilseleccionables como
determinantes de resistencia a antimicriobianos. Lapeoesicion de estos elementos es no
replicativa. Las IS pueden estar en la misma orientacino en el Tn9, o en orientacion
opuesta como el caso del transposén Tn10. Ademas en muchposmEes compuestos,
s6lo una sola de las dos Tnps esta activa. Los transpasom@siestos poseen en muchos
casos uno o dos de los determinantes de resistencia dédmsiqis R. Sin embargo, es
poco frecuente observar mas de un gen de resistencia adtausbien transposones

compuestos, siendo una excepcion el Tn5 que posee tres (D&hBavies 1999).

Tanto las IS como los transposones compuestos son agruadogransposones del grupo
[, por su mecanismo de transposicion conservativo, es dea tee la transposicion se
mantiene el nimero de copias del elemento, es decir, se edeihdiio de origen para

insertarse en el sitio blanco sin dejar copia.

Los transposones del Grupo Il son aguellos que realizan uspdsacion replicativa. Se los
conoce como transposones complejos o replicativos y seer&@an por poseer repeticiones
invertidas, una transposasa, una resolvasa y un sitio de reaajueides reconocido por esta
dltima que permite resolver el cointegrado (Figura 1.15). Ldegmansponerse a su nuevo

sitio dejan una copia del transposén en el sitio de origen.
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Se conocen numerosos casos en los que los transposones son respo nisadbissnoiaacion
de resistencias a antibidticos. Tanto los miembros fridia del Tn3, del Tn1331 (Figura
1.16), como los de la familia del Tn21 (Figura 1.16) son conocidosstar iavolucrados
muy frecuentemente en la diseminacion de genes de regstenantibioticos (M E
Tolmasky 2000; Liebert et al. 1999). En particular, el Tn21 posaessinuctura con una

transposasa, una resolvasa, un integrén (In2) y un operon derreisist mercurio. 1n2 es el

responsable de la adquisicion de resistencias

SUBGRUPOTn3 o . 9
= a antibidticos por integracidon de casetes de
= -— genes de resistencia.
tnpA tnpR  blagy,
Por su lado, el Tn1331 es un transposon
Tn1331 . . .
aac(6')-b  oxas derivado del Tn3 con genes de resistencia a
|~ —)- ) ) )—p | antibiéticos en casetes similares a los de la
tnpA tnpR  ant(3")-la blare, ., . . .
region variable de los integrones (Figura
SHEERBPD Thel 1.16) (M E Tolmasky 2000). Fue
Tn21 . . . .
o _ identificado en numerosos aislamientos
Transposon Tn2i Wﬁ:\!r_l_.‘\_ .wmlw i _R
=1 pediatricos de todos el pais incluido en
39-be i 1.0 kb
\Eﬁfg—~ Tﬁj plasmidos conjugativos (R. M. Chamorro et
//’/ al. 1990) y es importante porque lleva como
=S T : e primer casete de resistenciaa (6 )-1b que,
como ya se dijo, confiere resistencia a Ak.
Figura 1.16:Tn1331y Tn21, dos trans posones .
n9 Y ines | posor Esto es particularmente grave porque la Ak
importantes en la diseminacion de resistencias a
antimicrobianos. (Modificado de Liebert et al es el tratamiento empirico gque se aplica en
1999) : . . .
infecciones de neonatos. Si el tratamiento

falla, las posibilidades de supervivencia son escasas.

d. Dispersion a nivel celular y molecular simultdnea: Ele mgos Integrativos

y Conjugativos (ICEs).

Existe una serie de elementos genéticos que realizagispersion a nivel celular y
molecular simultaneamente: los ICE. Es decir, se escindernoshadssma bacteriano, pasan
por conjugacién a otra bacteria y finalmente se integraun nuevo hospedador (Figura
1.17). Es de destacar que los ICEs no pueden mantenerse ciecwdaren el citoplasma
bacteriano y deben integrarse necesariamente a un regdi@dmrecombinacion sitio

especifica mediada por una integrasa (Burrus & Waldor 200#) erfibargo, estudios muy
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recientes muestran que podria haber cierto grado de reficactonoma (C. A. Lee et al.
2010).

En un principio se describieron en Enterococcus faecalisBaeteroides thetaiotaomicron
(Salyers et al. 1995; Burrus & Waldor 2004). Dado que se losfidérgn diferentes sitios
del genoma, en un principio, se los llamo “transposones conjugativos” y hasta en algunos

casos se los consider6 como plasmidos integrados al crom@¢Bamas & Waldor 2004).

Luego aparecieron elementos similares en bacterias

4 ™
1 Gram negativas como  Salmonella  enterica
O | CERETAE
~ | o ~ Pseudomonas putida, Sinorhizobium meliloti el
4 @ ) elemento STX de Vibrio cholerae. Varios de ellos no
| IW} fueron identificados inicialmente como “transposones
. l‘_\"““““m"““““"“gm"’“\ conjugativos”. Luego se demostré que la mayoria de
@;}i ’ estos elementos se integraba de manera sitio especifica
‘W"W’ de un modo similar al bacteriofago A (Burrus, Pavlovic,

4 =Y A Decaris & Guedon 2002). Por este motivo es mas
Q :

ORI apropiado  llamarlos ICEs que “transposones

\ N vy

| imegoain conjugativos”, un término menos abarcativo. Sin
s I ~
N— ; /

Figura 1.17 : Transferencia | incorporado en la comunidad.
horizontal por elementos
integrativos y conjugativos. | La organizacion de los ICEs es similar a la de los
(Modificado de Salyers & Shoemakg
1995)

embargo, aun existe cierta inercia en la literatura lo que

marca que el término no fue aun plenamente

pldsmidos. Tienen un modulo de mantenimiento que

codifica las funciones de integracidbn y escision.
Clasicamente existe un gen de integrasa (int) y rio adebk integrasa un gen de escisasa
(xis). Ademas, hay secuencias importantes en cis, caratt@ a ambos lados del ICE que
se suelen llamar attR o attL segun estén a derecha o dayjuigl ICE se integra en una
secuencia blanco llamada attB en el replicon bacterianontégrasa puede tener una mayor
o menor especificidad de secuencia; ésta varia mucho de acueelneaitelen cuestion: por
ejemplo, Tn915 es capaz de integrarse a tractos ricos en A+T lie da€ierta promiscuidad
mientras que STX de Vibrio cholerae tiene una secuendiateigracion muy especifica que
posee un solo sitio en todo el genoma (Burrus, Pavlovic, DeRa@siedon 2002). La
integrasa cataliza la recombinacion attB-attC gewerda insercion del ICE en el replicon

con duplicacion de la secuencia blanco. Cuando hay unsassciesta cataliza el
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intercambio entre las cadenas de ADN sobre attR-attcudd recirculariza el elemento
liberandolo del replicdn. Estos genes son muy variabledepdo cambiar en ICEs muy
parecidos (Burrus & Waldor 2004).

Otro médulo funcional es el de transferencia que codifica tigiotarun SST4 (0 genes tra),
gue es el que permite la formacion del mfp y contienegyde transferencia como los mob.
La existencia de este moédulo permite la movilizacion de etleorentos genéticos a los que
se les puede suministrar el SST4 en trans (Salyers et al. 1995; 8 Wailsior 2004).

Los genes dentro del ICE que regulan la movilizacién a@ghehto constituyen otro grupo
funcional. Es un tema de creciente interés puesto qumea sasto que sefales de estrés
especificas como la induccidn del sistema SOS, el endgleantibidticos y otras tienen la
capacidad de inducir la movilizacion del elemento. Por ejemplmuyrelegante estudio del
grupo de Grossman muestra que el elemento ICEBS1 dduBadiibtilis es regulado por

guérum sensing y dafio globalal ADN (Auchtung et al. 2005).

Por dltimo, es importante destacar que los ICEs contienegs ggue confieren ventajas
adaptativas en un determinado nicho ecologico. Existe una gridaeh de funciones
asociadas a los ICEs: simbiosis, resistencia a antib$htifactores de patogenicidad,
resistencia a fagos y un largo etcétera (Burrus, Paylbecaris & Guedon 2002; Burrus &

Waldor 2004). De hecho, las

islas gendémicas podrian ser

. Metagenoma

o - -, ambiental residuos de ICEs que se han

- fijlado en el genoma por pérdida

de funciébn de los genes de

g;““"”” movilizacion (Juhas et al. 2009;

g, y ';/N\'\ b Hacker & Kaper 2000), aunque

o . C)) O{ | \/2 existen opiniones que sefialan
C | @ - B que ICEs e islas gendmicas

poseen historias filogenéticas

genes "comunitarios’ amplio rango de hospedador difere ntes (Boyd et aI, 2009)
Figura 1.18:Vision integral de la transferencia de genes aedér [ Sjn embargo, aunque los ICEs
una comunidad de microorganismos, particularmeateatterias.
Se muestra preponderantemente la importancia diis gersion a pueden llevar genes de
nivel celular, y en particular, de los plasmid¢slodificado de resistencia a antibidticos de
Nordman et al. 2009)

relevancia clinica (Croucher et
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al. 2009), generalmente no generan multirresistencia. Mas, Isiuelen tener mayor

relevancia clinica por los genes de patogenicidad que cargan \sdisper
4. Una vision global de la dispersién de genes a antimicrobianos.

En la naturaleza, los microorganismos tanto bacteriaso @queas y eucariotas, coexisten
(en simbiosis, competencia o en relaciones neutras) d#mtrochos complejos en los que

son necesarias una enorme variedad de

\ funciones quimicas. Llevan a cabo
( muchisimas funciones no so6lo
Q biol6gicas sino biogeoquimicas, como
) Itegnin el ciclo de diversos elementos
| . ., ,
. incluyendo su fijacibn en moléculas
5

biol6gicas. Se trata entonces de un
reservorio enorme de genes con las

mas diversas funciones, al que se lo ha

Figura 1.19:Vision integral de la transferencia de gene llamado metagenoma (Norman et al

a nivel molecular. (Modificado de Nord man et &109) 20009). La THG vy la transferencia

lateral de genes permiten que estos

genes sean asequibles por diferentes microorganismosprés#so ha sido fundamental en
la evolucion del dominio Bacteria, dandole forma al gengreamitiendo el acceso a este
reservorio metagendémico. Asi, no es raro que un 20% del gedemuna bacteria pueda
haber sido adquirido horizontal o lateralmente (Ochman et al. 2000). P&datree calcula

gue estas transferencias han acelerado unas 10.000 vewesdaccion de genes nuevos en
los genomas de las bacterias si se compara con laegabtendria con la mera expansion

clonal (Norman et al. 2009).

En la figura 1.18, se muestra el concepto de metagenoma ambaeentaiec variedad enorme
de informacién genética compuesta de genes exclusivogetenatedos microorganismos y
otros accesibles a su comunidad circundante. Se muestra @énemtds microorganismos
pueden compartir parcialmente sus genes con otros, porakveksmentos de movilidad
genética (como plasmidos o fagos) y distintos procesos diglsacion (como la

transformacién natural) que hemos revisado al iniciostie @pitulo (Ochman et al. 2000;
Norman et al. 2009; I. Chen & David Dubnau 2004) . Sin duda, aquelies gpie estén

albergados en plasmidos o ICEs seran intercambiados muchidaitdsrapidamente. Los
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plasmidos (e ICEs) permiten la adquisicion de genes preggiados con alta frecuencia y
eficiencia, no solo la incorporacion de ADN fortuito en situacial@estress como en el caso
de la transformacién o transduccién. Estos genes pudiegan & estos elementos genéticos
moviles merced a su inclusidon en transposones o integrawel$ captaron (Figura 1.19).
A su vez, un integron incluido en un transposén permite la whadlilde todo el conjunto
entre diversos plasmidos con distinto rango de hospedador (Figura 1.18 y Figurd&h.&9).
caso particular de los genes de resistencia a antimioashieel uso intensivo de los
antibidticos no solo en la clinica si no en otras activislddenanas ha acelerado aun mas
este proceso (Palumbi 2001; Julian Davies 1994; Hiroshi Nikaido 200#h0&n2009;
Martinez 2009a; R Cantén 2009; Martinez 2008; Taubes 2008). Asha seelerado la
emergencia en la clinica de los genes de resistencexigigntes en el metagenoma

ambiental (Julian Davies 1994).
5. Técnicas de silenciamiento en bacterias.

Los antibi6ticos conocidos son producto de busqueda de compuest@s@rganismos, en
muchos casos del suelo. De hecho la gran mayoria de los tatib @ nocidos proviene de
bacterias del género Streptomyces. Visto el problema dendagencia de resistencias a
antibioticos se han generado diferentes alternativaspadiealo. (Falconer & E. D. Brown
2009; Fischbach & C. T. Walsh 2009). Por ejemplo, actualmentestda eecalizando
esfuerzos para identificar nuevos mecanismos de acciimi@obiana. Para ello, se esta
explorando la existencia de nuevos genes esenciales en gesomas microbianos
secuenciados (Falconer & E. D. Brown 2009; Fischbach & C. TsM2009). Sustancias
gque los inhiban o los silencien serian buenos candidatosdpaaarollar nuevas terapias
antimicrobianas. Un nuevo concepto es el andlisis de nuewotpibos que permitan evitar
infecciones sin inhibir a los microorganismos. Por ejemploinhébicion de genes de
virulencia es interesante porque ya existen numerosos bl@erdsgicados. Por otro lado, al
inhibir estos genes, la microbiota endégena no se vedtadde Como ventaja adicional, la
menor presion de seleccion generaria menos resistene&@oa agentes farmacoldgicos
(Clatworthy et al. 2007; Cegelski et al. 2008). Se pretende alrdés de moléculas a
medida de estos nuevos blancos o bien el rastreo de prodadtmales que inhiban la

actividad de cada uno de estos nuevos blancos.
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El disefio racional de drogas permitiria un descubrimienés weloz de sustancias
inhibidoras de estos nuevos blancos. Mas aun teniendo en cuendé streening de

sustancias en bibliotecas artificiales o naturalesossoso y lento. En este sentido, una

vector de expresion vector de expresion
de ARN AS de ARN AS

ADN/ARN
‘ transcripcion ‘ transcripcién catalitico
LiL LiL
i . MPO/PNA/PMO (a) 7 i 3
L ARN AS LLLLLLLLLLES ODN/PS-ODN (b) /AJLHJ_U_J EGS -

.
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Figura 1.20: Mecanismos de inhibicion artificial A en sistemas bacterianos.Estos mecanismos
incluyen impedimento estérico de la traduccion A8Nm o la degradacion rapida del ARN blan
posblemente por ARNasas especificas de ARN doble mtadeMPOs, PNAs y PMOs pueden inhibir
expresion por bloqueo de la tranducci@@DNs and PS-ODNs promueven el corte del mensajeaado
por ARNasa H. Los EGSs acoplados al ARN blancaded el corte mediado por ARNasa P. Mient
tanto el ARN o ADN catalitico corta al ARN blangag unirse.

alternativa atractiva son las técnicas antisentido (A%®) pgrmiten un disefio racional
relativamente sencillo. Este tipo de técnicas han sidoeangd con éxito en sistemas
eucariotas. En particular la técnica mediada por el @jon@nzimatico RISC, ARNi, ha
permitido la regulacién de genes de manera eficiente (Hebalt 2008). Sin embargo, no
todos los sistemas bioldgicos poseen esta maquinaria celmaluso ciertos organismos
eucariotas, como Tripanosoma cruzii, carecen de él. &aselde los sistemas bacterianos,
muy distanciados filogenéticemente. Por este motivo, sdrddlo de técnicas AS en
bacterias ha sido menos explorado (Hebert et al. 2008). Siargon la regulacién AS
parece ser un mecanismo de regulacion génica natural ampl@extendido en bacterias
(Selinger et al. 2000; Sharma et al. 2010; L Good 2003) . Existers \estieategias AS
basadas esencialmente en la degradacion de mensajeros espeobifiaoen el impedimento
estérico de la traduccion (Rasmussen et al. 2007) quetskad en la Figura 1.20. Estas

metodologias se han desarrollado en procura de nuevos asthidétal silenciar genes
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vitales), para el control de la produccién de metabolitomtdees industrial (al controlar la
expresion de vias metabdlicas), o incluso para silenciaslatencia a antibidticos a fin de
extender la vida util de los antimicrobianos existentes (fledteal. 2008; Rasmussen et al.
2007; Woodford & Wareham 2009).

a. Estructura del blanco.

Todas estas metodologias deben

enfrentar una dificultad adicional

inherente al ARN: la presencia de

Incubacion de ARN con biblioteca de ODN

estructura secundaria y terciara.

Esta propiedad genera que el ARN

posea regiones que son accesibles a

la interaccibn con secuencias

complementarias y otras que no lo

son. De este modo resulta

Resolucién en gel de poliacrilamida Corte por ARNasa H del ARN blanco

importante conocer la estructura
Figura 1.21: Determinacion de la accesibilidad en la

estructura secundaria de un ARN blanco mediante $eRMNy secundaria y terciaria del ARN
bibliotecas de ODN aleatorias. blanco de modo tal de poder

evaluar la accesibilidad de las diferentes regiones. aFmalctica se sabe que sélo una de

cada ocho moléculas AS disefiadas es capaz de unirse al blana (idurreck 2003). Una
aproximacion rapida, aunque no siempre precisa, es la sidnulecmputacional in silico de
la estructura secundaria de la molécula mediante lammetion de energia libre con
programas como el M-fold (Zuker 2003) o bien mediante prograoa® el S-fold que
infieren estadisticamente la estructura (Shapird. &@087; Y. Ding 2006). Si bien es mas
tedioso, el analisis bioguimico in vitro de las regionegsibtes resulta mas preciso. Un
ejemplo es el empleo de bibliotecas aleatorias o semoigiéea de oligodeoxinucleétidos
(ODN) junto con la ARNsa H (Figura 1.21). Esta enzimanece las interacciones ARN-
ADN cortando la molécula de ARN. De este modo, la incubacidn de un ARisioh junto a
la biblioteca de ODNSs y la enzima genera cortes en tios siccesibles del mensajero. Las
regiones accesibles a oligos AS pueden evidenciarstoddeéticamente por extension de
primer (Lima et al. 1997) o bien por simple electroforssita molécula blanco se marca
previamente (Ho, Britton, Stone, Behrens, Leffet, Hobbs, J. AeiV8l Trainor 1996a). Un
procedimiento similar empleando ARNsa P ha sido empleadoppedecir la accesibilidad
de EGSs (Eirik W Lundblad et al. 2008). Por otro lado, estas metodologidéngmise ntan
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ciertas limitaciones ya que las condiciones existemied @toplasma celular pueden ser muy
diferentes a las empleadas in vitro para estas reacci@mesistemas eucariotas se han
realizado determinaciones de la estructura in vivo sin embaogse ha informado de este

tipo de estudios en sistemas bacterianos (Rasmussen et al. 2007).
b. Metodologias de silenciamiento en sistemas bacterianos.

Como ya se ha dicho, estas metodologias en general procupaaceteracion en la
degradacion del mensajero o bien la interferencia dadadcion. La figura 1.20 resume las

existentes a la fecha.

Una metodologia es la simple expresion de un ARN AS delagsilenciar. Para ello se
puede clonar todo o una parte del gen blanco en un vector de e xpoesién £l mecanismo
mas frecuente de accion en el caso de moléculas AS beega la degradacion por ARNasa
gue reconocen ARN en doble cadena. Sin embargo este nmeaaisha empleado mas que
nada para el estudio de la expresion génica (Rasmussdn2007). Moléculas AS de
pequefio tamafio han mostrado una mayor efectividad. A su vez la cercania al extremo 5’
mejora la actividad siendo particularmente efectivas aguslgperpuestas al codon de
iniciacion de la traduccion AUG y/o la secuencia Shirsdg@rno. El mecanismo de accion
en este caso es el impedimento estérico del ensambbeldacactividad ribosomal. Otros
sitios del mensajero serian menos efectivos por la altagivaa y la actividad helicasa

presente en el ribosoma (L Good 2003; Rasmussen et al. 2007).

Pero el ARN, en particular el de pequefio tamafo, tiene daamedia muy corta dentro de
la célula bacteriana debido a las nucleasas citoplasmatitara conferir estabilidad a estas
moléculas, se emplean ARNs pequefios protegidos en el extremo 3’ mediante un
apareamiento interno (Nakashima et al. 2006) u oligémeros A8adegas no hidrolizables
de acidos nucleicos (Goh et al. 2009; Rasmussen et al. 200&cK@003). Para este
altimo, caso se han empleado con éxito diversos tipos degasadle acidos nucleicos. El
acoplamiento de péptidos permeabilizantes a oligomeros @egas de acidos nucleicos
como acidos nucleicos peptidicos (PNAS) o oligonucleétidos de fosfaamiia morfolinos
(PMOS) ha sido exitoso para aumentar la permeabilidad del compudstusyna tiempo en
evadir las nucleasas bacterianas. Esta estrateg@faez de silenciar genes en cultivos in

vitro e incluso en modelos animales (B. L. Geller 2005; L. D. Tilley et al. 2007) .
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Otra técnica de silenciamiento se basa en la ARNasa Henmimna involucrada en la
replicacion, la transcripcion y la reparacion del ADN lecterias (Tadokoro & Kanaya
2009). Como ya se dijo antes, esta enzima es capaz de recap@meamientos ARN-ADN
y cortar el ARN. Esta propiedad se ha empleado para silenciasativgagnes mediante ODN
en sistemas eucariotas y bacterianos (Kurreck 2003), end® b6 ’)-Ib, el gen de
resistencia a Ak (R Sarno et al. 2003). Dado que estos estogutambién pueden ser
degradados por nucleasas bacterianas, esta estrategiae$erfado también con el uso de
analogos de &cidos nucleicos no hidrolizables (D G White et al. 1987&dk 2003; Kurreck
et al. 2002; Rasmussen et al. 2007) . Sin embargo en el casosi#dosgs bacterianos, los
experimentos in vivo son dificiles de efectuar dado que no skepuwxpresar las moléculas
en el citoplasma. Deben por lo tanto ser introducidas lenit@plasma mediante

electroporacion o shock térmico (D G White et al. 1997; R Sarno et al. 2003).

Las ribozimas cabeza de martillo son secuencias de ARNcapacidad de autoclivarse
descubiertas originalmente en virioides patdgenos de plé®yasons 1989). Sin embargo,
su uso como para degradar mensajeros especificos en traio Hanitado en bacterias,
muy probablemente debido a que la traduccidn co-transcripciorital intapacidad de estas
moléculas de llegar al sitio blanco y procesarlo a tiempasifiRssen et al. 2007). Sin
embargo, el silenciamiento de la expresidon del gen cat gudier resistencia a
cloranfenicol, pudo ser conseguido por este medio en una mdertaduccién lenta (H.
Chen et al. 1997). La obtencidén y caracterizacion de una AiNgimple cadena capaz de
degradar ARN en trans fue importante para evitar la degéaddeila ribozima y prolongar
la actividad (Zaborowska et al. 2005; Joyce 2001; Santoro & Joyce 189desarrollo de
un método de produccion citoplasmatica de ADN simple caden&.eoli permitié el
silenciamiento in vivo del gen vital ftsZ empleando un®N&ima especifica (X.-X. Tan et
al. 2004). Sin embargo esta tecnologia no se ha desarrollado mas profuageamej@mplo

con el empleo de analogos no hidrolizables.

La ARNasa P bacteriana también puede ser empleadaceoldgias AS y ha recibido

particular atencion en los dltimos afios, por eso, la desarrollaremoseseccidn aparte.

c. Tecnologia de silenciamiento génico basada en ARNsa P: uso de EGS.
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La ARNasa P es, junto con el ribosoma, la Unica ribonucleopeotsiiversal. La ARNasa P
esta conservada y es esencial en todos los organismos de losrtréeside la vida (Marvin

& Engelke 2009; Sun & Caetano-Anollés 2010; Kazantsev & Pace 2006) cxaefcedn de

una arquea (Randau et al. 2008; Sidney Altman 2007). La ARNes vital ya que se
encarga de la maduracién de los ARNts por un corte extreh@ 5° del ARNt inmaduro
(Figura 1.22a). La ARNasa P fue el primer ARN con actividad cataldentificado, lo que
le vali6 a su descubridor Sidney Altman el premio Nobeleafmica en el afio 1989

(compartido con Thomas Cech por el descubrimiento de losné@strautocataliticos). Esta

5 3 fCCA ARNasa P RCCA
AR ARNm i — (
— i !
3 EGS

EGS
3

a l g 3 b I 5;—7

PtRNA

Figura 1.22: ARNasaP y sus sustratoga) La RNAsa P es una ribonucleoproteina escencial que
participa en la maduracion de los tRNAK) Un EGS es RNA pequefio complementario al mensagmo
la secuencia consenso RCCA es su extremo 3’

ribozima esta compuesta de su ARN catalitico y de por fmsnan cofactor proteico. En el
Dominio Bacteria, esta formada por un Unico cofactor proteico trageque en Arquea estan
formadas por al menos cuatro cofactores proteicos y earigtas se identificaron hasta
nueve (Sun & Caetano-Anollés 2010). En el caso de las bactet ARN por si sOlo es
capaz de catalizar la reaccion de maduracién del tRNwtio. Sin embargo, in vivo, la
célula no es viable sin el cofactor proteico. La ARNas& [E.coli estd compuesta por dos
subunidades: el ARN M1 de 377 nts y la proteina C5 de 155 aminoad&t@dikN M1 de
los distintos organismos se clasifica por su estrucecandaria y terciaria en cuatro tipos
(Figura 1.23): el tipo A (E. coli), el tipo B (Bacillus subdii®l tipo M que es el mas
conservado en Arqueas Yy el tipo eucariota (L. a Kirsebom 2007). EI ARN Nlnakeyoria
de las de arqueas y de los organismos eucariotas, tiene meaobo actividad in vitro que el
bacteriano. Solo en condiciones muy especiales se puederdanmegcion sin emplear los
cofactores proteicos (Evans et al. 2006; Kazantsev & Pace .20B8p se deberia a la
ausencia del motivo GGU en el loop P15 (Figura 1.23). Adema®asdiscusion sien las
organelas de eucariotas la actividad ARNsa P es catafipaidana proteina (L. B. Lai et al.
2010; Sidney Altman 2007).
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En bacterias, la ARNasa P reconoce
su sustrato debido a que los ARNts
precursores poseen una particularidad
estructural: un ARN de doble cadena
seguido de una parte de la molécula

como simple cadena (Figura 1.22a).

'
Dominio !
Catalitico L _ 4~ _3

El sitio de corte es identificado
mediante el duplex ARN-ARN
seguido de la secuencia consenso

ARN M1 de la ARNasa P de E coli RCCA que interacciona directamente

(Tipo A)

con el motivo GGU del loop P15 de
Figura 1.23: Estructura de ARN catalitico de la ARNajs

P. Se muestra en detalle la estructura secungageciara M1 (Figura 1.23) (L. a Kirsebom

de la subunidad M1. En gris, se marcan las zonss| 2007). Histéricamente, se ha llamado
interactuan directamente con el pARNt. En negronaeca
el motivo GGU del loopP15. Se agregan arriba y a |
derecha un esquema de los otros tipos de estrul |a secuencia adyacente al consenso
conocidos (ver texto). Abajo y a la derecha selt@samo
el motivo GGU del loop P15 interactda con la seciejf RCCA en el pARNt que forma el
consenso RCCA del pARNt mostrando ademas la fleth diplex ARN-ARN. Experimentos
sitio de corte (Modificado de Kirsebom 2007).

EGS (por External Guide Sequence) a

gue buscaban conocer qué parte del
ARNt es esencial en la actividad de la ribozima han deatisijue la mayor parte de la
molécula precursora puede eliminarse sin que se pierdartel mediado por ARNasa P.
Ademas, se probo que, si bien la secuencia EGS es funddipenrat la actividad catalitica,
no necesita ser parte de la misma molécula de ARN que es degraddalaibozima. Se ha
determinado también que cualquier molécula de ARN puedsustrato de la enzima,
mientras forme un duplex ARN-ARN y que conforme la wdtra secundaria adecuada
(Gopalan et al. 2002). Es decir que si se genera una naEmmplementaria a un ARN
mensajero con la secuencia RCCA en su extremo 3°, se puede generar el corte del ARNm

mediado por ARNasa P (Figura 1.22b).

Varios EGS artificiales fueron usados para regulaxgaesion génica. Se ha empleado esta
técnica para regular la expresion de genes constitui@uarrier-takada et al. 1995), vitales
(J. McKinney et al. 2001), de patogenicidad (J. S. McKinney et al. 2004) y gefagoddY.

Li & S Altman 1996). En particular, la inhibicion de genesekdstencia a antibidticos por
digestiébn con ARNasa P puede ser una estrategia vialaleopsongar la efectividad de los
antibioticos (Guerrier-Takada et al. 1997; Gao et al. 2005). e8imargo, en todos los
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experimentos realizados al momento de esta Tesis, los EG8a &xpresados en las células
hospedadoras. Existen muy pocos estudios con analogos de nucleésiisntes a
nucleasas y su suministro exdégeno. Estos pocos trabajosvamilea cabo en sistemas
eucariotas (Ma et al. 2000).
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CAPITULO 2:

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

El objetivo global de esta Tessdilucidar diferentes aspectos de la resistencia a Ak, como
los mecanismos de dispersion dethgac(6”)tb y generar estrategias que permitan prolongar
su uso pesal creciente numero de cepas resistentes. Se disefid un proygotobjetivo a
largo plazoesel desarrollo de moléculas antisentido como herramieatagm¢ologicas que
permitan inhibir selectivamente la expresion del gen(6 )-lb. Paralelamente, como
objetivo adicional de la tesis, se extendieron y profamdiz estudios previos sobre el

contexto genético del gesc(6’)-1b, su dispersion y transferencia horizontal.
1. Dispersion de ac(6’)-1b

Los mecanismos de resistencia a antibiéticos y su propagactin beacterias patdogenas
constituyen temas de maxima relevancia clinica asi coambién un problema
epidemioldgico. La resistencia a los antimicrobias®da por genes que codifican proteinas
gue pueden inhibir la accion de los antibidticos de distintaneras. La codificacién de
estos genes en vectores facilmente transferibles conpldemidos facilita su dispersion
entre distintas bacterias patdégenas del hombre. Los aminsiglos (Ags) son un grupo de
antibioticos que actuan interfiriendo en el proceso de la sintepi®tddénas en bacterias. La
amikacina (Ak) es un Ag semisintético refractario a gratepde las enzimas inactivantes y
se emplea en el tratamiento de diversas infeccionedosHIitimos afios, la resistencia a Ak
ha aumentado dramaticamente por la propagacion de genes denc@&sisbomo aac(61p.
Este gen esta presente en méas del 70% de las bacteaias @gativas que muestran
resistencia al antibiato (Vakulenko & Mobashery 2003). La propagacion de los genes de
resistencia en general y dec(’)-Ib en particular constituyen un riesgo sanitario ya que
inutiliza las escasas opciones de tratamiento existentesuntento de la resistencia a Ak se
debe da frecuente transferencia horizontal de aacig’gsociada a plasmidos conjugativos,

transposones e integrones que promueven su dispersion a neellaoy celular.
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Figura 2. 1: Mapa genético el integrén InV117 al inicio de esta tesis.

Durante la epidemia de célera en Argentina entre 1992 y 198Baogatorio del Servicio de
Antimicrobianos del Instituto Nacional de Enfermedades tmisas- ANLIS “Carlos G.
Malbran” analizd6 1947 aislamientos clinicos de Vibrio cholerae, la bacteriacqusa esta
enfermedad. De estas cepas, 26 fueron resistentes a cefaBmsplerespectro extendido y a
Ak. El analisis de una de ellas mostr6 que los determindatestas resistencias estaban
presentes en un megaplasmido conjugativo (A Petroni et al. 28@2ecuenciaron 14 Kpb
del plasmido lo que condujo a la identificacion de los rddteantes de resistencia a
antibioticos. Se identificé un integron tipo 1 inusuadec&nado a InS21, In35 e Inlite
incluia: @) un copia de una variante de la aacé'que podia codificar potencialmente para
una proteina que indliuna repeticion de 20 aminoacidos en el N-terminal; b) aop&a de
blapxa-2 que a diferencia de InS21 no se encuentra como pseudogamy copia de bia x-
m-2 (Figura 2. 1). Estas observaciones mostraron que el megaplasmido ¢gAS1cholerae,
conjugativo y capaz de replicar Encoli, incluye un elemento genético dindmico que aloja a
los genesiac(6’)-Ib y blactx-m2 clinicamente relevantes. Nos interesd determinar si esta
estructura puede potencialmente dispersarse a nivel maolgouléransposicion. Si bien se
identificaron genes tnpA, tnpRRun sitio res idénticos a los de Tnl696, las repeticiones
invertidas en los extremos no pudieron ser detectadas. dsenmia de otros posibles
elementos moviles asociados normalmente a integrones, coope®n de resistencia a
mercurio, tampoco fue evaluada. Ademas nos resultd de inteigfsnohar cual es la
secuencia del Nerminal de AAC(6°)-1b ya que el gen codificante generalmente es elgrrim
cassette en integrones. Por lo tanto, los objetivos de esta pdrébdgl fueron:

e Determinar la secuencia de uno o ambos extremos gaedsible trans posén en el que estaria

incluido el integron. Completar la secuenciacién deegiones internas.

e Definir el extremo aminoterminal de 1a AAC(6°)-1b codificada en el integrén.
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e Descartar posibles rearreglos genéticos en la E.¢ctrlansconjugante res pecto de la cepa original
de V.cholerae.

e Inferir si el integrén se pudo haber dis persado aiwel molecular o por convergencia evolutiva

Esta parte de la Tesis se realizé en colaboraciéort Fernando Ariel Martin y Alejandro Petroni.

b) Transposon Tnl331.2:

Los transposones Tn1331 y su variante con los genes deemegistiuplicados Tn1331.2
fueron identificados en brotes de Klebsiella pneumoniae eatast a Ak de diferentes
regiones del pais (R. M. Chamorro et al. 1990). El plasmido pMET48dépb, estaba
albergado en Klebsiella pneumoniae FC1, una cepa resistente EBstskcepa fue aislada en
una unidad pediatrica del Hospital Luis C. Lagomaggiore en Mandionde causé la
muerte de varios neonatos (M E Tolmasky et al. 1988). Algaiios antes se habia
caracterizado Klebsiella pneumoniae JHCK1 a partir de un bno# ldospital de Nifios de
Buenos Aires. Esta cepa contenia varios plasmidos. Unoadepd HCMW1, de 11 Kpb,
conferia resistencia a Ak y fue donde se caracterizoalmente al geruac(6’)-lb y a
Tnl331 (Woloj et al. 1986; M E Tolmasky et al. 1986; M E Tolmasky. &. Crosa 1987,
Nobuta et al. 1988; Marcelo E Tolmasky et al. 1988). Dado que ambas cepasistantes
a Ak, se compararon ambos plasmidos encontrandose que mientiazamne de replicacion
era diferente, el determinante de resistencias, Tn1331, era mwyséniel caso de pMET1
habia una duplicacion en tandem que generaba de 3 Kb eRbr lo tanto se lo llamé
Tnl331.2 (M E Tolmasky et al. 1988). Sin embargo, el resto de la secuencia oedplés
estaba disponible. Afios después, el laboratorio de MaTaditoasky inicid un proyecto de
secuenciacion del resto del plasmido por corte y subclonandifedentes fragmentos de
PMET1 en los vectores de clonado pUC18, pCR1 (Invitrogen) y pSMARTigen). El
objetivo de esta seccién de la tesis fue:

e Identificar los elementos de propagacion de los ges de resistencia a antibiéticos a nivel celular
de Tn1331.2 y otras funciones albergadas por pMET#2 kb)

Esta parte de la Tesis se realizé en colaboraciéwrt Manisha Danekar y Luis Actis.

2. Silenciamiento deaac(6’)-Ib mediante técnicas antisentido.

Como se menciond anteriormente, la propagacion del gen aalt(6 )genera gran
preocupacion en el ambito clinico debido al alarmante ciexio de la frecuencia de
aparicion de cepas resistentes a Ak. Esto condujo no ssfoeazes para entender cOmo se
propaga el gen aac(6h)-sino también a intentar desarrollar técnicas de silemento del
gen. Previamente a esta tesis, en el laboratorio deeldai®lmasky se desarrollaron
oligodeoxinucledtidos (ODNSs), que al ser administrados a basteesistentes a Ak, las
sensibilicen al antibiético. Dichos ODNs fueron diski®a para dirigir la digestion del
ARNmM deaac(6’)-Ib mediante un mecanismo en el que interviene la ARNasdiHprimer

paso fue la caracterizacion de la estructura secundarienensajero. Se realiz6 un mapeo
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biogquimico del ARNm, en el que se incub6 una biblioteca de ODBzaa con el mensajero
deaac(6’)-1b marcado radiactivamente en su extremo 5’ y ARNasa H que reconoce dimeros
ARN::ADN, de manera similar a la que se habia descppéviamenteHo et al 1996b).
Adicionalmente también se realiz6 un modelado de laasteusecundaria del mensajero
mediante el programa Mfold Web Server (Zuker 2003). A mpai estos estudios se
determin6 que existen 5 regiones del mensajera:cl®’)—-Ib simple cadena accesibles para
interactuar con una molécula antisentido (Sarno et al. 2003). Zastas fueron identificadas
sucesivamente con las letras A a la E. Con estamafién, se disefiaron varios ODNs
antisentido y sus respectivos controles antiparalelos pdeawsa de estas cinco regiones.
Algunos de estos ODNs fueron capaces de cortar al mensajefitro en presencia de
ARNasa H. Ademas un subconjunto de ellos mostré ser capaz de imhilvo la expresion
deaac(6’)-Ib al electroporak. coli con un plasmido que llevaba al gen de resistendila a
(Sarno et al. 2003).

Paralelamente se comenz6 a evaluar como alternativiediamiento del gen a través de
una estrategia basada en la digestion del mensajero mediadl®asa P. Esta estrategia
requirié la purificacion de la ribozima y su cofactor. Se dismiide 7-8 EGSs por cada una
de las regiones simple cadena del mensajero de acuerépad mealizado previamente. Se
ensayo la capacidad de dichos EGSs de inducir el corte mediado pas@RNn vitroy de

unirse al ARNm de

P g aac(6’)-1b. Los
¢ 3 i . ” resultados  obtenidos
& I "-xi -2 en estos ensayos nos
”"":’:ars.. s indicaban que algunos

de estos EGSs fueron

s capaces de unirse al
C . §BLAAZ A2 86 C3 0f Ef | 343 ancemtescigappien "'ﬁ"}zl:;\m regst me nsaje roy mediar su
RNawP 3 [IE \lu
““'"' = corte in vitro.
-BS88844« e Tanto los ODN como

los EGS acidos
Figura 2: Estudios preeliminares con el mensajerad@@6’)-lb in vitro. (A)

Determinacion de la estructura secundaria del njersséB) EGSs disefiados| Nucleicos de pequeiio
de acuerdo a la estructura hallada en A (C) Ensayweitro de corte del

mensajero deac(6’)-lb mediado por EGSs disefiados en B en presencia g
ARNasa P. probablemente

tamano son
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hidrolizados por las nucleasas presentes en el medio. oRantb, es necesario generar
moléculas resistentes a las nucleasas bacterianasyem humano. La mayoria de los
analogos de nucleétidos resistentes a nucleasas desarrditeiasel momento lleva bases
nitrogenadas artificiales, azlcares modificados o diiégisren el esqueleto de fosfatos. La
primera generacion de analogos son los fosforotioatos dedetxinucleétidos que son
compuestos en los que se reemplaza a uno de los oxigereslatel fosfodiéster por un
atomo de azufre (Kurreck 2003). Estos son los compuestos cogjocidos y mas usados
debido a que son muy estables en los fluidos corporales, formas \Watson y Crick y
pueden activar el corte por ARNasa H (Kurreck 2003). Noeeristcha informacion sobre
oligonucledtidos resistentes a nucleasas que medien laddegrade ARN por ARNasa P y
se limita a ARNasa P eucariotica (Ma et al. 2000). 8ibha¥go, como los requerimientos
estructurales de una EGS para la ARNasa P eucarsiticaiferentes a los de la ARNasa P
bacteriana, los resultados mencionados no podian ser exti@paa el uso de EGSs en
sistemas procariéticos. De esta manera los objetivos Bispsale esta seccidon de la tesis
eran:

e Verificar que la expresion citoplasmatica de los EG capaces de degradar el mensajero de

aac(6’)-1b in vitro es capaz de interferir con la resistencia amikacina in vivo. En caso de éxito
verificar que el mecanismo es mediado por ARNasaP.

e Disefiar en base a los resultados del punto anteriordiversos EGSs de analogos de é&cidos
nucleicos no hidrolozables.

e Determinar si existen alguno de los EGSs de analag@e acidos nucleicos no hidrolizables por
nucleasas es capaz de cortar el ARNm deac(6°)-1b in vitro.

e Inwestigar si alguno de los EGS disefiados in vitrpodia silenciar exitosamente el gen in vivo. En
caso de lograrlo determinar si el mecanismo in vivdepende de la actividad de la ARNasaP.
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CAPITULO 3:
Dispersion del geruac(6’)-1b

RESULTADOS & CONCLUSIONES

1. Integron InV117:

Como se explicé anteriormentaic(6’)-Ib se hallé en los transposones Tn1331 y Tn1331.2
(M E Tolmasky 2000) asi como en los integrones InS21, 1133¥5 (S. M. Arduino et al.
2002; J. Di Conza et al. 2002; Power et al. 2005) en aislamientoged&o pais. Los tres
integrones poseen el mismo arreglo de genes de resisteemti®@ de sus partes variables
entre el 5’CS y el 3°CS y entre el 3°CS y el 3°’CS2 del integron complejo. Sin embargo, no
existia informacion respecto a posibles elementos genétismdacilitaran su dispersion a
nivel molecular. InV117, incluido en el plasmido conjugativo pAS1 de unos 150 Kgdapos
el mismo arreglo de casetes de genes de resisteaoiindcrobianos. Dicho plasmido fue
transferido exitosamente por conjugacion desde su hospedadoab¥igiholerae M1516 a
E.coli donde se mantuvo en forma estable. Resultados prelim{@ar&sSoler Bistué 2005)
sugerian una asociacion fisica entre InV117 y genes dgptrsinidn. Dicha asociacion era
similar a la del integron In34 alojado en el plasmido pRMH#Gihde los genes de la
transposasa y recombinasa del transposon replicativo Tnl1686csentran rio arriba del
integron In34 (Sr Partridge & Rm Hall 20043¢ intent6 determinar los extremos 5’ y 3’ de

este posible transposon.

a. Determinacion de los extremos del posible transposon asociado a InV117:

Al analizar los genes tnpAy tnpR adyacentes a InV117 mediante B,A8Tdetermind que
la secuencia de la base de datos con mayor similitucespamdia a tnpes Y tnpRsgs 10S
genes homonimos del plasmido pRMH760 identificado en un aésdonaustraliano de
Klebsiella pneumoniae (Partridge & Hall 2003; Partridge et al. 2@@adtridge & Hall 2004).
Por lo tanto, se disefiaron cebadores de acuerdo a la secdémunible del plasmido
pRMH760. Las reacciones de PCR generaron productos de acutadwméb esperado para
una estructura genética similar a pRMH760. Los ampl&obéenidos fueron secuenciados
(Tabla 3.1). Al igual que en pRMH760, rio arriba de InV117 se émcaodificada la

transposasa de Tnl1696. Su repeticion invertida (RI) estaba inté@aupgy un transposén de
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la subfamilia 1IS1111 y de la familia del IS110 (Mahillon & M Chand@98; Rm Hall & Sr
Partridge 2003): 1S4321.

Tabla 3.1 : amplicones disefiados para resolver la secuencia del extremo 5’ de InV117

Regidn amplificada

Fragmento

esperado (pb)

Producto obtenido

(Kpb)

Cebadores empleados

1S4321 —tnpAises 1148 1,1 ShotIn34_In5 - Shotin34_out3
1S4321 —tnpA 696 984 1 ISL_2R—ISL_2F
1S4321 —tnpAises 1403 1,4 ISL_2R—ISL_3F
1S4321 —tnpA 695 918 0,9 ISL_3R—ISL_4F
1S4321 1670 1,7 ISL_2R—ISL_4F

A continuacion, se intentdé determinar la secuencia ar&cha del integron para determinar
el extremo del posible transposon. Los ejemplos mas pareciohdsl17 en la bibliografia
sugerian que el integron podia encontrarse en un coniexlar @l In4 o bien similar al de
los integrones In5 e In2 que estan incluidos en Tn21rigRge et al. 2002; Partridge & Hall
2003; Partridge et al. 2001 y ver Figura 3.1). Por lo tanto, se agaseitebadores
complementarios a zonas rio abajo del integron In5 e In2 de (ISR326, 1S1353, los genes
tni y el operdn mer) o bien a zonas complementariassd0BA como en el caso de In4
(Partridge et al. 2002; Partridge & Hall 2003; Partridgale2001; Partridge & Hall 2004;
Canton et al. 2006). Se exploraron estas posibilidades extelmo derecho mediante
cartografia por PCR de acuerdo a la Figura 3.1, empleand@basiares indicados en la
Tabla 3.2.

formacion de producto de amplificacion del tamafio esperadongona de las reacciones

Al menos en las condiciones experimentaleayasas, no se observd la

realizadas para determinar el extremo derecho del transposon.

Tabla 3.2 : amplicones disefados para resolver la secuencia del extremo 3’ de InV117

Regidn amplificada

Fragmento Producto obtenido

Cebadores empleados

orf5v117 - 1S1326

esperado (Kpb)

2,7

(Kpb)

Orf5out3’ —1S1326revb

1S1326

1,7

[S13260ut3 —1S1326rev

1S1326 —tniB

2,9

IS13260ut3 — TniBrev
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tniB—Tn4352 2,9 - TniBFwd —Tn4352Brev
Tn4352 — tniA 2,3 - Tn4352B — TniArev
tniA —urf2 1,35 - TniAout3 —urf2out5
tniA —merE 1,8 - TniAout3 — MerERev
tniB 0,5 - TniBfwd —TniRev
0rfSivi17 — urf2 10,4 . OrfSout3’ - urf2out5
orf5,w117 - merE 10,9 - Orf5o0ut3’ - MerERev
1S6100 1,7 0,3 1S6100f — 1S6100r
orf5,wv117 — 156100 3,5 0,6 Vins21rev - 1S6100r

Casi simultaneamente a la obtencion y publicacion ttes essultados, Rafael Canton y
colaboradores publicaron un estudio complementario a m@stgecto. Estos autores
describieron al integrén In117 con un arreglo diferente de geneta zona variable
adyacente a la integrasa pero con una secuencia 100% idéntica al In35 a partir del 3°CS1

hasta el 3’CS2, que incluye a blacrx-m2. En este caso In117 estuvo asociado a un elemento
similar a Tn21 de manera analoga a la que planteamosnoefogramos hallar (Rafael
Canton et al. 2006). Esto sugeriria que rio abajo del InV117gpbdber una estructura

similar a la del Tn21 que no pudo ser hallada con nuestra megéolo

Antes de continuar el andlisis de la secuencia, searslel plasmido pAS1, donde se aloja
InV117, no habria sufrido rearreglos genéticos durante su pbesje V.cholerae M1516 a
E.coli M3099. Con este fin, se realizé una cartografia por P@iReando como molde
extractos de ambas bacterias. Se realizaron cinco reazciereCR. Los pares de cebadores
empleados fueron, Shotln34 out3Shotln34In5, ISL2R-ISL2F, InsB3-InsB5, InsB7 - InsB
antisense y Ins B9 InsA out3 (ver Capitulo 6). Los amplicones coincidieron ebtamario

esperado en ambos microorganismos, desechandose entonces la posibilidadode camb

Conclusiones: InV117 es un integron que aloja los genes dsistencia a antibidticos
clinicamente relevantesaac(6’)-Ib y blactx.m-2 que esta asociado a su izquierda a genes
de transposicion de Tn1696 e 1S4321.
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Figura 3.1: estructura hipotética de la regién rio abajo diegron InVV117. Se detalla la posicién de los
primers disefiados para las reacciones de PCR ddasira cartografiar la region.

b. Analisis de la secuencia obtenida de InV117 y zonas circundantes.

Se obtuvieron 127 cromatogramas correspondientes a 64 sesuencleotidicas de la
cadena 5 y 63 de la 3’. Con estas secuencias se ensambld una secuencia de 15,723 pb con
una cobertura de 5X (78,479 bases leidas). Los datos obtenidos se depo stEaneBamk,
DQ310703. La secuencia completa permitid confirmar la presencialglug codifica para
la B-lactamasa CTX-M-2 y una copia del gar(6°)-Ib como casete de un integron con su
locus attC usual (M E Tolmasky 2000). El analisis de secuerms&raba tres posibles sitios
de inicio de la traduccion para este gen. Para resedterambigiiedad se clon6 el gen en el
vector de expresion pT7-5, generandose el plasmido pFC77en®iargo, luego de la
induccion con IPTG sélo se observaron bajos niveles de la @aaiextractos provenientes
de cultivos en medio minimo M9 o rico LB. Como otra alternativa, el gecidnado con su
promotor natural en el vector pGEM-T-easy generandose easplasmido pFC9.
Experimentos de Western bloy ensayos de CIM de Ak mostraron que AAC(6°)-Ib es
producida en altos niveles desde su promotor, en células de Bl (pFC9). Luego de
someter el extracto de proteinas a PAGE, las proteiaasnftransferidas a una membrana
de fluoruro de polivinilideno (PDFV) y el extremo N-termideal la proteina correspondiente

a AAC(6’)-Ib fue determinado por microsecuenciacion por el servicioAlALS-PRO. La
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secuencia obtenida fue MLRSSKTKLGITKY diferente a otrasiavées descriptas (ver
Figura 3.2). Las variantes de AAC(6’)-l1b son por lejos las mas prevalentes dentro de las
AAC(6’) tipo I en bacterias Gram negativas (Vakulenko & Mobashery 2003; M E Tolmasky
2000; Pourreza et al. 2005). La alta flexibilidad observada extreh@ N-terminal de la
proteina podria ser un factor importante en esta predonanalicica, dado que pone la
actividad enzimatica a resguardo de eventos de recombinaggitima que puedan ocurrir

en eventos como la integracion del casete.

El analisis de la secuencia nucleotidica en el entormétige de blarx-w2 Y aac(6’)-1b
mostré la presencia del integron tipo 1 que aloja un ISCR1 (&wlexnal. 2006; T. R. Walsh
2006) InV117 muy relacionado a In35, InS21 e In116 (S. M. Arduino. 08PR; J. Di
Conza et al. 2002; Eckert et al. 2006; Power et al. 2005). El alinatardie InV117 con las
regiones secuenciadas de estos tres integrones mostideatidad de 99.98%, 99.88% y
99.86% respectivamente, lo cual muestra un origen comin muy cercha®. pocas
diferencias existentes se deben a mutaciones puntuales. adrarda detallado de la
estructura del integron, la superposicion de los cuatro imegrg un grafico de % G+C se
muestran en la Figura 3.3. Dado que los cuatro integronesepesvide plasmidos de

diferentes, estos resultados realzan la importancia deteazar las estructuras genéticas

<
Ve M1516 | m=mccsssccsssccssscscssccssssss==== MLRSS KTKLG- ITKYS IVINSNDSVTLRLMTEHDLAMLY EWLNRSHIVEWWGG

¥11947 | s M KTKLG- ITKYSIV VTLRLMTEHDLAMLYEWLNRSHIVEWWGG
XBO32L | s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e MLYEWLNRSHIVEWHGG
¥11948 MRSRNWSRTL! VAVFMACYDCFFVQ SKQQARYAVGRCLMLI DVTQ ITKYSIVINSNDSVTLRLMTEHDLAMLYEWLNRSHIVQWWGG
¥11947 HP.SRN'WSR!LTERSGGNGM)‘AU'FM.RCYDCFFVQSMPRASKQQRR!AVGRCLMLN’S5H’D‘V‘I‘QQGSRP!('IKLGRMKTKLG1Tl(!SIVTNSTDSVTLMEHDLMYEHLWSHIVEWWGG
AF043381 ITKYSIVINSNDSVTLRLMTEHDLAMLYEWLNRSHIVEWWGG
AY136758 NTIHINSNDSVTLRLMTEHDLAMLYEWLNRSHIVEWWGG
U095 | = e e e e e e e e e e e e e e e ] MTEHDLAMLYEWLNRSHIVEWWGG
AY103455 | mmmmmmmm e e e e KN e TIHSIVINSNDSVTLRLMTEHDLAMLYEWLNRSHIVEWWGG
AF207065 NSNDSVTLRLMTEHDLAMLYEWLNRSHIVEWWGG
AF479774 ITKYSIVINSNDSVTLRLMTEHDLAMLYEWLNRSHIVEWWGG
Hrrrkarrnrrn vrww
Vc M1516 EEARPTLADVQEQYLPSVLAQESVTPYIAMLNGEP IGYAQS YVALGSGDGWWEEETDPGVRGI DQLLANASQLGKGLGTKLVRALVELLFNDPEVTKIQTDPSPSNLRAIRCYEKAGFER
¥11947 EEARPTLADVQEQYLPSVLAQESVTPYIAMLNGEP IGYAQS YVALGSGDGWWEEETDPGVRGIDQSLANASQLGKGLGTRLVRALVELLFNDPEVTKIQTDPSPSNLRAIRSYEKAGFER
X60321 EEARPTLADVQEQYLPSVLAQESVTPYIAMLNGEPIGYAQSYVALGSGDGWWEEETDPGVRGIDQLLANASQLGKGLGTKLVRALVELLFNDPEVTKIQTDPSPSNLRAIRCYEKAGFER
¥11948 EEARPTLADVQEQYLPSVLAQESVIPYIAMLNGEPIGYAQSYVALGSGDGWWEEETDPGVRGIDQSLANAAQLGKGLGTKLVRALVELLFNDPEVTKIQTDPSPSNLRAIRCYEKAGFER
¥11947 EEARPTLADVQEQYLPSVLAQESVTPYIAMLNGEPIGYAQSYVALGSGDGWWEEETDPGVRGIDQSLANASQLGKGLGTRLVRALVELLFNDPEVTKIQTDPSPSNLRAIRSYEKAGFER
AF043381 EEARPTLADVQEQYLPSVLAQESVTPYIAMLNGEPIGYAQSYVALGSGDGWWEEETDPGVRGIDQSLANASQLGKGLGTKLVRALVELLFNDPEVTKIQTDPSPSNLRAIRCYEKAGFER
AY136758 EEARPTLADVQEQYLPSVLAQESVTPYIAMLNGEPIGYAQS YVALGSGDGWWEEETDPGVRGIDLSLANASQLGKGLGTKLVRALVELLFNDPEVTKIQTDPSPSNLRAIRCYEKAGFER
U90945 EEARPTLADVQEQYLPSVLAQESVTPYIAMLNGEPIGYAQSYVALGSGDGWWEEETDPGVRGIDQLLANASQLGKGLGTKLVRALVELLFNDPEVTKIQTDPSPSNLRAIRCYEKAGFER
AY103455 EEARPTLADVQEQYLPSVLAQESVTPYIAMLNGEPIGYAQS YVALGSGDGWWEEETDPGVRGIDQSLANASQLGKGLGTKLVRALVELLFNDPEVTKIQTDPSPSNLRAIRCYEKAGFER
AF207065 EEARPTLADVQEQYLPSVLAQESVTPYIAMLNGEP IGYAQS YVALGSGDGWWEEETDPGVRGI DQLLANASQLGKGLGTKLVRALVELLFNDPEVTKIQTDPSPSNLRAIRCYEKAGFER
AF479774 EEARPTLADVQEQYLPSVLAQESVTPYIAMLNGEP IGYAQS YVALGSGDGWWEEETDPGVRGI DQLLANASQLGKGLGTKLVRALVELLFNDPEVTKIQTDPSPSNLRAIRCYEKAGFER
*******************************************************************************************************************
Ve M1516 QGTVTTPDGPAVYMVQTROAFERTRSDA
¥11947 QGTVTTPDGPAVYMVQTROAFERTRSDA
X60321 QGTVTITPDGPAVYMVOTROAFERTRSDA
¥11948 QGTVTTPDGPAVYMVQTROAFERTRSDA
¥11947 QGTVTTPDGPAVYMVQTROAFERTRSDA
AF043381 QGTVTTPDGPAVYMVQTROAFERTRSDA
AY136758 DGTVTTPDGPAVYMVQTROAFERTRSDA
U90945 2GTVITPDGPAVYMVQTRQAFERTRSDA
AY103455 QGTVITPDGPAVYMVQTRQAFERTRSDA
AF207065 QGTVTTPDGPAVYMVQTROAFERTRSDA
AF479774 QGTVITPDGPAVIMVOTROAFERTRSVA

wwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwww

Figura3.2: Comparacion de las diferentes variantes de AAC(6’)-Ib alineadas mediante Clustalw. A
izquierda se muestran los nimeros de acceso dedagncias comparadas. Los aminoacidos identificad
por secuenciacion de Edman se muestran recuadeadpss.

responsables de su dispersion a nivel molecular como genesspm#iion.
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Como se vio antes, InV117 est4 asociado a un elemento genétecwiplmente movil ya
gue rio arriba de la integrasa, se identificé un moédulo que inclungs gle transposicion que
presenta una gran similitud con el tnpl696, una estructunétige adyacente al In34 del
plasmido pPRMH760 (Sr Partridge & Rm Hall 2004)(Figura 3.3). El modyd 696 incluye
una copia de los genes tngAnpR con su sitio de resolucion y la insercion de 1S4321 en la
Rl izquierda (Sr Partridge & Rm Hall 2004). Mientras daeidentidad entre pAS1 y
pRMH760 en el modulo tnp1696 es del 100%, a la altura del IS43d&tsetaron varias
diferencias. 1S432hs1 Yy el modulo tnpl696 muestran un % GC diferente, 48,6 y 60,6%
respectivamente, lo cual sugiere un origen diferente de asiboentos genéticos (Figura
3.3). Mientras que tnpAst Y tnpRasi son idénticos a tnpAmH7eo Y thPRrmH76e0 1
secuencia de IS43g4s: comparte mayor identidad con otra variante de 1S4321: 1S4avil
(J Parkhill et al. 2001)IS4321,as1 presenta 100% identidad con 1S4g231 y 97% con
1S432,rmH7e0 (Figura 3.3) (Sr Partridge & Rm Hall 2004; Rm Hall & SrtAdge 2003; J
Parkhill et al. 2001). Existen otros ejemplos en los que IS432hcseentra insertado en las
repeticiones invertidas de transposones del tipo de Tnl898os grupos describieron
integrones en los que 1S4321 e IS5075 (ambos miembros de la fi8%il0) se insertan en
las repeticiones invertidas terminales (RITs) de transgsspertenecientes a las familia
Tn501/Tn21 ( Partridge & Hall 2003). El transpos6n compues43Zh del plasmido R751
posee en sus extremos dos copias parecidas pero no idéntidei3fd (1IS4321L e
IS4321R) (Thorsted et al. 1998). 1IS4324: e 1S432}Hcm1 comparten mayor similitud con
IS4321R (99%) que con 1S4321L (96%). Por su lado, ISékardso presenta mayor
identidad con 1IS4321L que con IS4321R. Es destacable glaeestructura del transposon
de pAS1], la secuencia de las RITs de tnpl696 se encuentranmel® por una copia de
IS4321R, mientras que, en todos los casos descriptos hasta ehtmamostraron dentro de
la RIT la insercion de 1S4321L o 1S4321R incompleto (Partridgel&ll 2003). A pesar de
gue la insercion de 1S4321, al estar interrumpiendo RIT, muy peotnabte inactive la
capacidad de transposicion de Tnl696, la habilidad de 1S4321 de te@oastRIT por
escision precisa (Partridge & Hall 2003) deberia serzdpaevertir esta inactivacion. Al
comparar las secuencias nucleotidicas de [S#A8211S432%rmH760 € 1S432}r751 Se
observan algunas diferencias. 1S431e 1S4323rmH760 MoOStraron un 97.1% de identidad
a nivelde secuencia. Esta diferencia del 2,9% se debe a 38 mutacioneequiuaien 33
de estas 38 se localizan en el gen tnpA 'y la mayorialate il generan un cambio en un
residuo aminoacidico (Figura 3.4). También se observo un alto geanconservacion de la

estructura primaria cuando se compararon las secuencia®tiulicies de 1IS432hs1 €
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Figura 3.3. Estructura genética de InV117 y su region adyacdmtefigura muestra los genes y otr
elementos hallados en el fragmento de pAS1 se@mmc Las flechas denotan genes en su sentid
transcripcion. En negro se sefalan los genescalingnte relevantesac(6’)-Ib y blactx.m2. Las barras
verticales grises y negras sefialan sitios attG\Rla El 6valo gris muestra el sitio attl. Lasiogges mas
relevantes fueron agrupadas de acuerdo a su no@BRelISCR1 VR, region variable, 5°-CS, secuencig
constante en 5°; 3’-CS, secuencia constante en 3’ . Las flechas dobles muestran el grado de identidad
elementos especificados. Las barras grises delestaonas secuenciadas para InS21, In35 e InAlGjo
se muestra el grafico de GC% para toda la regiba.muestra el valor medio de GC calculado para ¢
region entre las lineas punteadas.
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IS4321RRr751 (99.69% de identidad) 0 IS432%; e 1IS4321kr751(97.01% de identidad). De
hecho, es notable que los pocos cambios de aminoacido encontradodae diferentes
versiones de las transposasas no ocurrieron en lasomesicdltamente conservadas dentro
de las proteinas de esta subfamilia de transposasas (Figura 3.4pbEstaaciones sugieren
que la transposasa de 1S43&1 es probablemente funcional y apoya la posibilidad de que
las RIT se regenen por la escision precisa de IS4gR1Alernativamente, se ha propuesto
gue las transposasas de la familia del Tn21 podrian reconoesttri®sios de 1IS4321 y como
consecuencia, cuando 1S4321 se inserta en los extremos dmnsposon de la familia del
Tn21, podrian promover la transposicion de todo el elemento juBt321 (Thorsted et al.
1998). Si este fuera el caso, toda la estructura incluyendo ellonttpl1696 e InV117,
podrian potencialmente ser capaces de transponer. SBlae@seructura ya se encuentra en
un replicon de amplio rango de hospedador, que al menos vakgstebacteriaciae hasta
Vibrionaceae, la capacidad de dispersion a nivel moleculperkitiria el pasaje a otros
replicones con diferente rango de huésped. De este modo, genes elibcamy relevantes
como aac(6’)-1b y blacTxm-2 tienen un enorme potencial de diseminacion entre paiégen
Por otro lado, poblaciones de Vibrio cholerae podrian servir como resgpanai estos genes
en pAS1 o integrados como casetes en los dos “superintegrones” presentes en su genoma (T.

R. Walsh 2006; Didier Mazel 2006).

Conclusiones: el analisis del extremo aminoterminal de AAC(6’)-1b mostrd la presencia
de una nueva variante del gen. La variabilidad existente suge una flexibilidad en el
N-terminal que facilitaria la dispersion del gen. Por otrdado, InV117 mostré muy alta
identidad con integrones como In35, InS21 e In116 identificadosn Argentina. Esto
indica origen muy cercano y ademas prueba la amplia disemingan de este integrén.
El médulo tnpl696 codifica una trasposasa y resolvasa aparente mergetivas con su
sitio de res intacto. A pesar de tener la RIT interrumpi@ por un IS4321R, este podria
escindirse reconstituyendo el sitio o bien podria sereconocido directamente por la
transposasa del modulo thpl696. Todas estas observaciones ingglicque InV117
podria estar alojado en un transposén que facilita su digpsidon a nivel molecular
explicando la alta dispersion de este integrén en la region.Por otro lado, Vibrio
cholerae podria ser un reservorio deaac(6’)-1b y blactxm2 Yy participar en su

diseminacion.
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Figura 3.4: Alineamiento de la secuencia aminoacidica deikesethtes variantes de TnpA presentes en
IS4321Ry as1, 1S4321RyR751, 1S432 1 prMtreo € ISA321Lhr751. Las diferencias respecto a pAS1 se marcan e
letras blancas en fondo negro. En gris se marcareliduos altamente conservados en las transgaiada
familia ISL111. Las flechas marcan posiciones con codonesdifes.

2. Diseminacion de Tn1331.2 a nivel celular: secuenciaciony analisis ddprl:

Originalmenteaac(6’)-lb fue identificado dentro del transposén Tnl331 que se encuentra
incluido en el plasmido pJHCMWL1 (Woloj et al. 1986; M E Tddkaet al. 1986; M E
Tolmasky & J. H. Crosa 1987). Este replicdn fue secuenciado compie¢aatee nié ndose el
“esqueleto” del plasmido que permitié explicar la dispersion de estos genes de resistencia a

nivel celular (Renee Sarno et al. 2002). El transpd$d831.2 que también aloja los genes

aac(6’)-1b, aadA, oxay blargw-1 clinicamente relevantes, es el determinante de res@s&enc
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antibidéticos del plasmido pMET1 (M E Tolmasky et al. 1988). mGose menciond
previamente (ver Capitulo 2: Antecedentes y Objetivos), Tn138drRiene respecto a

Tnl331, una duplicacion de los genes de resistencia a awfiainosaac(6’)-1b, aadA 'y

Tn1331.2
repA
Ny
aac(6’)-lb
aadA 2 ,/"-—“ ﬁty/”

oas @ genes
4 - -
aac®)}b @ 4 virB/pliX

aadA ’ :" ’

oxa-9 t t
pCRY

bla
"‘“ 21,742bp

Figura 3.5: Mapa genético de pMET1 y comparacién con el pldsmpiCRY. Se comparan lo
mapas genéticos de ambos elementos mostrandoséasalegiones homélogas. Las flech
indican la localizacion y orientaciéon de los ORREentificados. Sus posibles funciones
muestran de acuerdo al siguiente cédigo de colémmvrillo: movilizacion; verde: replicacion
y particién; rojo: resistencia a antibiéticos; etd: SST4; azul: transposicion; gris: desconoc
Dado que pCRY es menora pMET1, se agreg6 unapineteada para llenar la brecha.

oxa-9. Otros plasmidos con esta misma duplicacibn de lesndeantes de resistencia
también fueron descritos en otras regiones de la Arge(Rna. Chamorro et al. 1990).
Nos propusimos determinar los elementos responsables dep&&sibn a nivel celular de
Tnl331.2 fue caracterizado, no se conocia el resto del plasmido su dapacidad de
dispersion a nivel celular. Por lo tanto, el plasmido pMETIs&&ienciado completamente
y analizado por metodos informaticos.

Los electrofenogramas obtenidos en las reacciones densemign permitieron ensamblar
una secuencia Unica de 41,723 nucledtidos que fue depositada eBadereU383016. El
pldsmido pMETL1 incluye una region de replicacion, un sistenseckecion tipo IV (SST4),
un sistema de particion y como ya se habia descripto, el Tn1@# .idcluye dos genes que
codifican para enzimas modificadoras de aminoglicésidos y dus de p-lactamasas. La
Figura 3.2.1 y la Tabla 3.4 resumen las caracteristicas gesheellreplicon incluyendo las
funciones predichas de cada uno de los productos de los maiedssatie lectura (ORFs)
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identificados en base a la comparacién de la secuamii@acidica correspondiente con las

proteinas depositadas en la base de datos mediante BLASTX.

Tabla 3.4 : ORFs identificados en pMET1

: No. de
Proteina Identidad
S Mayor similitud acceso en
Posicion (aa) /Sim"itud GenBank
1.387- 45 Posible proteina RepA
1 1.674 238 [PCRY, Yersinia pestis 2e-119 NP_995415
: . . 89/95
biovar Microtus str.
91001]
2.198- 42.6 Posible regulador
1.839 transcripcional [pCRY,
2 118 . P . [P 2e-42 72/84 NP_995417
Yersinia pestis biovar
Microtus str. 91001]
2.451- 48.7 Antiterminador de la
3 2.906 151 transcripacion [pCRY, 90-83 99/100 NP_995418
Yersinia pestis biovar
Microtus str. 91001]
3.534- 57.3 VirB1 componente de un
4244 SST4 [pCRY, Yersinia
4 236 o . 2e-132 99/99 NP_995421
pestis biovar Microtus
str.91001]
4.241- 56.2 VirB2 componente de un
4.546 SST4 [pCRY, Yersinia
5 101 I . 9e-31 98/99 NP_995422
pestis biovar Microtus
str.91001]
4.559- 52.8 Proteina tipo Pilx3-
6 7.297 912 4/VirB3-4[Escherichia 0.0 99/100 AAP70302
coli]
7.316- 49.2 Componente VirB5 de un
8.026 SST4 [pCRY, Yersinia
7 236 L . 2e-98 84/90 NP_995424
pestis biovar Microtus
str.91001]
8.275- 46.4 Componente VirB6 de un
9.351 SST4 [pCRY, Yersinia
8 358 I . le-155 87/95 NP_995426
pestis biovar Microtus
str.91001]
9.620- 55.4 Componente VirB8 de un
9 1.0255 211 SST4 [pCRY, Yersinia 4e-105 99/100 NP_995427
pestis biovar Microtus
str.91001]
10 10.252- 56.9 302 Componente VirB9 deun | 1e-170 99/100 NP_995428
SST4 [pCRY, Yersinia
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11.160 pestis biovar Microtus
str.91001]
11.201- 57.4 Componente VirB10 de
12.475 un SST4 [pCRY, Yersinia
11 424 L . 0.0 96/97 NP_995429
pestis biovarMicrotus
str.91001]
12.465- 47.6 Componente VirB11 de
12 13.490 341 un SST4 [pCRY, Yersinia 0.0 99/100 NP_995430
pestis biovar Microtus
str.91001].
13.487- 46.5 Proteina hipotética
13 13.885 132 YP_pCRY17 [pCRY, 8e-73 98/100 NP_995431
Yersinia pestis biovar
Microtus str. 91001]
13.921- 424 Proteina hipotética
14 14.226 101 YP_pCRY18 [pCRY, 3e-52 99/99 NP_995432
Yersinia pestis biovar
Microtus str. 91001]
14.251- 40 Posible remanente de
proteina dopa
15 14:565 104 decarboxilasa [Yersinia 8e-41 96/97 NP_995433
pestis biovar Microtus
str.91001]
15.331- 39.8 Posible proteina de
17.082 movilizacién MobB
16 583 [PCRY, Yersinia pestis 0.0 99/99 NP_995436
biovar Microtus str.
91001]
17.079- | 48.7 Posible proteina de
17 | 17846 255 movilizacion MobC | 5 /) | 99/100 | NP_995437
[pCRY, Yersinia pestis
biovar Microtus str.
91001]
17.949- 54.2 Posible endonucleasa
18 18.749 168 [pK245, Klebsiella 2e-54 62/76 ABG56794
pneumoniae])
19.631- 53.3 Proteina antirrestriccion
19 18.663 320 ArdC [p29930, Yersinia 3e-152 86/92 CAD>8578.
enterocolitica)
20 e »7 112 Ilrrcr’mt:tlrl;;z;::'()tze;;c; 39/86 ZP_007333
20351 [Alkaliphilus 2e-14 58
metalliredigenes QY MF]
20.348- 31.1 Proteina hipotética
21 20.680 111 AmetDRAFT_2972 505 43/60 ZP_007999
[Alkaliphilus 58
metalliredigenes QYMF]
21.353- 45.8 Regulador
22 21.057 9 transcriptional 5e-34 72/86 CAH19146
[Escherichia coli]
21.706- 47.8 Proteina hipotética
23 21.356 117 [Escherichia coli] le-43 71/84 CAH19145
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22.100- 45.8 Proteina de particion del
24 22.717 206 plasmido ParF [p29930, 3e-84 77/90 CAD58556
Yersinia enterocolitica]
22.772- 473 Proteina de particion del
25 23.011 79 plasmido ParG[p29930, 9e-16 53/70 CAD58557
Yersinia entero colitical
26 24.886- 46.8 417 Proteina hipotéti.ca. 59/74 ZP
23.633 V12B01_09786 [Vibrio 6e-134 00991171
splendidus 12B01]
- 24.890- | 46.6 675 Proteina hipotéti.ca. 73/84 ZP
26.905 V12B01_09791 [Vibrio 0.0 00991172
splendidus 12B01]
)8 29.632- 454 892 Proteina hipotéti‘ca' 67/80 ZP
26.948 V12B01_09796 [Vibrio 0.0 00991173
splendidus 12B01]
30.731- 50.3 Precursor de beta-
29 29871 286 lactamasa (TEM-1) 2e-152 100/100 NP 608310
[pJHCMW1, Tn1331,
Klebsiella pneumoniae]
32.270- 50.3 Precursor de beta-
30 31.431 279 lactamasa 1e-157 100/100 NP 608309
(Penicillinasa)
(Oxacillinasa) (OXA-9)
33.103- 53.6 Adenililtranferasa
31 32.315 262 [pJHCMW1, Th1331, 6e-145 99/100 NP 608308
Klebsiella pneumoniae])
33.778- 54.1 Aminoglicésido 6'-N-
33.173 acetiltransferasa Ib
32 201 (AAC(E')-1b) [pJHCMWL, | ) 0o 100/100 NP 608307
Tn1331, Klebsiella
pneumoniae])
35.317- 50.3 Precursor de beta-
34.478 lactamasa (Oxacillinasa,
33 279 OXA-9) [pJHCMW]1, 1e-157 100/100 NP 608309
Tn1331, Klebsiella
pneumoniae]
36.150- 53.6 Adenililtranferasa
35.362 [pPJHCMW1, Tn1331,
34 262 Klebsiella pneumoniae] | ge.145 99/100 NP 608308
36.825- 54.1 Aminoglicésido 6'-N-
36.220 acetiltransferasa Ib
35 201 (AAC(6’)-1b) [pJHCMW1, le-112 100/100 NP 608307

Tn1331, Klebsiella

pneumoniae]
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37.565- 543 Resolvasa [pJHCMW1,
36 37.008 185 Tn1331, Klebsiella 2e-95 99/100 NP 608306
pneumoniae]
37.694- 51.8 Transposasa [pJHCMW1,
37 40.732 1015 Tn1331, Klebsiella 0.0 100/100 NP 608305
pneumoniae]
41.223- 52.7 Regulador
40.942 transcripcional predicho
38 93 [PCRY, Yersinia pestis | ;. 55 | 100/100 | \p 995443
biovar Microtus str.
91001]
41.157- 52.1 Proteina hipotética
39 120 YPTp.CRY3O'[pC.RY, 97/98
41516 Yersinia pestis biovar le-50 NP 995444
Microtus str. 91001]
41.545- 53 Proteina hipotética
40 41.204 107 plu0442 [Fhotorhabdus 2627 60/73 NP 927795
luminescens
subsp.laumondii TTO1]

a. Estudio de la replicacién de pMET1
El andlisis por BLASTn mostré una region de pMET1 con aitéligud al plasmido criptico
de Yersinia pestis 91001 pCRY (Song et al. 2004) (mostrado esquematicamlarfegera
3.5). Esta similitud no presentd una cobertura del 100% sinolzpuieaba una region de
17.860 pb con un 44% de cobertura. En esta zona se incluyen dos grupesede
importantes: los relacionados con la replicacién dedmildo (repA) y aquellos relacionados
con la conjugacion del plasmido (SST4 y genes mob). Lossgerecionados con la
transferencia horizontal por conjugacién presentaron aslesimilitud con ICEs de cepas
patdgenas de Klebsiella pneumoniaEscherichia coli (ver mas adelante). Sin embargo, la
region que contiene los genes posiblemente involucradds eaplicacion (1-4.244) sélo
mostré homologia con el pldsmido criptico pCRY (AE017044) dsinda pestis (Figuras
3.5y 3.6A). Esta region incluye dos segmentos de ADN ricos ejud al ORF1, al que
llamamos repA. La secuencia aminoacidica de este ORB%sdéntica y 95% similar al
posible RepA codificado en pCRY (Figura 3.6B). RepA presentd alesindilitudes
menores pero significativas con otras proteinas de replicatd plasmidos aislados de
Buchnera aphidicola(Pérez-Brocal et al. 2006; van Ham et al. 1997) y de Yersinia
enterocolitca (pYVe227, GenBank NC_002120).
Para identificar funcionalmente la region de replicaciérpMET1, se eligieron tres de los
clones empleados en el proyecto de secuenciacion deligghde manera tal que cubrieran

diferentes partes de la secuencia que incluia los dos psin@Ri-s del plasmido. Se
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seleccionaron entonces los fragmentos 12, 34 y 45 (situadametegadas 41.298-1.655,
522-2.039 y 1-2.039 respectivamente) (Fig. 3.6). Los tres fragmentos mausepA, sin

Contenido de GC (%)

75%

A 7\(\ e
W o M
s0% N 'l & ;‘m‘ Vg WA
K\H \ /\/ UJ\ ¥ Colonias Kan" Colonias Amp"®
W tras la ligacion tras la ligacién
25% al casete de aph a pCR2.1
41,298 1 522 1,655 2,038
PMET1 = : ! repA : ORF2 Wi PolA
Fragmento 12| | + + +
Fragmento 34 | - + -
Fragmento 45 | + + +
B Comparacion de la secuencia aminoacidica de RepA

Idendidad = 212/237 (89%)
Positivos = 226/237 (95%])

PMETL 1 MRAGVTDKSLSLKSPASPTGIAKQSPCYNVASRRRRRFLNRWIKSLATEAGRIKIEKNELR
MRAGVTDKSLSLKS SPTG+AKQSPCYNVASREKRRRFLNRWIKSLATEAGRIKIKNELR
pCRY 1 MRAGVTDKSLSLKSSVSPTGVAKQSPCYNVASRKRRRFLNRWIKSLATEAGRIKIEKNELR

PMET1L 61 RRIRHNKYWVNEANKYGIETLCELMLAIFDDLDLRDWQTRENLETLSDRAGLSTRSDAGN
RRIRHNKYWVNEANK+G+E LCELMLAI DDLDLRDWQT HNLETL+DRAGL+TRSDAG+
PCRY 61 RRIRHNKYWVNEANKFGLEALCELMLAILDDLDLRDWQTIHNLETLADRAGLTTRSDAGH

PMET1 121 KSVSRASNGCDRLVWLDAIITEKAAFNPYDARCACKHIEVTEDFFAILGVPLEQVYRERA
KS+SRAS GCDRL WL+AII+EKA FNPYDARCACKHIEVTEDFFAILG+PLEQVYRERA
PCRY 121 KSISRASRGCDRLSWLNAIISEKAPFNPYDARCACKHIEVTEDFFAILGIPLEKQVYRERA

pPMET1 181 RLLKADPNEIISSGDVRLIAIRVENWTRKAAAGLARMKAKREVARQRKQEYYSLTFA
RLLKA+P EIISSGDVRLIAI+VENWTRKAAAGLARMKA+R+ ARQRKQEYYS TFA
pCRY 181 RLLEKANPEEIISSGDVRLIAIKVENWTRKAAAGLARMKARRDAARQRKQEYYSPTFA

Figura 3.6: A. Se muestra un mapa genético de la region decasmdin de pMET1 y su gréficq
de contenido de GC. Los clones recombinantes fuarbtenidos por insercién de Ig
fragmentos indicados en el vector pCR2.1 o biemdm ligados al fragmento con el casete 4
del vector pUC4K. La capacidad de ser mantenidos en E.coli wt o en E.coli C2110 (p9lA
se denota con + 6 respectivamente. La capacidad de los fragmemdisados ligados a
casete de resistendaghdel plasmido pUC4K de generar colonias resisteatkanamicina en|
células E. coli wt también se denota con + 6B.. Comparaciéon mediante BLASTp de I
secuencias aminoacidicas de las RepA codificad@@viET1 y pCRY.

embargo, el 12 incluye las dos zonas ricas en AT, 45 sOlodgprama a ORF1 y 34 no
incluye a ninguna de las dos zonas. Los segmentos seleccioraligsren a un gen de
resistencia a kanamicina para luego transformar E.colildersl antibiotico. Sélo se
obtuvieron colonias resistentes cuando los clones recombinaciigign los fragmentos 12 6
45 (Fig. 3.6A).

Los resultados se confirmaron clonando los tres fragmentopCRR.1 e intentando
transformar la cepa E.coli C2110 deficiente en la ADN polimdrgsalA’). Se observo, que
en un contexto genético silvestre, los tres plasmidos eqaactes de replicar y mantenerse.
Por el contrario, en el contexto polA de E.coli C2110 solo los slseeombinantes que

incluian los fragmentos 12 0 45 podian ser mantenidos estabdemEintlon recombinante
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que porta el fragmento 34 era incapaz de replicar en aaisgmda ADN polimerasa | (Fig.
3.6A). Por lo tanto, los resultados de ambos experimentos definargian de replicacion
que va desde el nucleétido 1 hasta el 1655. Esta region incluye dderistiegs esenciales:
i) un ORF completo, llamado repA, y i) una regidon rica en AT dasg@osiciones 1 y la 522
(Fig. 3.6A). Esta ultima seguramente incluye el locus ori. e nos parecio destacable
gue estas dos caracteristicas estan conservadas egidla de replicacion de pCRY: la
secuencia rica en AT esta presente dado que su perbintienddo de GC que es idéntico al
de pMET1; RepA, como ya se menciond antes, muestra urd@58tmilitud y un 89% de
identidad con el producto del ORF identificado en pMETH.(Bi6B). Por otro lado, la
identidad total a nivel nucleotidico entre pMET1 y pCRY i@ locus es del 90%. Estas

observaciones sugieren que pMET1 podria replicar en bacterias del §ér&nia.

Conclusiones: la secuenciacion completa del plasmido pMET(41.723 pb) que porta
Tn1331.2 y su analisis permitié6 determinar que dicho plasmido laérga 41 ORF. Una
region de unos 18 Kpb del plasmido muestra una alta similidicon pCRY de Yersinia
pestis. Esta zona comprende genes de un SST4 y genesegiicacion. Se identificod la
zona de inicio de replicacion de pMET1 que incluye algen repA y una region rica en
AT adyacente y conservada en pCRY. Esto sugiere fuertemenque pMETL seria

capaz de replicar en Y.pestis.

b. Analisis del posible “centromero” para la particion de pMET1
El plasmido pMET1 incluye un posible locus de particibn que posee una @g@anigimilar
a la del plasmido pTP228, también conocido como locus parFGIgBarFinbarr Hayes
2003). La region de particion de pMETL abarca los nucledtidos 22. ZR04M e incluye
dos ORFs (ORF25 y ORF26, Tabla 3.4, Figura 3.5) que codifican doginastcon alta
similitud a ParF y ParG. El homologo a ParF tiene 205@midos muestra una similitud
significativa con numerosas proteinas pertenecientes atupabth de la superfamilia de
ParA que se relaciona al subgrupo de proteinas de divisitular MinD (F Hayes 2000;
Bignell & C M Thomas 2001; Mgller-Jensen et al. 2000). Lastefmas con maxima
similitud e identidad con ParF de pMET1 estan codificadas ppildemido criptico de
Y.enterocolitica, p29930 (Strauch et al. 2003) (90% de similitud y 77%ledgidad), el
plasmido de multirresistencia pTP228 de Salmonella entericap.sibrgerica serovar
Newport (Barilla & Finbarr Hayes 2003) (87% de similitud y 72% idientidad), y el
plasmido pEA29 de Erwinia amylovora Ea88 (McGhee & Jones 2@30% (e similitud y
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73% de identidad). A diferencia de ParF, la proteina ParG d&pNene homdlogos sélo
en p29930 (70% de similitud y 53% de identidad), pTP228 (71% de sdnilit8% de
identidad) y pEA29 (68% de similitud y 51% de identidad). Tagles son generalmente
consideradas como proteinas tipo ParB. ParG de pTP228 actdaucodimero, y puede
interactuar de manera secuencia especifica con repescibirectas situadas rio arriba de
parF, en un locus conocido como parH, estimulando la hidrélisi&Td® por ParF y
modulando la polimerizacion de ParF (Barilla et al. 2005). Ademas, etalthe ParG se une
a un operador y actlas as como autorregulador del operén parFé&s (&darilla 2006h)
Se han determinado estructuras de las proteinas tipo Pea8 @@en complejo con ADN
(Schumacher et al. 2007; Weihofen et al. 2006; Golovanov 20@38). En otros plasmidos,
se identificaron homblogos a ParF pero que incluyen peste@que serian analogos
funcionales pero heter6logas a ParG. El complejo nuclesippotjue forman las proteinas
del tipo ParB con el locus parH del plasmido ha sido reciemtmlamado segregosoma y
es importante para asegurar una particion equitativa deoksutas plasmidicas (Hayes &
Barilla, 2006; Hayes & Batrilla, 2006b).

Conclusiones: la region de pMET1 que abarca los genes parF g es homélogo al
locus de particion del plasmido pTP228 de Salmonella entérica, aiituiria el sistema de
particion del plasmido pMET1 que contribuye al mantenimieto estable del plasmido
en la bacteria hospedadora.

c. Conjugaciéon de pMET1

Los sistemas de secrecion de tipo IV (SST4s) codificadospf@@midos y elementos
integrativos y conjugativos (ICES) estan involucrados tantdaesonjugacion bacteriana
como en el transporte de proteinas efectoras a células@ioas durante los procesos de
infeccién, en la liberacion de ADN al medio extracelulda yncorporacion de ADN foraneo
a la célula (Alvarez-Martinez & Christie 2009; Z. Ding €t2903). Como se dijo antes, la
conjugacion bacteriana tiene un rol muy importante en la dise®n de genes de
resistencia a antibiéticos a nivel celular. Estudios preiviokicaron que pMET1 es
autoconjugativo, es decir, no requiere factores especificosadeélula hospedadora
(Tolmasky et al. 1988). El andlisis de la secuencia nudieatdel plasmido muestra que la
region de transferencia de pMET1 se ubica dentro de un segdeii Kbp de ADN. El
ATG del primer gen, virBl1, se encuentra en la posicion 3534 y el ATGitaeo gen, ardC

(con orientacion opuesta a todo el resto), en la coordenada 19,88t0 Gencionamos
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antes, un bloque de ORFs (llamados ViB¥B11) es atamente homdlogo al que compone
el complejo de conjugacién (Mpf, por sus siglas en inglés)nregran namero de plasmidos
y elementos conjugativos con maxima identidad con los deimidé pCRY de Y. pestis
91001(Song et al. 2004), la isla de alta patogenicidagddRd1 (S6ren Schubert et al. 2004)
e ICEkqp1, un ICE identificado en K. pneumoniae NTUH-K2044 (T.-L. Lin et 2008)
(Figura 3.5, Figura 3.7, Tabla 3.4 y Tabla 3.5). La posible funcitcada una de estas
proteinas y la estructura del SST4 se han abordado enrearnigEenes (Alvarez-Martinez &
Christie 2009; Z. Ding et al. 2003; G. Schréder & Erich Lanka 200&Eh los casos
mencionados, virB3 virB4 estan fusionados. No se identificé ningin homologo dBVi
en ninguna de las cuatro estructuras. Sin embargo, caracterizocondmdectura abierto de
45 aminoacidos (ORF9) presente y conservado (Tabla 3.5) er&wvirB8 en las cuatro
estructuras genéticas. La alta conservacion y la sinterdavalda sugieren que ORF9 podria

ser un analogo funcional a VirB7.

Tabla 3.5: Comparacion de la secuencia aminoacidica de proteinas tipo VirB/PliX

pCRY HPIlecors1 ICEkp,

AE017044.1 AY233333.1 AB298504.1
Proteina hipotética

VirB1 99/99 63/77 63/77
VirB2 98/99 76/85 76/85
Tipo VirB3-4 97/98 99/100 98/99
VirB5 84/90 83/98 84/89
VirB6 87/95 87/92 95/96
Orf7 97/97 100/100 97/100

VirB8 99/100 98/100 99/99
VirB9 98/100 99/99 98/99
VirB10 96/97 95/96 95/95
VirB11 99/100 99/100 97/99

Los valores indicanidentidad/similitud obtenida mediante comparacion con BLASTx de cada
ORF de pMET1 y proteina hipotética correspondiente de pCRY, HPlgcor3; and ICEgp;.
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En pMET1, existen rio abajo del operdn vir se ubican ORFwudeioh desconocida. A
continuacién se localiza el grupo de genes cuya funcion predidhdrassferencia de ADN.
Potencialmente codifican una MobB, una MobC, y una endonucleashlidgueda de
homologos de estos ORFs en las bases de datos mostroéeqiasniue MobB y MobC de
PMETL1 poseen un 99% de identidad con los productos de los gefegoandel plasmido
PCRY de Y pestis, la endonucleasa mostré maxima identidad canalogo alojado en el
plasmido pK245 de K.pneumoniae, que lleva los genes que codificangpegsistencia a
quinolona y B-lactamasas de espectro expandido (Y.-T. Chen et al. 2006)pl&senido
criptico de Y.enterocolitica p29930 (Strauch et al. 2003). Sorpresivamerte,emcontrd un
nivel de similitud significativo con la endonucleasa presengGRIY. Un analisis posterior
de la regién de movilizacion de pMET1 mostré una estructuianaobB-mobC similar a la
presente en otros elementos conmBlddors1 (Soren Schubert et al. 2004) o el plasmido
CloDF13(Nufez & De La Cruz 2001).

En pMET]L, la region rio arriba de mob posee un 90% de identidald denHPEcors:. Rio
abajo del gen de la endonucleasa, existe un ORF, ardC, qassmibiria en la direccion
opuesta a los genes anteriores. El producto de este gentareseilitud con una posible
proteina antirestriccion del plasmido p29930 (Strauch et al. 2888)dios en su homdlogo
del pldsmido pSA muestran que la proteina ArdC es capaz de an&kDN simple cadena y
protegerlo de la actividad de la enzima Hhal. Se ha propuest#rdGeentraria junto con el
plasmido conjugado a la célula hospedadora protegiéndolo de la degradda® naldeasas

de la célula receptora (Belogurov et al. 2000).

Conclusiones: un locus que abarca 16 Kpb que incluye losrgs \irl-11, genes mob y el
gen ardC seria el responsable de la capacidad de transfecéan que posee pMET1. El
operdn vir generaria el Mfp, MobB, MobC y la endonucleasa contibuirian al corte
simple cadena y transferencia del pldsmido, y ArdC ayud& a la estabilizacién del
ADN conjugado. Este locus no tendria un origen monofilético sinoug seria un mosaico

de genes hallados en estructuras genéticas similares.

d. Analisis comparativo de pMET1 y otros elementos genéticos.

Como ya se mencion0, pCRY, un plasmido criptico de 21,742 pb aislddacdpa 91001
de Y. pestis, fue secuenciado recientemente (Song et al. 2B04nalisis comparativo las

secuencias nucleotidicas de pMET1 y pCRY reveld una ialiitisd estructural entre ellos
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(Figura 3.5). En particular, una region de unos 18 kpb, que incluggidnrde replicaciony
el SST4 necesario para la conjugacidon, mostré6 una altfitsihde secuencia asi como
sintenia entre pMET1 y pCRY. Estos resultados sugieren umardggaun. Seria esperable
encontrar en aislamientos clinicos de enterobacterasmpos con una estructura similar
pero alojando otros elementos mdviles con genes de adaptaci@ngenes de resistencia a
antibioticos. Mas aun, estudios anteriores han mostradolgueoa plasmidos de Y. pestis
también comparten la region esencial para la repficagi mantenimiento con otros
plasmidos de Salmonella (Prentice et al. 2001) y de otrasoleatderias presentes en
alimentos (Welch et al. 2007). Todo esto evidencia que debe hab&ansferencia activa
de plasmidos entre el género Yersinia y otras bacteriées fdenilia Enterobacteriaceae por
contacto directo o por intermedio de otras bacterias. Estocanpin alto riesgo de
diseminacidn de genes de resistencia a antibiéticos asc#@ un organismo altamente
patégeno como Y.pestis.

El analisis del SST4 de pMET1 mostr6 también una alta igichiicon dos elementos
conjugativos no plasmidicos: I&f y HPEcors1 (Figura 3.7). Un estudio realizado sobre
HPlecorzr Mostré que este elemento comparte estructuras comwrmas genes de
patogenicidad con otras islas de alta patogenicidad idedaScan Enterobacteriaceae
incluyendo especies de Yersinia. Sin embargogtiRhidifiere respecto a estas islas en la
presencia de una region de ADN en uno de los extremos dedrétemgenético. Se ha
llamado a esta region RB-HiRbrs1 por las siglas en inglés de Borde Derecho de la Isla de
Alta Patogenicidad ECOR31 como se muestra en la Figura. (3aBn Schubert et al.
2004). Curiosamente, esta region incluye a SST4, que como Ydon@nos estad muy
relacionado al SST4 presente en pMET1. La presencia ddoeste hizo de HRkors1la
primer isla de patogenicidad identificada que aloja un juegapteto de genes conjugativos
(Sbren Schubert et al. 2004). Pero lo que resulta aun mas interesantese $g de mostrado
que HPEcors1 puede escindirse del cromosoma bacteriano, circularizarsangferirse,
indicando que se trata efectivamente de un ICE activa§8uPavlovic, Decaris & Guédon
2002; Soren Schubert et al. 2004). Estas propiedades en conjuntoestruttura genética
de las islas gendmicas de alta patogenicidad identificadaspecies del género Yersinia y
otras enterobacterias, llevaron a hipotetizar que:=ddiRs1 €S su progenitofSoren Schubert

et al. 2004). Es posible entonces que ddfiz1 sea también el origen del SST4 presente
tanto en pCRY como en pMET1. Sin embargo, también podriamsenque el ICE pudo
haber adquirido el SST4 de un plasmido similar a pMET1 6 pCRY. sTasdas
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observaciones no hacen mas que acumular evidencia queariaesta tasa de intercambio

de informacion genética que ocurre dentro de las bacteiasta familia. De nuevo, estas

mobBmobC ardC
!

PMET1 %—M-H»“Nﬂ} Hmﬁ—é

HPI-core RB-HPI
int fuyA o mobB\mgbC grdC '
E.coli ECOR31 = = = -i—]Fub——Himbipidds 4 ~ff—- -
DR vrlS DR
; bB mobC
: int fuyA i \ X
K.pneumoniae _ _ _ _ - L
NTUH-K2044 1 < —He—1f—
DR ardC DR
int fuyA 1S100
Y.pestis KIM = = = = #—f }-p—— e
DR DR

Figura 3.7: Comparacion de pMET1 (representado linealmente)I&Es cromosomicos
Los ICESs mostrados son los de E.coli ECOR31 £bthtky), NTUH-K2044 (ICKp1) y Y.
pestis KIM (HPY,). El diagrama muestra las regiones “core” de alta patogenicidad (HPI-
core) tal como se las muestra en Schubert et @4 2G| RB-HPIs. Las flechas indican
localizacion y orientacién de los ORFs. Las posidienciones de estos se muestran
aalerdo al siguiente cddigo de colores. Amarillo: ftizacion; verde: replicacién y
particion; violeta: SST4; gris: desconocido. DRndfiga repeticién directa.

evidencias muestran el alto riesgo de que patdgenos comatis @dquieran con relativa

facilidad elementos de resistencia a antibioticos.

Conclusiones: el analisis comparativo de pMET1 con pCRY, HRBcors: € ICExp:

muestra una tasa de intercambio genético muy activo entre Emtdacteriaceae que
incluyen al patégeno Yersinia pestis. Esto representa una gran amenaza a la salud
publica ya que la transferencia de estructuras genéticas (comaI331.2) que confieren
resistencia a multiples antibiéticos, a microorganismos patogié&ons podria darse con

mucha facilidad y en alta frecuencia.
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CAPITULO 4:
Estrategias antisentido para silenciawac(6’)-1b

RESULTADOS & CONCLUSIONES

1. Silenciamiento deaac(6’)-1b en un sistema in vivo mediante EGS.

Uno de los objetivos especificos del proyecto de doctorado de estadeaiglaboracion de
compuestos antisentido que por medio de la ARNasa P, rand&lenciar al gen de

resistencia a Akac(6’)-Ib (ver Capitulo 2).

A EGS BLA S A2 B6
ARNm O s ] —]
e - v -

- weme wees BRRG BEE

EGS c3 D1 E1
ARNm - | s | |
- - - o oo

EGS .
libre = ."

EGS - S BLAA2 A2 B6 C3 D1 E1
ARNasa P + * 4+ - o+ o+ o+ o+

mensajero intacto —m

300 —

200

e

Figura 4.1: Actividad in vitro de cinco EGSs seleccionadox@menzar esta Tesis
A) Unién de los diferentes EGS al mensajeroade(s’)-lb mediante ensayos d
EMSA. Cada EGS generado por transcripcion in vitro fue marcado en su extremo 5’ e
incubado con el mensajero en diferentes proporsioh®, 1:0.5, 1:1,y 1:10 como §
describe en el Capitulo 6. Como controles se empie&GS sense (A2s) y un EG
dirigido a la B-lactamasa (BLA). B) Los mismos EGSs fueron empleados
reacciones in vitro de corte por ARNasa P del ARN®& aac(6’)-lb marcado
radiactivamente, en presencia (+) o ausencia (13 déozima.
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Al comienzo de esta Tesis se habia logrado generar el ARN Mdifiggr la proteina C5 que
conforman la ARNasa P de E.coli. Al incubar el mensajefogde aac(6’)-lb con
cualquiera de los distintos EGSs (A2, B6, C3, DEXver secuencia en el Capituld 6
dirigidos a regiones simple cadena del mensajero y ambasidaties de la RNAsa P se
observo el clivaje del mensajero en el sitio predicho (RigwlB). Dicho corte fue
dependiente de la presencia de ambas subunidades de la AR8lasePsajero y un EGS
especifico. Como se esperaba, no se observo la fragmentacibardajero cuando el EGS
empleado correspondia a una secuencia aleatoria 0 una setide)(dehmensajero del gen.
Ademas, todos los EGSs seleccionados mostraron afinidad ponsdjg® en ensayos de
EMSA (Figura 4.1 A). Estos resultados demuestran que la&&P es capaz de promover
el corte in vitro del mensajero deic(6’)-Ib dirigidos por EGSs especificos. Con estos

resultados resulté de interés observar siesta actividad in vitro pehdal ucirse in vivo.

E.cofi BL2ZI(DE3)(pNW1) con 20 pg/ml Ak E.coli BLZI(DE3) (pNW1) con 20 pg/ml Aky 2mMIPTG
: ! A2
i k2 | = AZs |
) .AZs . N : =
s 88 T =" cs
= c3 =
; . B -1 =
D - R - £ :
| - E1 L | Bl A
x = o e A
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150 3 150 200
Tiempo (min.) Tiempo{min.}

Figura 4.2: Estudio de la respuesta de las cepas derivadascoé BL21(DE3)(pNW1) en funcién de |4
induccion de la expresion de EGSs. Respuestae@haiento de las cepas que expresan los diferdf®Ss
en funcién del tiempo de cultivo en presencia ¢e2inM de IPTG en presencia de 20 pg/mL de Ak.

Se construyeron plasmidos capaces de expresar cada unosi&E@St bajo el control del
promotor T7. Cada uno fue denominado de acuerdo al EGS que exuesgemplo el
plasmido pEGSD1s expresa la secuencia sense del EGSDhrotétolo detallado de
generacion de estos plasmidos se describe en el Capitulachietelo al trabajo pionero del
grupo de Sidney Altman (Guerrier-takada et al. 1995; Guerakgeda et al. 1997; Y. Li & S
Altman 1996; Y. Liet al. 1992; J. McKinney et al. 2001). Una gerzerados, cada uno de
ellos se transfirid por electroporacion a la cepa E.coli BREB)(pNW1). EI plasmido
pNW1, un derivado del F, posee un bajo numero de copias, es compatible con pUij&7 vy al
aaac(6’)-lb confiriendo a la cepa resistencia a Ak. Las cepas fueror®aladas en medio

LB con ampicilina y Ak. La secuencia de cada plasmido deeriee pEGS fue confirmada

por secuenciacion. Se generaron asi las cepas gmieonplasmidos para la expresion de
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los cinco EGS a probar (pbEGSA2, pEGSB6, pEGSC3, pEGSD1 y pEGSE1 pgpestivos
controles (PEGSAP, pEGSA2s, pEGSC3s, pEGSD1s y pEGSE1Ls). ehas tesultantes
expresan al mismo tiempo, el gen de resistencia a Ags giferentes EGSs. Si el gen es
silenciado debido a la ARNasa P enddgena por la interacci@nedmminrrespondiente EGS y
el mensajero se observara un aumento en la susceptibilidad Ratk.evidenciar este efecto,

se realizaron curvas de crecimiento de las diferentes cepas enciaasausencia de Ak.eS

A Inhibicién de E.coli BL21 (DE3) (pNW1) B E.coli BL21(DE3)(pNW1), 0 pg/ml Ak
4
4
15 73 i ——A2
3- . g —W=-Als /
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Figura 4.3: Estudio de la respuesta de las cepas derivad&scdi BL21(DE3)(pNW 1) en funcién
de la concentracion de Ak. A) Curva de DO tras imoabacion de la cepa durante 16-18 horag
funcién de la concentracion de Ak agregada. B,[) Respuesta del crecimiento de las cepas
expresan los diferentes EGSs en funcién del tiedpaultivo en presencia de 0 (B), 10 (10)

40(D) pg/mL de Ak.
partio de 15ml de cultivos en LB con una §@inicial de 0,05 y se midi6 la evolucion de

este parametro por turbidimetria, en funcién del tiempo. eSeadidé, ademas, como

evoluciona el sistema en presencia 0 ausencia deltardde la expresion de los EGSs,
IPTG. Los primeros ensayos mostraron que: i) la concedmtradecuada de antibidtico para
estos experimentos era de g§ml, ii) el inductor de la expresion del EGS, IPTG, noaeni
efecto o incluso podria ser toéxico para la cepa E.coli BL21(OBERW1) (pEGSA2S)

(Figura 4.3) lo que coincidia con estudios anterioree(@&u-Takada et al. 1997) vy iii) los

efectos observados se debdagambios en la susceptibilidad a la Ak y no a la toxicidad de
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Figura 4.4: Efecto de la expresion de EGSs en E..dolicoli BL21(DE3)(pNW1) resistente a Ak alojando
plasmido recombinante codificando para el EGS #mtlicen cada panel. Cada cepa fue cultivada com
describe en el texto en presencia de 50 pug /mamdeicilina y 15 pg /ml de Ak. El crecimiento fuesdhido

siguiendo la D@y a lo largo del tiempo. Los controles fueron EGSARigido contra el gen de la fosfatag
alcalina y un EGS con la secuencia sense del BG8yado. Se midieron los niveles del mensajeroad€s’)-

Ib para la cepa que codifica EGSC3 (C3) , sus om®r(C3S y AP) y de una cepa sin el mensajer@pdr)
Northern Blot Las muestras de ARN total se corrieron en geleagdgosa al 2,5% y se transfirieron a U
membrana de nylon donde se hibridizaron con sowndasa el gen de resistencia a Ak y el ARN 5Se

cuantificaron las sefiales y se calculo el cocieaae(6 )-Ib/5S para cada muestra.

los EGS per se ya que experimentos en las mismas camiqgi@ro omitiendo agregar el Ag

no mostraron diferencias de crecimiento entre las cepas (Figyra 4.2

Posteriormente se llevaron a cabo las curvas de cretarea las condiciones optima&in
ensayo representativo de tres experimentos para cada B@Ges&a en la Figura 4.4. Se

observd que las cepas que llevaban los pldsmidos que eodifara EGSA2 y EGSC3
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fueron los que mostraron mayor sensibilidad a Ak comparealodos respectivos controles
sense y el control aleatorio (EGSAP). Este efecto suelas&do conversion fenotipica de
resistencia a sensibilidad (Guerrier-Takada et al. 1997). llagueepas que expresaban
EGSB6, EGSD1 y EGSE1 no mostraron diferencias respectocasuisles (EGSB6) o bien
tuvieron un comportamiento variable (EGSD1 y EGSE1). Otra obséndeiinterés es que
si se continta el experimento durante mas tiempo, todos lassulegan eventualmente a
fase estacionaria, incluso la cepa que leva el plasmidd&SEBG Este efecto que podria
deberse a la pérdida o a mutaciones en el plasmido de iérpded EGS, ya ha sido

observado en trabajos anteriores (Guerrier-Takada et al. 1997; J. Myglkeinal. 2001).

Dado que EGSC3 fue la molécula antisentido de mayor ediaiepor mostrar un efecto
particularmente fuerte y reproducible, se compararon lgelas de ARNM aac(6’)-Ib
respecto a sus controles mediante Northern blot. Los cultmp&ados en este ensayo se
cultivaron en ausencia de Ak para obtener un crecimientsid®rable del cultivo, pero
suplementados con ampicilina (100 pg/ml) para evitar contaimimes y conservar la
expresidn de cada EGS. No fue necesaria la induccién céhgPjue la actividad basal de
la ARN polimerasa del fago T7 dén coli BL21 (DE3) mostro6 ser suficiente para observar la
conversion fenotipica. Como control de carga se emplé&dRBlr 5S 0 24S de expresion
constitutiva. Se observo una reduccion del 50% de la selfikethsajero en las células que
expresan el EGSC3 respecto a sus controles (Figura 4.4 ie&@@8C3). Por otro lado, la

sefial de mensajero se redujo en funcién del tiempo en la cepgaesace! EGSC3 mientas

C3 C3s AP
1h 3hs 5hs 1h 3hs 5hs  1h 3hs 5hs

——r. Q . . ' ”«%%

rRNA 23s ® —F F BN K- B

Figura 4.5: Sefal del mensajero deic(6’)-Ib en funcién del tiempo indicado en horas para Bsas
expresando el EGSC3 (C3), el EGSC3sense (C3s)yGH fosfatasa alcalina (AP) empleando co
control aleatorio.

gque se mantuvo estable o aumentd en el caso de las que expresan3sdfS&G el EGSAP
(Figura 4.5). Esto muestra que el efecto observado se debe a una redecoiénsajero del

genaac(6’)-b.
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Como otro enfoque para evaluar el efecto fenotipico del E&8yidiO la sensibilidad a Ak
de las cepas que alojan los plasmidos pEGSC3, pEGSC3spfS8SAP por ensayos de
microdilucién. Brevemente, un indculo de unas 10e5 UFC de un cuftifase exponencial
cada 200 pl de medio MH, fue incubado de 16 a 18 horas en agitadd@fCacon
concentraciones crecientes del antibiotico. Los resultadosale experimentos mostraron
una CIM para la Ak de 48 pg/ml, 96 pg/mly 96 pg/ml respectivamefgéo coincide con
los resultados obtenidos en los experimentos anteriores yrangesiversion fenotipica en
condiciones mas restrictivas y estandarizadas. Sithiba variaciones entre experimento y
experimento, la tendencia fue siempre la misma: la cepapqgrtaba el plasmido pEGSC3
resultd siempre mas sensible en al menos una diluci§peat® a los controles con
PEGSC3sense 6 pEGSAP.

Conclusiones: ¢ mensajero deaac(6’)-1b puede ser degradado por RNAsa P in vitro al
incubarse con EGSs especificosEn este estudio se obtuvieron dos EGSs, EGS 42
EGSC3, capaces de disminuir la resistenciaAk generada poraac(6’)-lb en un modelo
in vivo. Ademas, el EGSC3 generd una reduccion de un 50%Ideensajero deaac(6’)-
Ib comparado con los EGSAP o EGSC3sense lo cual sugiere un mesam mediado por
degradacion del mensajero. Curiosamente, los dos EGSs con mayor afinidad por el
mensajero fueron los de mayor efectividad in vivo.Por lo tanto, el desarollo esta
tecnologias de silenciamiento podria eventualmente sema herramienta para extender
la vida dtil de la Ak.

2. Oligémeros de analogos de &cidos nucleicos no hidrolizables como EGSs:

En la seccién anterior, se describié que una moléculaeagde ARN antisentido es capaz
de dirigir el corte por la ARNasa P del mensajeradd€6’)-1b in vitro y que, al expresarse
in vivo en una cepa portadora del gen de resistencia, genemnversién de su fenotipo
resistente a unssceptible a la Ak. Pese a este avance, aun quedan pbreredos
problemas. Por un lado, los EGS fueron expresados en el citoplagerdabacmediante un
plasmido de alto nimero de copias. Por lo tanto es necesarar prad estos compuestos
pueden tener efecto al administrarlos exégenamente. l&idrea esto es fundamental el
desarrollo de un método de alta eficiencia y/o que logragidiespecificamente los
compuestos a las células bacterianas. El segundo proldemesolver es la alta
susceptibilidad del ARN, mas aun de oligobmeros pequefios comad8s, a nucleasas

bacterianas y del suero humano. Es decir, que aun con un buen método deilzperciaab
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la eficiencia de los compuestos se veria muy afectaddodeba degradacion de los mismos

por las nucleasas celulares y extracelulares.

Por lo tanto, se decidi6 disefiar un EGS que fuese al miempa efectivo y resistente a la
accion de las nucleasas. Dado que EGSC3 mostrd la magiena y reproducibilidad in

vivo, se disefiaron EGSs con la misma secuencia empledfiedontks analogos de acidos
nucleicos no hidrolizables. Sibien existe una enorme variedastatea mpuestos (Kurreck
2003), en este estudio se emplearon solamente algunos; ppiloefeEndescartaron aquellos
gue presentan modificaciones en las bases nitrogenadas. iEnlgrarse evaluaron aquellos
con modificaciones en los enlaces fosfodiéster pero quendsdestuvieran disponibles
comercialmente.  Se decidid analizar los siguientes amglogligonucleodtidos de

fosforotioatos (PS), 2-O-methRN (2-O-Me), éacidos nucleicos cerrados (LNA) vy
oligonucledtidos de fosforoamidatos de morfolinos (PMOS). Laasia quimica de estos
analogos de &cidos nucleicos se muestra en la Figura 4.6.oligosucleétidos de PS

resultaron de interés por la alta cantidad de estudios antisedidades con ellos y a que la
primer droga antisentido aprobada por la FDA para su comeecigih, Fomivirsen, fue

generada con estos analogos (Roush 1997). De esta marggaesge un oligdmero con la
secuencia de EGSCS3 sintetizado completamente con ribondokdatnidos por enlaces

fosforotioatos (Tabla 4.1). Por otro lado, también existendestuextensivos sobre

] :o: 8, ] :o: B| E - 7‘8 m_t‘:ﬁ“‘
\0 o—J»—M(

O H o O ?
- i1 iy = o Base
0=pP—-S$ 0=P=0" CHy o=p
| ! !
0O, o} O\\ .
Fosforotioatos 2-O"-Metil-RNA Locked Nucleic Acids Fosforoamidatos
(PS) (2°-0O-Me) (LNA) de morfolinos (PMOS)

Figura 4.6: Analogos no hidrolizables de acidos nucleicos asamh este estudio. (Modificado de
Kurreck, 2003)

oligomeros de 2’-O-Me en estrategias antisentido aunque en generaltaresods efectivos
si se emplean como gapmers, es decir reemplazando coma@ndds primeras y ultimas
posiciones del oligonucleétido (Kurreck 2003). Se disefid entonces urboliyariedtido de
2’-O-Me conreemplazos en forma de gapmer (Tabla 4.1). Los LNA respiftgmados por
la similitud estructural con el ARN (Figura 4.6) y por Haja toxicidad demostrada en
modelos animales (Gupta et al. 2010; EImén et al. 2008). p@ipgedad importante de los

LNA es que forman las uniones Watson-Crick mas fuentessg conocen (Jepsen & Jesper
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Wengel 2004). Se disefiaron dos deoxioligonucleotidos en formapdeegauno donde se
priorizo la unidn al mensajero reemplazando con LNAs las pogis complementarias al
mensajero (LNA-1) y otro donde se priorizd la protecciohE8S contra las nucleasas
colocando los reemplazos en ambos extremos del oligonucletbihoZ). Se hace notar
gue se disefiaron cooligmeros de ADN/LNA ya que los BBI/ANA no estan disponibles
comercialmente. Finalmente, también se gener6 un oligbuherPMO. Si bien este
compuesto es el que méas difiere estructuralmente RN, Aes muy ventajoso por la
permeabilidad de células bacterianas a este tipo de cooppesbablemente por la carga
neutra de sus uniones y por la facilidad con la que seudglem acoplar péptidos
permeabilizantes (Figura 4.6). En este sentido, durante daecddn de esta tesis, el equipo
de Sidney Altman, informé que en algunos casos, EGSs de PM@adu®@ un péptido
permeabilizante pueden inducir el corte de un mensajediado por ARNasa P (Shen et al
2009). Los oligbmeros y cooligémeros utilizados en esta parte Tesia se indican en la
Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Oligdmeros de diferentes analogos de acidos nucleicos empleados.

Oligémero Secuencia y quimica™*

EGSC3 caaguacuguuccacca
Oligonudedtido Fosforotioato (PS) caaguacuguuccacca
2’-0-metil oligorribonucleétido (2’-0O-Me) CAAguacuguuccaCCA
Oligomeros de Morfolino fosforodiamidato (PMO) CAAGTACTGTTCCACCA
LNA1 CAAGTACTGTTCCACCA
LNA2 CAAGTACTGTTCCACCA
LNA1Sense GGAACAGTACTTGACCA
LNA2Sense GGAACAGTACTTGACCA

1Maylilsculas, ADN; minusculas,ARN; itdlicas, fosforotioato; negrita, 2'-O-metil oligorribonudedtido;
italica y negrita, oligdmeros de morfolino fosforodiamidato; subrayado, LNA. > caaguacuguuccacca es

la secuencia de EGSC3.

A continuaciéon se verificd la capacidad de unién al memsajerestos EGS de analogos de
acidos nucleicos en ensayos de retardo de movilidad electrcdo(EMSA). Para ello, los
diferentes EGS ensayados fueron marcados radiactivamente en su extremo 5°, incubados con

el mensajero generado por transcripcion in vitro en buffer apimpar dos horas y resueltos
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por PAGE no desnaturalizante. Todos los EGSs ensayados senwespecificamente al
mensajero aunque con pequefias diferencias de afinidatio S®mesperaba LNAL se union
con mucha mayor afinidad al ARNm dec(6’)-Ib que LNA2 (Figura 4.7). El oligomero de

PMO no fue analizado en estos ensayos.
A continuacién, se ensayd la capacidad de estos compuestpowdear el corte del

ARN S B B I B
EGS UNido wm gy gy e & N e

EGS libre e [ - - .‘
EGSC3 PS 2-0-Me LNA1 LNAZ2

Figura 4.7: Evaluacion de la afinidad de la unién del los Ef@Sanalogos de acidos nucleicos disefig
al ARNm deaac(6’)-Ib. 500 pmol de los compuestos marcados radiactivanfeileten incubados dog
horas sin mensajero (-) 6 con cantidades crecierd&ste.

mensajero deaac(6’)-lb mediado por ARNasa P. Para ello, el mensajero marcado
radiactivamente en 5’ fue incubado en un buffer apropiado junto a 5 pmol de cada uno de los
EGS y la ribozima. Los ensayos muestran que el Unico uestgp capaz de repetir el patron
de corte de EGSC3 fue LNA2. Ambos mostraron el corte esperado le quengfesté por la
formacion de un fragmento de unos 250 nts al que se denomindé ER4A. mostré6 poca
actividad de corte generando una sefial de tamafio diferesdpeabdo (Figura 4.8A). Por
otro lado, el corte generado por LNA2 fue secuencia-espec#icmueg el LNA2sense no fue
capaz de producir el mismo patron. Ademas la actividad mostr6 dep@énderia ARNsa P
debido a que la incubacion sin ribozima no generé corte dedajeFo (Figura 4.8B). Mas
aun, se observa una clara disminucién del mensajero intatdaccalle LNA2 respecto a sus
dos controles (Figura 4.8B). Por otro lado, al estudiar laicande la reaccion empleando
una dilucién al décimo (0,5 pmol) de EGSC3, LNA1 o LNA2 se observé que LiiAge el
corte del mensajero con una cinética similar a laEE$C3 de ARN mientras que el corte
inducido por LNAL resulté despreciable. En presencia de LNAZG8C3, el 50% del
mensajero fue procesado en los primeros 15 minutos cortandose dléjdde dos horas
de incubacién. De todos modos, los experimentos de cinéticaramued® manera
reproducible que la reaccion corte es levemente meziog al emplear LNA2 que EGSC3
como EGS. Por el contrario, s6lo se corté menos del 5% dedajeeo original en
presencia de LNA-1 (Figura 4.8C).
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Figura 4.8: Cooligémeros de ADN/LNA como EGSs. (A) Ensayo dee& del mensajero deic(6’)-Ib por
ARNsa P mediado por EGSs con diversos analogosidesanucleicos. (B) Dependencia de secuend
de la ARNasa P para el corte del ARNm. La auseoqgmesencia de un componente de la reaccio
indica mediante- y + respectivamente, el agregado de un EGS saengrlga con S.(C) Comparacion de
la cinética empleando LNA1, LNA2 6 EGSC3 mediamtecpresentacion grafica de ARNm sin cortar
funcién del tiempo de reaccion. transcurrido.

Conclusiones: de los analogos de acidos nucleicos no hidrolizablesag@ados, solamente
un cooligdmero de ADN/LNA (LNA2) fue capaz de dirigir ¢ corte preciso, secuencia-
dependiente del mensajeratac(6’)-lb mediado por ARNasa P. Este corte se produjo
con una cinética similar pero algo menor que la del EGSC3. sknteresante que, pese a
poseer una menor afinidad al mensajero que LNAL, s6lo LNA2 haya sig@paz inducir
su corte. Esto muestra que no soélo la naturaleza de los redagms es importante, sino

gue ademas es crucial en qué posiciones del EGS se realizan losn@&zos con LNA.

3. Efecto de reemplazos con LNA en cooligdmeros de LNA/DNA gleados como
EGSs.

Los resultados del punto anterior mostraron que ademasrégulaleza de los andlogos de
acidos nucleicos empleados, también es fundamental dondaligan los reemplazos si se
diseiia un EGS de ADN/LNA. Las diferencias observadag énAl1l y LNA2 resultaron
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interesantes teniendo en cuenta que los LNA generan\fartsen-Crick muy fuertes y que
los reemplazos en el EGS que generaron actividad fearaguellas bases que interactian
con la ribozima (la secuencia conservada ACCA). Parpmrte, es posible que reemplazos
en la zona complementaria al mensajero colaboraren enejan reconocimiento del EGS
como sustrato de corte, mejorando la actividad ARNasa P. De este endéojdio primero
determinar una configuracion ideal de reemplazos en larsgiausonsenso del EGS ACCA

para luego ensayar diferentes configuraciones en la zonaeroemgaria al mensajero.

Tabla 4.2. Cooligdmeros de ADN/LNA empleados.

Oligémero Secuencia y quimica®”’

DNA CAAGTACTGTTCCACCA
LNA3 CAAGTACTGTTCCACCA
LNA4 CAAGTACTGTTCCACCA
LNA5 CAAGTACTGTTCCACCA
LNA6 CAAGTACTGTTCCACCA
LNA7 CAAGTACTGTTCCACCA
LNAS8 CAAGTACTGTTCCACCA
LNA9 CAAGTACTGTTCCACCA
LNA10 CAAGTACTGTTCCACCA
LNA11 CAAGTACTGTTCCACCA
LNA9Sense GGAACAGTACTTGACCA
LNA10Sense GGAACAGTACTTGACCA
LNA9random AGGCATCTATACCACCA
LNA1Orandom AGGCATCTATACCACCA

"Mayusculas, ADN; mintsculas,ARN; subrayado, LNA.” caaguacuguuccacca es la secuencia de EGSC3.

a. Estudio de reemplazos con LNA en la secuencia consenso ACCA.

Se realizaron ensayos de actividad ARNasa P similarles &xplicados anteriormente
empleando los LNA3 a LNA7 de la Tabla 4.2. Estos poseen di#ereonfiguraciones de

reemplazos en la secuencia consenso ACCA de los EGRIdd@a zona complementaria al
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mensajero sin substituciones.
7% Y ¥ Yy
O o ¥ S VY
ovc’/ S é’/ & ovf' o"/ \V Los resultados pueden
<& <& «‘0 <‘° & L isuali i
O O OO O OO visualizarse en la Figura 4.9.
o OF & G 6 &G
Y AP alV A JlP\ P P\ o ;
vé\ @& 0 @ O O O O En primer lugar, se observa que
FiFTF TS ST arn
750m - an 4 S W = & — m el reemplazo de las dos
~ aac(6’)-1b o
jz‘;— citosinas centrales de la
secuencia consenso ACCA
300 m—
- — F249 (LNA4 en la Tabla 4.2) fue
200 w— . ..
L *7Y7TI1T XY necesario y suficiente para
P, < 2 3 2 € g% hacer que un EGS de ADN
3 B85S & 9 &
(DNA en la Tabla 4.2) genere
por cooligomeros de ADN/LNA con substituciones anrggion o
consenso ACCA. Las posiciones substituidas por L| Subsiguiente reemplazo de las
corresponden a las bases subrayadas en la figura. dos adeninas adyacentes (LNA

3 en la Tabla 4.2) aumentd la
actividad. Sin embargo, el reemplazo de las dos adeninas mo gerte en el mensajero si
no se reemplazan también las dos citosinas centiadBs5(en la Tabla 4.2). Al comparar
LNA7 con LNAG6 se observa que el reemplazo de la primera adenina en lansé&cue
consenso reforzo la actividad. Mas aun, LNA7 mostré una actividacasenlINA3 que fue

el compuesto de mayor actividad (entre aquellos que nentiememplazos en la parte
complementaria al mensajero) en el que todas las paos&ide la secuencia consenso estan
substituidas por LNA. El efecto del reemplazo en la priradeamina concuerda con estudios
previos que sefialan que esta base interactia directacoenta ARN M1 de la ARNasa P
por uniones Watson-Crick (Wegscheid & Hartmann 2007; Perreauld&®&n 1992; Svard
etal 1996; L A Kirsebom & Svard 1994). Por otro lado, LNA2 que lleva ttestisuciones

en la zona complementaria al mensajero, induce & deltARNmM dezac(6’)-Ib con mayor
eficiencia que LNA6. Esto demuestra que el reemplazopa&ciones en la zona

complementaria al mensajero es importante para reforaatilédad de la ARNsa P.
b. Reemplazos en la secuencia complementaria al mensajeroade(6’)-1b.

Para el analisis del efecto de reemplazos en la regidn compdeimeritARN m se ensayaron
tres configuraciones de reemplazos diferentes: alterriamers) en el caso LNA1l, en
ambos extremos (gapmer) en LNA1O 6 bien un ndmero crecientebdgtugiones en el

extremo 5’ del EGS. De este modo se ensayaron EGSs sin reemplazos (LNA6) o bien con

89



uno (LNAS8), tres (LNA-2) y cinco reemplazos (LNA9).

ARNm
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Figura 4.10: Actividad inducida en el corte de ARNm dec(6)-

Ib por cooligomeros de ADN/LNA con substitucioneslaregion
complementaria al mensajellcas posiciones substituidas por LNA
corresponden a las bases subrayadas en la figura.

Todoestompuestos se indican
en la Tabla 4.2. En estos casos,
la  configuracion en la

secuencia ACCA se mantuvo
constante: se substituyeron las
de la
ACCA

dado que generarian una buena

ultimas tres bases

secuencia consenso
proteccion contra nucleasas del
extremo 3’ con ¢l minimo de

evita

reemplazos, lo cual

posibles interacciones

inespecificas con otros genes.

Se ensayo la actividad de cada

compuesto (5 pmol) de inducir

el corte del mensajero de:c(6’)-Ib marcado radiactivamente en el 5’ en presencia de la

ARNasa P en las mismas condiciones utilizadas eexosrimentos anteriores. Se observo

gue los reemplazos en el extreio generaron una capacidad de corte creciente que se

equipar6 mas alla de las tres substituciones, siendo LNA2NAQ con tres y cinco

reemplazos respectivamente, aquellos de mayor actividad (FHgldy Esta propiedad

podria deberse a una mayor afinidad por el mensajero.

LNAL1Ocanfiguracion de

gapmer, también mostré una alta induccidon del clivajenckerisajero dewac(6’)-lb. En

contraste el mixmer, LNA11, mostré una actividad relativamenté. d€oriosamente, tanto

el mixmer comoel gapmer, generaron cortes en el ARNmade(6’)-Ib en posiciones no

esperadas: mayoritariamente un fragmento de unos 320 nts (F320rppbiént uno en

proporcion minoritaria de 190 nts (F190).

esperado, F249, pero en baja proporcion (Figura 4.10).

Ademas, produjeron el fretgnake tamafio

Una posibilidad es sjuectara

secundaria y/0 terciaria del mensajero sea capaz decaitarar con LNA1O y LNA11,

explicando entonces los cortes en sitios diferentes asfpsrados. Experimentos a tiempos

cortos desnaturalizando previamente el mensajero por calor pagdgar o rechazar esta

suposicion.

Por otro lado, se ha descripto que EGSs de PMQgaog a un péptido

permeabilizante también generan cortes de tamario difetexsesiado (Shen et al. 2009).
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c. Estudio de la afinidad de los EGSs de ADN/LNA al mensaje de aac(6’)-

Ib.
LNA2 LNA10
- -
0:1 ‘1:2 11 51101 01 1:2 11 51 101
LNA9 EGSC3
- - fww - -

A B2 B0 10 M1EZ2 M (S MoH

Figura 4.11: Unién de EGSC3, LNA2, LNA9 y LNA10O a
ARNmM de aac (6)b. Los EGSs marcados en el extre fio
EGSs y el mensajero de aac [6)fueron incubados en la
proporciones EGS:ARNm indicados en la figura coreo
describe en el Capitulo 6. Luego, el experiment@rsaizd

mediante PAGE no desnaturalizante. Los nimerosandia

proporcion ARNm:EGS en cada caso.

En las secciones anteriores se
describi6 que la actividad de los
EGSs expresados in vivo tiene
correlacion con la capacidad de unién
al mensajero. Ademas, LNA2 mostro
baja afinidad al mensajero si se lo
compara con EGSC3 6 con LNAl
(Figura 4.7). Por otro lado, tanto
LNA2 como LNA9 vy LNA1O
mostraron in vitro muy buena
actividad de corte del mensajero del
gen de resistencia a Ak. Dado que
LNA9 y LNA1O poseen mas
substituciones en la zona
complementaria al mensajero se
predijo una mayor capacidad de
union al mensajero por parte de estos

que LNA2. Se realizaron entonces

ensayos de EMSA con el fin de comparar la afinidad por esajero de EGSC3, LNA2,

LNA9 y LNA10. Para ello se marco radiactivamente el extremo 5’ de los cuatro compuestos

con *?P, se incubé con cantidades crecientes del mensajedacd®)-Ib y se resolvié en

PAGE no desnaturalizante. Los resultados indican que tanto LNAO tNA10 poseen una

afinidad al mensajero muy superior a la LNA2 y una afinidadlasino superior a la del

EGSC3 (Figura 4.11). Por lo tanto estos dos ultimos compuesteniaresdos de las

propiedades deseables en un EGS: alta afinidad por la molécula planeoa capacidad de

inducir el corte del mensajero mediado por ARNasa P.

Conclusiones: los resultados de esta seccion indicameqglos reemplazos con LNA dentro de un

EGS de ADN, en las posiciones correspondientes a $@ecuencia consenso ACCA son

absolutame nte necesarios para que la induccion dedite del mensagro mediado pota ARNasa

P ocurra in vitro: un EGS con gran afinidad al mensagro como LNAL no es capaz de inducir el

clivaje del mismo. Dentro de esta secuencia el ree mmpade las dos C centrales resultd crucial
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Ademas, la substitucion de la primera adenina refue zla actividad. También son importantes
las efectuadas en la zona comple me ntaria al mensajga que permiten aumentar la actividad.
Nuestros resultados sefialan que no hay una correlani@ntre el nimero de reemplazos y la
actividad ARNasa P inducida por el EGS sino mas bieana configuracion y nimero ideal de
substituciones. Los experimentos realizados permitiero generar dos cooligomeros de
ADN/LNA, LNA9 y LNA10, que no so6lo poseen una alta gacidad de inducir el corte del
mensajgero deaac(6’)-1b in vitro sino que ademas son muy afines al mismeAmbos EGSs poseen
buenas perspectivas de poder generar la conversiGarbtipica de resistencia a susce ptibilidad in

VIVO.
4. Resistencia a nucleasas bacterianas.

El siguiente paso fue evaluar la resistencia a laadlegién de los oligonucleétidos que
mostraron las mejores propiedades in vitro, LNA9 y LNAl1@pmypararlos con EGSC3A
pesar de que la resistencia a nucleasas esta bien duadanen suero humano y animal (C
Wabhlestedt et al. 2000; Kurreck et al. 2002; Schmidt et al. 2004), nereragyistros de esta
propiedad en sistemas bacterianos. Por lo tanto, se mareaiaativamente cof’P en el
extremo 5’ tanto de EGSC3 como LNA9 y LNA10. Se utilizaron cultivos de E. coli en etapa

de crecimiento exponencial. Una fraccién del cultivo fue smlsicsuavemente para liberar

EGSC3 LNA9 LNA10

Oh 4h 24h Oh 4h 24h Oh 4h 24h
CECE ©CECE CECE

EGS = 4 -l moeoe-

Intacto ~

Figura 4.12: Resistencia de cooligdmeros de ADN/LNA a nucleasdracelulares (E) ¢
citoplasmaticas (C) tras 0, 4 6 24 horas de incidnaae 37°C.

enzimas citoplasmaticas. Se incubo 1pl de oligonucledtido marcado (=20 pmol) marcado con
7ul de células intactas o los extractos obtenidos por sonicaci@éve a 37°C durante
diferentes tiemposLuego, cada muestra fue analizada por PAGE en geles deritarinda

al 15% en condiciones desnaturalizantes. Como se obsereaFegura 4.12, tanto LNA9
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como LNA1O fueron sumamente refractarios a la degradasédnnucleasas de cultivos
bacterianos o de extractos celular€or otro lado, tras una sola hora de incubacién, EGSC3
fue completamente degradado. En contraste, aun después dea24léoincubacién con
células enteras o con el extracto obtenido luego de la samicsgave, tanto LNA9 como

LNA10O permanecieron casi intactos.

Conclusiones: los cooligomeros de ADN/LNA mostraron ser séstentes a las nucleasas
intra y extracelulares de E.coli. Esta propiedad es fundanmal para aproximarse a un

uso farmacoldgico de estos compuestos.

5. Sistemas de traduccion y transcripcion in vitro como amximacion a un sistema

Vivo.

Como ya se menciond, el analisis del efecto de los EGSvdres problematico por la baja
permeabilidad celular a los analogos de ARN. Por este motivo, s@dgdidar un extracto
que promueva la transcripcion-traduccion acopladas i \ibmo una aproximacion
alternativa a un citoplasma bacteriano. Si bien existelidiografia varias posibilidades
para preparar extractos celulares mas o menos sencdlicsgntes(Kodhrer et al. 1996; T.-
W. Kim et al. 2006), se empled un sistema estandarizadod¢rat® S30 de E. coli que
ademas es asequible comercialmente. Sin embargo, se ignorabatrsicb posee actividad
de ARNasa P. Como molde de la transcripcion y traducsgdprobaron los pladsmidos
pJHCMW1 (Sarno et al. 2002, ver Capitulo 3) y pFC9 (Figura 4.13B yCapitulo 3). En
los ensayos preliminares de transcripcion y transcripiriovitro acoplados, se observo que
el primero no tuvo la funcionalidad que si mostro el segundo (Figura 4.1#&mas pFC9,
dado su alto nimero de copias, es mas facil de purificaseafdgidades necesarias para los
ensayos (500 ng por reaccion). Empleando entonces este plasinmo molde de la
reaccién se observo la produccibn de dos proteinas que por pesoularolapare nte
corresponderian a AAC(6)-1b (24,5 kDa) y TEM1 (32 kDa). Seria muy poco probable que
la proteina de mayor tamafio fuera la integrasa de InV117 deldjde astd bajo control
transcripcional de un promotor débil. Ademas, se predice para TEMfjroteina de mayor
tamafio (38,5 kDa) a las visualizadas en el gel (Figura 4.138an&iz6 entonces cOmo se
comporta el sistema al adicionar 10 pmol (0,6 pmol/ul) dSER EGSC3sense, LNA2 6
LNA10. Se esperaba que, en caso de estar presente la ARNAsa P entl 830aEGSC3
deberia interferir con el mensajero disminuyendo la cantidad dénarote 25 kDa, respecto

a la que produce un extracto al que se le agrega EG&ge34€&igura 4.13C). Sin embargo,
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la presencia de ninguno de los EGSs afectd lassinte AAC(6’)-1b. Esta observacion

A B aac(s')-’b),
pJHCMW1 pFC9
bla.
5 [~ 5 ‘v‘ 5 ] " NN TEM1
25 50 M 20 100 500 i chg
s TEMA
: e AAC(6’)-Ib
EGSC3S EGSC3 LNA2 LNA10EGSC3S EGSC3 LNA2 LNA10
ha . TEM-1

s eum—, e S—— — g AAC(6’)-Ib

VDAL e At

Sin ARNasa P Con ARNasa P

Figura 4.13: Experimentos de silenciamiento en extractos celalpara la transcripcion y traduccid
in vitro. En estos experimentos se empleé comalenel plasmido pFC9 en el extracto comercial S
de Escherichia coli. (A) Productos proteicos obtenidos al emplear difege cantidades de lo
plasmidos pFC9y pJHCMW1. Los nimeros indican laarde plas mido empleada en nanogramos.
Mapa del plasmido pFC9 que muestra los posibleegyempresados en el extracto S30. (C) Ens3
empleando como molde 500 ng de pFC9 coincubadodderentes EGSs (10pmol) en presencig
ausencia de ARNasa P incubando por 45 minutos@.37°

sugiere que el extracto no incluye (al menos en cantidadiesi¢) a la ARNsa P.
Extrafamente, LNA2 pareciera tener cierto efecto, aun en ausen8B@Nasa P, lo cual esto
podria deberse al impedimento estérico de la traduccion. Se decidanhadARNasa P a la
mezcla de reaccion (Ver Capitulo 6). Con el agregado dbdaima al sistema se observa
que la proteina de 25 kDa se produce en menor cantidad en jaederieGSC3 que al
agregar EGSC3sense. Esto sugiere fuertemente que lasaRNinhibe la expresion de la
proteina blanco en presencia de un EGS adecuado en ebséstmiiado. En estos ensayos
se observa que LNA1O, pero no LNA2, es capaz de silenciakpesaon del gen de
resistencia a Ak. Result6 interesante que al iguaktedecto in vivo de EGSs expresados
desde plasmidos, se observa una correlacién de la actividagiG&eton la capacidad de
union al mensajero del cooligdmero de ADN/LNA. Sin embargo, seréamz@robar otros
EGSs dirigidos contra diversos genes antes de poder enworiamas seguridad esta

afirmacion.

Conclusiones: se analizo el efecto de EGSs sobre un smede transcripcion y
traduccion acopladas in vitro. Resulté destacable que, epresencia de ARNasa P,
LNA10 pero no LNA2, fue capaz de inhibir la sintesis de AAC(6’)-lb. Este efecto no se
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observo6 en ausencia de la ribozima. Porlo tanto, LNA1O podria estar diando el corte
por ARNasa P del mensajero derac(6’)-lb reduciéndose asi la sintesis del producto
proteico. Estos resultados apoyan la hip6tesis que cooligémems ADN/LNA podrian

dirigir in vivo la inhibicion del gen de resistencia porla ARNasa P.

6. Evaluacion del efecto in vivo de los EGSs de ADN/LNA sobrel fenotipo de

resistencia a Ak.
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Figura 4.14: Estudio de la permeabilidad de E.coli AS19 (pF&9 electroporacién (D G White
cooligbmeros de ADN/LNA.(A) Iméagenes de de las cepas salvg
y AS19 de E.coli preincubadas con LNA10 conjugadalexa488 | et al. 1997; R Sarno et al.
por microscopia de epifluorescencia o por CLSM. i8#ca el ,
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midi6é en un contador de centelleo. y peptide nucleic  acids
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acoplados a péptidos ricos en arginina, de propiedades permealsili@nte Geller et al.
2005; L. D. Tilley et al. 2007; L Good et al. 2001; Liam Good et al. 2008p&d 2003; L
Good & P E Nielsen 1998). Dado que se considera a los microorganismas.igarinte a
los Gram negativos) impermeables a los oligonucle6tidos N(khido 1994) y que

experimentos preliminares de electroporacion con cooligomeemsultaron poco
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informativos, se decidi6 emplear una bacteria hiperpermeakdeli(RS19) (Sekiguchi &
lida 1967) debido a un defecto en su LPS (Liam Good et al. 2000).

En primer lugar se determiné la capacidad de los cooligomerpsmidrar a la célula de
E.coli AS19 portadora del plasmido de alto nimero de copias pFC9 jueal®’)-lb que

le confiere resistencia a Ak (ver Capitulo 3). Con éstse incubaron E. coli (pFC9) y E.
coli AS19 (pFC9) en solucion fisioldgica con LNA10 acoplado al flimdverde Alexa-488
como se indica mas adelante (ver Capitulo 6, visualizaciola datrada de EGS a las
células mediante microscopias). Luego de los lavados, se obdepreparado por
microscopia de epifluorescencia o bien por microscopia d@sdocal (CLSM). La Figura
4.14A, muestra como E. coli AS19 incorpora en una proporcidn mualyormue la cepa
salvaje el oligonucledtido verde fluorescente. Ademas sered que el compuesto es
retenido en alta concentracion, y por lo tanto se visualiza en apadeinente un 50% de las
células. Para mostrar que el EGS se encuentra etoplasma y no queda retenido en
membrana o en el periplasma bacteriano se observaron M Gécciones menores a 0,7
um. Simultaneamente, se empled para estos experimentodotant= fluorescente rojo
especifico de membrana\ib-95) luego del tratamiento con LNALO fluorescente verde. En
la Figura 4.14A, (CLSM) se muestra un campo representativo. obServa que las
membranas Yy la fluorescencia verde del oligonucleétido no cozlaoajuedando esta Ultima
en el interior bacteriano. Experimentos realizados corligdmucle6tido LNA9 marcado
radiactivamente y no con fluorescencia muestran resulsniares lo que descarta que la

mayor permeabilidad se deba la conjugacion con el colorante-A&aFigura 4.14B).

Una vez demostrado que los cooligdmeros de ADN/LNA son capacakalezar el interior
de AS19, para evaluar si los EGS disefiados podrian ser efeictivig, se procedio a
incubar E. coli AS19 (pFC9) en presencia de 50 nM LNA9 ¢ 5uM dallNdurante dos
horas en placas multipocillo por triplicado como se describel&apitulo 6. Luego se
adiciond Ak hasta alcanzar una concentracion de 40ug/micélalas se incubaron por una
hora mas y finalmente se determin6é el nimero de unidades formalocalonia (UFC) en
cada pocillo. Como controles se emplearon EGS con laeseiaucomplementaria e
invertida y la misma configuracion de reemplazos (LNA9senisiA10sense, Tabla 4.2) o
controles con una secuencia complementaria al gen de l&s#dcalina pero con la misma
configuracion de reemplazos (LNA9random y LNAlOrandom Tabla 4L2).figura 4.15A
muestra el promedio de 3 experimentos realizados por triplic&@oobserva que LNA9 y

LNA10 presentaron hasta 2 6rdenes de magnitud menos de UFCs querokeso También
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se observd que la actividad fue dependiente de la dosis (HglsiB). Al realizar

experimentos similares con LNA1, que posee una configuracioneateplazos similar a
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Figura 4.15: Efecto de la Ak en la supervivencia de E. coli BAFC9). (A) Las bacterias incubadas p
2 horas con LNA9 (50 nM), LNA10 (5 uM), LNA1 (5 uM) sus controles fueron expuestas al antibiot
por una hora. Luego se midieron las UFC. Los tadak se muestran como el logaritmo de la med
desvio estandar de las UFC por ml*, P < 0.05. (B) Dependencia de la dosis. Ensayos similg
empleando diferentes concentraciones de EGS. 8strauel log UFC/ml en funcién de la concentrac
de LNA9 6 LNA10 empleada.

LNA1O pero sin substituciones en la secuencia ACCA (vdrlaT4.1), no se observaron
diferencias respecto al control LNAlsense. Esto sugiamefmente que LNA9 y LNA1O

generan un efecto antisentido por un mecanismo mediado por la ARNasa

Conclusiones se mostr6 que los cooligobmeros de ADN/LNA, no degradables por
nucleasas, LNA9 y LNA10O, generan una merma en el niumero de bacterias @n cultivo

al administrarlos exdégenamente junto a Ak. Este efecto fueodis dependiente para
ambos compuestos. Sin embargo, no fueron igualmente efeo ya que LNA9 generd
una reduccion significativa en el nimero de células a concentracies 100 veces menores
que LNA1O (50 nM vs 5uM). Por otro lado, el hecho de que LNAL, que no gza corte

in vitro, no tenga efecto in vivo pese a poseer alta afinidad al mensajeraggere

fuertemente que las diferencias observadas in vivo sean medisdoor ARNasa P. Se dio
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prueba al concepto de la inhibicion de un gen bacterianpor adicion exégena de un
oligonucledtido antisentido a un cultivo bacteriano, aunque erun contexto de
hiperpermeablidad bacteriana. Futuros trabajos en estatiea deberan profundizar en
el abordaje de tecnologias que promuevan la entrada de los EGie ADN/LNA al

citoplas ma bacteriano.
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CAPITULO 5:

Discusion



Al inicio de esta Tesis se propuso como objetivo contribuirc@iocimiento de los
mecanismos que contribuyen a la dispersion de la msista amikacina (AK) y generar
estrategias que permitan prolongar su uso a pesar deliteenumero de cepas resistentes.
En este aspecto, se disefid un proyecto cuyo objetivo a larpo edael desarrollo de
moléculas antisentido como herramientas farmacoldgicas guortge inhibir selectivamente
la expresion del genac(6’)-Ib. La relevancia del andlisis de los mecanismos de dispersio
del gen en aislamientos clinicos de nuestro pais se debe 8§ qLgen esta ampliamente
extendido ente las cepas resistentes a Ags; ii) tanfi@écobrado gran relevancia a nivel
internacional y iii) su varianteiac(6’)-lbcr es el primer gen capaz de modificar dos
antibidticos de familias diferentes al mismo tiempo. B¢e emodo, inhibidores de la
expresion del gen serian de gran utilidad a nivel nacioiméeacional. Por otro lado, las
técnicas de silenciamiento desarrolladas en estapgedidan eventualmente extenderse a
otros genes bacterianos.

1. Dispersion deaac(6’)-1b:

a. Inv117

Por un lado, se analizé el contexto genético del gen en damieistos clinicos a fin de
entender la capacidad de dispersiorde6’)-lb tanto a nivel molecular como celular. En
estudios previos el gen fue identificado dentro del Tn1331 (Wbhasky 2000) o bien
alojado en un integron similar InS21 6 In35(S. M. Arduino et al. 280FE. Orman et al.
2002; J. A. Di Conza & G. O. Gutkind 2010). Es importante remayaar estructuras
coincidentes con Tn1331 que conferian resistencia a Ak, seohadlaraislamientos de varias
localidades del pais (R. M. Chamorro et al. 1990). Por otro lad@idlzsnentos clinicos
dondeaac(6’)-Ib fue identificado incluido en integrones provienen de la Qiutka Buenos
Aires. \Vibrio cholerae M1516 es un aislamiento clinico del ndekpais que mostrd
resistencia a Ak y a antibioticos B-lactamicos que podia ser transferido por conjugacion a E.
coli. El elemento conjugativo capaz de transferir las e%sds a antibidticos fue un
plasmido de unos 150 Kpb (Alejandro Petroni et al. 2002) al que denoosrn@AS1. Al
inicio del proyecto, la primer hip6tesis de trabajo fue querdastencias observadas se
debian a una estructura tipo Tn1331 (A. J. Soler Bistué 200&8% s@écuenciar de 15,723 pb
correspondientes al plasmido pAS1 sorpresivamente elage’)-1b se encontré asociado a

un integrén, InV117, similar a los encontrados en aislamientos eleoB Aires.

Si bien InV117 y otro integrones de aislamientos cliniconukstro pais presentan una
estructura casi idéntica, se hallan en plasmidos muyedites (S. M. Arduino et al. 2002;
Power et al. 2005; J. A. Di Conza & G. O. Gutkind 2010; J. Di Conaéa 2002). De esta

manera, cobra importancia la dispersion a nivel moleculagsties estructuras genéticas,
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siendo que la misma plataforma es movilizada por difesenafglicones. Los resultados de
este trabajo dan indicios de como dichas estructuraspuestar pasando de replicon en
replicon, ya que se encontr6 al integron asociado figintema diferentes genes de
transposicidn. Es interesante notar que el contenido de GI€l%54321R insertado es
notablemente distinto al del resto del integron, lo cual mauest origen diferente y sugiere
gue la incorporacion de este elemento a InV117 fue recienfgodiisle que esta insercion

estabilice altranspos6n manteniendo asi sus genes de rasisteatplasmido.

Otro hallazgo de interés es la nueva varianteades )-1b, que sumada a las variantes ya
descriptas refuerza la idea de la flexibilidad que pospeotgina en su amino-terminal. Esta
caracteristica explicaria la alta frecuencia con sgieencuentra al gerac(6’)-lb como
primer casete de integrones, ya que eventos de recombinacifiméegie generen errores o
inserciones de aminoacidos en el gen no afectarianigdadte nzimatica. La proliferacion
a nivel local y global de una nueva variante del gem(6’)-lbck que genera al mismo
tiempo resistencia a Ak y fluorquinolonas (Robicsek e2@06) aumenta la importancia de
esta observacién. Recientemente caracterizamos vaslamigntos clinicos que alojan esta
variante en integrones, siempre como primer casete .(RQuPoga et al. 2007). Esta ultima
plataforma genética se ha distribuido ampliamente efifaa en los ultimos afios y se la
encuentra frecuentemente asociada a cepas medianameiRtentes a fluorquinolonas
(Resultados no publicados en colaboracion con el Institutor&d. Los datos obtenidos en
esta Tesis llevan a pensar que este gen de resissegeia@d siendo de interés en el contexto

clinico de nuestro pais.

Dado que el plasmido pAS1 posee unas 150 Kpb se decidi6 analizaecpendsacion
15.723 pb, es decir, solamente el 10% de su secuencia (Alejandro Petro20@2plEl gran
tamafio de este plasmido coincide con las caracteristisEsvadas en plasmidos de amplio
rango de hospedador (Ver Capitulo 1: Introduccién). En las negjioestantes de la
secuencia, que seria interesante analizar, se deben hatlasariamente sistemas de
replicacion, estabilizacion y transferencia (Ver @api 1: Introduccion). Toda esta
informacion seria de gran valor para comprender la dikmtsde plasmidos, sistemas
genéticos para los cuales no existen bases de datogytarizadas como para los genomas
bacterianos. Para secuenciar completamente pAS1, sec&saria la preparacion del
plasmido por ultracentrifugacion con un gradiente de cloruroedd adado que es un

plasmido de gran tamafio y bajo niumero de copias. Para su sacdencompleta deberia
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haberse fragmentado y subclonado. Con la secuencia congdefdrian determinar los
elementos necesarios para su replicacion (oriV), mariemion (posibles sistemas de
particion, sistemas toxina-antitoxina, etc), conjugacionTés8, oriT, etc) asi como otros
determinantes de resistenai@-lactamicos, aminoglucosidos y tetraciclinas no identificados

en esta Tesis (Alejandro Petroniet al. 2002).

Por dltimo, V. cholerae M1516 resulta de interés por otro motivo: la infecp@meste
microorganismo no suele ser tratada con antibioticos. ¢dég entonces el plasmido
pAS1 aV. cholerae? Muy probablemente pudo haber sido transferido por conjugacion desde
una enterobacteria. Es destacable entoncesvVguobolerae podria estar actuando como
reservorio de genes de resistencia cameo(6’)-lb. Paralelamente, los casetes de los
integrones podrian ingresar (e intercambiarse) con aqueloslos superintegrones
cromosomicos d&. cholerae favoreciendo su dispersion (Biskri et al. 2005R. TWalsh

2006).

b. pMET1

El gen de resistencia a Ak, también se propaga en datc@uoiimico, particularmente en el
caso de aislamiento de cepas de K. penumoniae, mediante sdoséam Tn1331 (M E
Tolmasky 2000) y su derivado Tn1331.2 (Marcelo E Tolmasky et al. 1988)33T.2 posee
una duplicacién de los genes de resistencia a antisatie:(6°)-1b, aadA 'y oxa-9. Entre los
plasmidos que alojan elementos del tipo Tn1331 sdlo se hataictes@zado uno de ellos:
pJHCMW1 proveniente de un aislamiento del Hospital de Nd@o®8uenos Aires (Renee
Sarno et al. 2002). Por otro lado, los vectores que alojan tiEstie transposones varian
mucho de aislamiento en aislamiento (R. M. Chamorro et al. 1990; TdIfaasky et al.
1988). Por este motivo, resultaba de interés secuenciar comgig¢aotro plasmido que
albergara un transposon similar a Tnl331. El plasmido pME®Yepiente deK.
pneumoniae FC1, aislado en una ciudad distante de Buenos Airesvtemdoza, en donde
produjo la muerte de varios neonatos en la sala de cuidados intensivos del Hospital “Luis
Lagomaggiore” resultaba especialmente interesante. El plasmido pMET1 alberga al
transposén Tnl1331.2 y es compatible con pJHCMW1, por lo cual, sstemas de
mantenimiento debian diferir (Marcelo E Tolmasky et al. 1988). sEnEesis, se analizaron
las 41,723 pb secuenciadas, que fueron depositadas en la basesd&elzbank bajo el
namero de acceso EU383016. Mediante BLASTx se identificaron 41 ORFs gnandez 18

Kpb con alta similitud con regiones del plasmido criptico WG| patogeno y agente
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etioldgico de la peste bubonica Yersinia pestis. El andesil®s datos obtenidos permitié
identificar varios loci con funciones caracteristicasmo las que se enumeraron en la
introduccion (ver Capitulo 1.3.b.iv “los plasmidos y su evoluciéon”): adaptacion, propagacion,
estabilidad y mantenimiento. En primer lugar, se caract el mddulo de adaptacion, la
region que aloja los determinantes de resistencia ad@iuits. Se confirmé la duplicacion
de los geneswac(6’)-lb, aadA y oxa-9. Este hecho puede ser interpretado como una
estrategia evolutiva que permite el aumento de la exprefdgenes de resistencia en
plasmidos con bajo nimero de copias mediante el aumento de layéloss. También se
caracterizaron los moédulos de mantenimiento y estabdinade| pldsmido. Por un lado, se
identificd la minima regién necesaria para la replivadel plasmido y se demostré su
funcionalidad experimentalmente. Es importante destacaeqaeegion mostré un 90% de
homologia con la del plasmido pCRY de Yersinia pestis (Song et al. 20049trdparte, se
caracterizd un “centromero” compuesto por dos ORFs con alta similitud a los genes parF
parG (Finbarr Hayes & Barilla 2006). Adicionalmente, Tn1331.2 ipadner un rol en la
resolucion de dimeros de plasmido de manera similarnao cge ha demostrado para
pJHCMW1 ya que el sitio de resolucion del tranposén y tnpg&nesonservados (M E
Tolmasky et al. 2000). Finalmente, el SST4 y los genes raobtituyen el moédulo de
propagacion de este plasmido. Por lo tanto es, un plAsmido asioisdle que muy
probablemente sea capaz de replicar en un patdgeno comoiaygestis. En este sentido
PMET1 podria mantenerse establemente en este peligroso matbgmano y conferirle

resistencia a multiples antibiéticos.

Un cluster de genes muy similar al empleado en la confuggur pMET1 se encuentra en
ICEs de cepas patégenas. Es interesante destacar que lodegeatsgenicidad incluidos en
estos ICEs no se hallan asociados genes que codificanrgsséencia a antibioticos.
Nuestras observaciones apuntan hacia esto mismo: seelmllan plasmido que causa
multirresistencia a antibidticos, casi el mismo SST4 qualas ICEs diferentes que no
presentan genes de resistencia a antibioticos. Ambos ICEs addaméaseciados a cepas de
alta patogenicidad. ¢Porqué se selecciona el SST4 y no los geesstecia entonces para
los ICEs? La pregunta inversa es valida: ¢ Porqué, si compartésme sistema genético de
propagacion, no adquirieron estos plasmidos también genedjifiquen para factores de
patogenicidad? Varias hipotesis podrian responder esta predwantaas trivial es que los
genes de patogenicidad y resistencia aun no han entrado en co@ttratposibilidad es que

ambos tipos de genes necesiten ser regulados de manematelifedP®r ejemplo, un factor de
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virulencia podria ser expresado solamente en determinadassténecias para el éxito de la
infeccion, muchas veces regulado por quérum sensing. Esto lasalewa localizacion
cromosOmica, donde pueden ser regulados de manera magatdisParalelamente, los
genes de resistencia a antibidticos serian necesamiomayor dosis, por lo cual se los
encuentra frecuentemente en plasmidos y con mucha rinecoencia en el cromosoma. Es
interesante plantear si existen en el ambito clinico, dios tipos de genes ligados en
elementos moviles, lo cual podra develarse a medida quabguen secuencias completas
de plasmidos provenientes de aislamientos clinicos. Por otro ladotipit®sle resistencia a
antimicrobianos, como por ejemplo, los conferidos por mutagienela girasa (que son el
mecanismo mas frecuente de resistencia a quinolonagpmadquiridos horizontalmente
sino por mutacién. Algunos estudios han identificado genessigtenacia y de virulencia
ligados (Martinez & Baquero 2002 y sus referencias). De hsehta enunciado que en un
futuro aumentaran los casos en los que se encuentrendestdgos de genes asociados
fisicamente (Martinez & Baquero 2002 y sus referencias).eSstm area de investigacion de
gran interés.

2. Estrategias antisentido contra el gemac(6’)-Ib.

En sistemas bacterianos, mecanismos antisentido que se b asalbaiogueo estérico de la
traduccion habian sido empleados con mucho éxito (B. UeiG&005; L. D. Tilley et al.
2007). Sin embargo, dado qauer(6 )-1b es sumamente variable en su extremo 5’ esta técnica

no resultaba adecuada. Previamente a esta Tesis, se habian lbgjtadoi@miento del gen
de resistencia a Ak empleando una técnica basada en la ARNBsaatno et al. 2003). Por
otro lado, el silenciamiento por ARNasa P habia mostradox#ese@ con otros genes en
sistemas bacterianos (Y. Liet al. 1992; Guerrier-takadéa &995; Y. Li & S Altman 1996;
J. McKinney et al. 2001). Por lo tanto, el proyecto era relevatéamia buenas chances de

éxito.

A partir de un screening de 39 oligorribonucle6tidos de 13 ntigeeren cinco candidatos
para ensayar in vivo segun su capacidad de union y de médiartee del mensajero de
aac(6’)-Ib por ARNasa P in vitro. Para ello se clonaron fragmeai®@ DN codificando
para cada uno de los EGS a ensayar junto a una ribozima cibematillo y un terminador
de la transcripcibn en un vector de alto niumero de copias.sEiftdanse cloné bajo el
promotor T7, que es fuerte e inducible por IPTG. Se aornto los candidatos como sus

controles sense y un control contra el gen de la fosfateabna. Las cepas que expresaron
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los EGS antisentido resultaron més sensibles a la Aklagueontroles. Sin embargo, la
induccion por IPTG no gener6 un efecto mayor. Esto puede delzerspe el

oligorribonucleétido puede resutltar toxico per se, o bien a que el EG&Sya@lescindirse de
la ribozima cabeza de martillo en el transcripto. Urttefesimilar fue descripto en estudios

anteriores (Guerrier-Takada et al. 1997).

Resultaron particularmente sensibles a la Ak aquellpascgue expresaban el EGSC3 vy el
EGSA2. Estas mostraron coincidentemente un descenso €tMlade acuerdo a lo
observado en ensayos de microdilucion. Los EGSs de mayor capacidadrdel nmdsajero
de aac(6’)-Ib fueron aquellos que mostraron un mayor efecto de rewedsd fenotipo
resistente. Sibien no se demostro que este efecto sea meoliadiBNasa P, se observogu
al expresarse el EGSC3 disminuye el mensajero del gen idiene& a amikacina en un
50%. Esto sumado a la abundante bibliografia y antecedaspemiles (Gao et al. 2005;
Gopalan et al. 2002; Guerrier-takada et al. 1995; Guerrier-Takadal®97; J.-hyeong Ko
et al. 2008; Y. Li & S Altman 1996; Y. Li et al. 1992; Eirik Wadim Lundblad & Sidney
Altman 2010; J. S. McKinney et al. 2004) sugiere muy fuertememtdag@RNasa P media

el efecto observado.

Estos resultados constituyen una prueba de concepto que apoya la ideasta @strategia
se podria emplear para prolongar la vida util de la Ak. Sipaego, antes de una potercia
aplicacion, se necesita un modelo mas cercano a uneigituaal de infeccion. Aun existen
varios obstaculos que sortear antes de que se puedan d&efiacos en base a esta
estrategia. En primer lugar, el ARN, en particular siras&@ de oligonucleétidos, es muy
susceptible a la degradacion por nucleasas. Existen muy esttmsos con analogos de
nucledtidos resistentes a nucleasas y su suministro exé ggemaa éstos fueron efectuados
en sistemas eucariotas donde la ARNasa P es muy ddéfeeemivel de estructura y
requerimientos, por los resultados no pueden ser extrapoladdsmasidacterianos (Ma et
al. 2000; Gopalan et al. 2002; Eirk Wasmuth Lundblad & Sidney At2@10; Sun &
Caetano-Anollés 2010). Por lo tanto, era necesario probaigénwros de analogos no
hidrolizables de acidos nucleicos podian funcionar como EGSs eriatlicmrte mediado por
ARNasa P del mensajero dec(6’)-lb. Para ello, se disefiaron varios EGSs en base a la
secuencia del EGSC3 (aquel que habia generado la magwidad in vivo) empleando

diversos anélogos de &cidos nucleicos disponibles.
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Entre los diferentes compuestos ensayados, solamenteoddgOmeros de ADN/LNA
pudieron reproducir una actividad similar al EGSC3 de ARNtos€resultados no implican
necesariamente que oligonucleétidos de PS, 2-O-Me 6 de BNdOQedan ser funcionales in
vivo. Cabe la posibilidad de que puedan tener un efecto mediani@emtamismo. Dado que
no estan dirigidos al codén de iniciacion de la traducciopoe® probable que puedan
silenciarlo mediante impedimento estérico de la traduc¢L Good 2003). Sin embargo,
podrian, por ejemplo, inducir el corte mediado por ARNasa H. Los E@8odigbmeros de
ADN/LNA mostraron una buena actividad para inducir etecoiel mensajero delic(6’)-Ib
mediado por ARNasa P in vitro. No se observa una comaldtieal entre nimero de
reemplazos y actividad, sino que existen posiciones dentro delgd&8enen un rol muy
relevante: se mostrd6 que los reemplazos en las tresrasirpesiciones de la secuencia
consenso ACCA son muy importantes en la actividad. Es delstagab estos EGSs
mostraron ser resistentes a las nucleasas bactemgnds.coli. Por otra parte, estos
compuestos fueron capaces de inhibir la producciéon denZgma en un sistema de
transcripcion y traduccién in vitro pero sélo anteagtegado de ARNasa P. Para probar
estos compuestos en un modelo in vivo se debid recurrir a una cepaldkifegoermeable,
E.coli AS19 (Sekiguchi & lida 1967). Dicha cepa fue transformamla los plasmidos
pJHCMWL1 y pFC9 que llevan al gen de resistencia a Akleomexto de Tn1331 y del
integron InV117 respectivamente. Soélo este ultimo fue capaz de canigigepa AS19 una
alta resistencia a Ak. Es remarcable que este masmosee muy alto nimero de copias y
aloja aaac(6’)-Ib bajo un promotor fuerte. Teniendo en cuenta esto, es posibleagae
subvalorado los resultados obtenidos luego de la administraci@e e de los compuestos
antisentido. Sibien LNA9 y LNA 10 fueron capaces de inhibir el fenotipe sietencia aun
en bajas concentraciones, es muy sugestivo que LNA1, que no pasp@ames de LNA en
la region ACCA del EGS, no haya mostrado efecto in vivo. dRarparte, LNAL induce el
corte del mensajero deuc(6)-lb mediado por ARNsa H con mayor potencia que LNA2
(datos no mostrados). Esto nos sugiere fuertemente quecahismo por el cual ocurre el
silenciamiento en el sistema explorado esta mediado porag&kN. De todos modos, seria
relevante realizar experimentos con una mutante condicen uno de los genes de la
ARNasa P, de modo tal de demostrar concluyentemente el s@ocanExiste una cepa con
una mutacién en el gen rnpB, que codifica para urla §&e podria ser de mucha utilidad.
Proximamente se transferira esta mutacion a la cepa de E .coli(pfS19) por transduccion

generalizada.
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Si bien se exploraron varias opciones de analogos de duidésicos, existen muchas otras
gue no fueron ensayadas debido a su costo 0 a que no saciabnente asequibles. En
particular seria de interés la exploracién de variactgmces de permear a la célula. Casi
simultaneamente a nuestro trabajo, el equipo de investigaciSiddey Altman sefiald en
concordancia con nuestros resultados, que los EGSs de PMih mayzaces de inducir el
corte mediado por ARNasa P. Sin embargo, un EGS de PMO céngenecat, al ser
acoplado a un péptido permeabilizante, mostr6 capacidad de comeekgdjero in vitro,
aunque en sitios diferentes al esperado. Ademas inhibio la expde$igen in vivo en varias
especies bacterianas (Shen et al. 2009). Sin embargo, no esto misowrid con todos los
genes que el equipo del Dr. Altman ensayd (Shen et al. 2(R&}ientemente, este mismo
equipo publicé un trabajo donde se intenta explicar cual eeadnismo por el cual el EGS
dirigido contra el gen cat acoplado al péptido corta el ARNmitlo en presencia de
ARNasa P (Xiao et al. 2010). En nuestro sistema, el EGSC3 @edebplado a un péptido
permeabilizante tampoco fue capaz de cortar al getadé’)-Ib en presencia de ARNasa P
(Datos no mostrados, realizados en colaboracion con el Dr. MiGhateCambridge, RU).

Nuestros datos necesitarian ser reforzados medianteldacion del corte de otros genes
bacterianos mediante EGSs de ADN/LNA. En este sentidoestén desarrollando
compuestos antisentido contra el gen ftsZ que particiga @wision celular y contra un gen
heter6logo como gfp que codifica la proteina verde fluoresceémbos son genes cuyos
genotipos son facilmente evidenciables: mientras queilaicemiento de ftsZ genera
flamentacion y muerte celular el de gfp provocaria unaigerde fluorescencia. En el
primer caso, se esta avanzando rapidamente, habiéndosaleanEGSs candidatos a
ensayar proximamente (Davies-Sala 2010). En el segundo casoeskbilidad del
mensajero de gfp dificulta la realizacion de los ensayasegmondientes (datos no
mostrados). Sin embargo, dado que la reversion del fenotipo raleslisilenciamiento de
este gen resulta de gran interés y se continuara refdizasfuerzos para manipular su
ARNA. Por otro lado, también se logré el corte del mensajeraac(6’)-lb mediante el
EGSA2 de ADN/LNA. Sus propiedades e interacciones con el EGSC3 NAAB se estan

analizando actualmente (datos no mostrados).

El otro gran obstaculo antes de llegar a un uso farmacoldgico decestpuestos es su falta
de capacidad de ingresar al citoplasma bacteriano. En los re®péos de esta Tesis, los
EGS se expresaron directamente en las células hospedaddreen se administraron

exdgenamente a una cepa hiperpermealblasten diversas estrategias que podrian ayudar a
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solucionar este problema que incluyen la encapsulacionE@8 en liposomas, la
introduccion de estructuras en forma de hairpin en laese@io la conjugacion a péptidos
permeabilizantes que ha sido muy exitosa en el caso deM&s (Fillion et al. 2001;
Kurupati et al. 2007; L. D. Tilley et al. 2007; Shen et al. 2009ravVizgsh et al. 2007; G lnter
Harth et al. 2007; G Harth et al. 2000; Eriksson et al. 2002)linka de trabajo proseguira
en esta direccidn. El laboratorio de Marcelo Tolmasky rgenen éxito diversos tipos de
liposomas para la administracion de EGSs. Sin embargo, @t rtenido éxito en la
internalizacidén de compuestos antisentido mediante esta hentanior otro lado, se intentd
la generacion de LNA9 acoplado a un péptido permeabilizanteenitiargo, dado que la
carga negativa del EGS se compensa con la del péptido pernagdbildado que se trata de
oligopéptidos ricos en arginina), al ser acoplados, forman un pesloipitsoluble (datos no
mostrados, en colaboracion con el Dr. Michael Gait, CaméridRU). Proximamente se
intentara la formacion de un complejo entre LNA9 coradtpéptido de manera similar a
trabajos publicados muy recientemente que han permitidmge¢so de oligmeros de
analogos de acidos nucleicos a células eucariotas (Langel et al. 2@16t 842009).

En conclusion, el desarrollo de compuestos capaces de inhibir és®xpdel genac(6’)-1b

al ser administrados exdgenamente por un mecanismo muy p@oieaid mediado por

ARNasa P, constituye un paso en la direccion correcta gladesarrollo racional de

compuestos que inhiban la expresion de genes bacteriago® yuedan ser empleados
farmacolégicamente. Estos agentes podrian emplearselgpamhibicion de genes de

resistencia, de genes bacterianos esenciales o de fadéondsulencia. En el caso de la
inhibicién deaac(6’)-Ib permitiria prolongar la vida Util de la Ak. EIl proximo objetsera

mejorar su permeabilidad a fin de que puedan alcanzar el cit@plissxt@riano.
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CAPITULO 6:

Materiales y Métodos



Cepas bacterianas utilizadas:

En la presente tesis se emplearon varias cepas bactela@smasles se enumeran junto a sus
caracteristicas méas relevantes en la siguiente tabla.

Cepa Caracteristicas relevantes Origen
Escherichia coli | F endA1 glnV44 thi-1recAl relAl gyrA96 deoR nupG New England
DH5a ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(r m’), A— Biolabs

Escherichia coli | F-ompT gal dcm lon hsdSg(rs” mg) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 | Invitrogen
BL21 (DE3) ind1 sam?7 nin5])

Escherichia coli | F-ompT gal dcm lon hsdSg(rs” mg) A(DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 | Lab. Sidney
T7A49 ind1sam7 nin5]) rpA”™ Altman

Escherichia coli | F N'ilvG ,rfb’50, rph-1. Deriva de K12 por mutagénesis quimica. | Lab. Marcelo
AS19 Fenotipo de hiperpermeabiliadad, por una mutacién Tolmasky.
desconocida que revierte con alta frecuenda. Sensible a
lisozima.

Medios y condiciones de cultivo:

Las cepas de E. coli fueron cultivadas en medio correspdaaedeamun agitador a 37°C
durante 16 a 24 hs. Con una frecuencia de agitacion de entre 2B0 ppm/min. Se

emplearon los medios cuya composicion se detalla a continuacién:
Luria-Bertani (LB): 1% Triptona, 0,5% Extracto de levadura y&NaClI.

Medio Minimo M9 (M9):NaHPO, 6 g,KH,PO, 3 g, NaCl 0,5 gNH,Cl 1 g y se llevo
hasta un volumen final de un litro con agua bidestilada. a@eclavo y se agregaron 10 ml
de una solucion esterilizada por filtrado 100 mM MgSO4, 20% gudds mM CaGly 100

mM tiamina-HCI.

Medio Mueller-Hinton (MH) fue provisto por Britannia y prepdgesegun las instrucciones

del fabricante.

Para obtener los correspondientes medios sélidos en los ieapeeridos se agregd agar al

1,7% y se colocan 18 a 20 ml en Placas de Petri.
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Para la diferenciacion basada en el ensayg-dalactosidasa empleado en los clonados de
productos de PCR se agreg6 a placas de medio LB-agar X-gaj/de IPTG 20ug/ml.

Para la induccién de cultivos liquidos se emple6 un stock 1M de IPTG.
Conservacion de cepas:

La conservacién a largo plazo de las cepas bacteriamasedlizada por congelamiento
rapido de cultivos en fase logaritmica tardia, suplidos con gjliestéril a una concentracion

finalde 15 % en criotubos conservade<8° C y a-80° C.

Preparacion de células electrocompetentes y electroporacion:

Se prepararon las células de acuerdo al protocolo high efficédectrotransformation (Bio-
Rad). Para el procedimiento se utilizd un electroporador Gene P udgesfdation Apparatus
(Bio-Rad). Se emplearon en cada electroporacionu#ie suspension de células
electrocompetentes y 0,1y de ADN disuelto en agua milliQ. El procedimiento sedllav
cabo en cubetas de 2 mm (Bio-Rad) en las condicionesng@ocaléctricas indicadas en el
manual del Electroporador. Tras el pulso eléctrico rapidansentgrega 0.8 ml de medio
rico para colocar luego las células a 37°C por una horagitatién. Por Utimo se sembro

en medio solido selectivo toda la noche a 37°C.

Oligonucleétidos generados:

Se enumeran a continuacion los oligonucledtidos de ADN edygdean este trabajo. Todos

ellos fueron encargados a Integrated DNA Techonolgies.

(0] 0] Secuenda Gen blanco
rio arriba del
1S4321 de
ISL_F ATCGGTGTCGGTATTGTAGG pRMH760
InsA sense CTGGCTCTAACATTTCGGTCA orfD
ISL 3 R GAATCTCAGCAGGCAATG tnpA 1S4321
IS1353F GGGCAGTAGATCACTATATCG IS1353
IS1353R TGTGTATTTCCGTCAGATCG IS1354
IS 1326 F GGTTAGTCGGTCCAACAAC 1S1326
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IS 1326R GTGGTTGAACCGCAGTAC 1S1326
mer E rev TGCCATCTGCCGATTCTC mer E
tni A out3 GGTCAGGGTTGGAGAAGG tniA
tniA F GATATTCGTCCACGGCTAC tniA
tniA Rev GTTCCTGACCAAGCAGAAG tniA
tniBF GCAGCAATCGTCGTTGG tniB
tniB rev GCTGGAAGCCCTTTATGC tniB
5s Fwd TGTCTGGCGGCAGTAGCG 5s rRNA
5s Rev GCATGGCAGTTCCCTAC 5s rRNA
aacout3' 1 TGACGTACAGGAACAG aac(6')-1b
aacout3' 2 ACACGCCAGGCATTCG aac(6')-1b
aacout5' 1 GATCGGTTTCTTCTTC aac(6')-1b
aacout5' 2 GATGCTGTACTTTGTG aac(6')-1b
aacoutdown
7859 GTAACCACCCCAGATGGTCCAGCCGTGTAC aac(6')-1b
Aacoutup
7349 GTGTGACGGAATCGTTGCTGTTGGTCACGATG aac(6')-1b
aacpcr7334 CATCACAAAGTACAGCATCGTGACCAACAG aac(6')-1b
aacpcr7907 TTAGGCAACACTGCGTGTTCGCTCGAATGC aac(6')-1b
ISL 4 F ATGGTCACTCCCGTTTTTGC IR4321
ISL 3 F TTGCTGTCGTGCCGTTAGG tnpA 154321
ISL 2 F GCTCAACAAGATAGTGATAATG tnpA 1S4322
I1S1326fwd GGTTAGTCGGTCCAACAAC 1S1326
IS13260ut3 CTGAAGTTTGACCTGTTTGC IS1326
[S1326rev GTGGTTGAACCGCAGTAC 1S1326
1S1353fwd GGGCAGTAGATCACTATATCG IS1353

112




IS1353rev TGTGTATTTCCGTCAGATCG IS1353
1S4321L FWD TGCGTATTAAGACGTGGT 1S4321
1S4321L-rev GTATATCTGGAGCGTGCC 1S4321
1S6100_1_F ACTGCCACCCGAACCTGCG 1S6100
IS6100_1 R GACGGAGGCTCTGGTGC 1S6100
ISL 2_F GCTCAACAAGATAGTGATAATG 1S4321
ISL_ 2_R GGCTGAATAAGGGCGAGGC 1S4321
ISL 3 F TTGCTGTCGTGCCGTTAGG 1S4321
ISL.3 R GAATCTCAGCAGGCAATG 1S4321
ISL 4 F ATGGTCACTCCCGTTTTTGC 1S4321
ISL_4 R TGCTCTGGCAAACAAGC 1S4321
ISL_F
extremo ATCGGTGTCGGTATTGTAGG 1S4321
merErev TGCCATCTGCCGATTCTC merE
Tn4352Bfwd CGTATTTCGTCTCGCTCAG Tn4352
Tn4352Brev GCCATGAGGGTAGGGAAG Tn4352
tniAfwd GATATTCGTCCACGGCTAC Tn21
TniAout3 GGTCAGGGTTGGAGAAGG Tn21
TniArev GTTCCTGACCAAGCAGAAG Tn21
tniBfwd GCAGCAATCGTCGTTGG Tn21
tniBrev GCTGGAAGCCCTTTATGC Tn21
TTGTAATACGACTCACTATAGGGAGACATGAGACAATAACCCTGATAAA
T7 acc TGCTTC aac(6')-1b
ACCA1
protein GTTTAACGTTTGACATGAGGGC aac(6')-1b
T7 promoter
primer CGCTAATACGACTCACTATAGG Promotor T7
EGSC3_aac(6 TGGTGGAACAGTACTTGCCCTATAGTGAGTCGTATTAGCG EGSC3_aac(6
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)-Ib molde )-Ib molde

Oligomeros y Cooligdbmeros de analogos de &cidos nucleicos:

Se describen a continuacién los oligonucleétidos de analogos de acitbososuempleados
en este trabajo. Todos ellos fueron encargados a IntegritAdTiechonolgies. Aquellos

empleados en experimentos in vitro requirieron una purificaadicional por HPLC.

Oligémero Secuenday quimica

EGSC3 Caaguacuguuccacca
EGSC3DNA CAAGTACTGTTCCACCA
Oligonudedtido Fosforotioato (PS) caaguacuguuccacca
2'-0-metil oligorribonucleétido (2'-0O-Me) CAAguacuguuccaCCA
Oligomeros de Morfolino fosforodiamidato (PMO) CAAGTACTGTTCCACCA
LNA1 CAAGTACTGTTCCACCA
LNA2 CAAGTACTGTTCCACCA
LNA3 CAAGTACTGTTCCACCA
LNA4 CAAGTACTGTTCCACCA
LNAS CAAGTACTGTTCCACCA
LNAG6 CAAGTACTGTTCCACCA
LNA7 CAAGTACTGTTCCACCA
LNAS CAAGTACTGTTCCACCA
LNA9 CAAGTACTGTTCCACCA
LNA10 CAAGTACTGTTCCACCA
[NAI1 CAAGTACTGTTCCACCA
LNA1Sense GGAACAGTACTTGACCA
LNA2Sense GGAACAGTACTTGACCA
LNA9Sense GGAACAGTACTTGACCA
LNA10Sense GGAACAGTACTTGACCA
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LNA9random AGGCATCTATACCACCA

LNA1Orandom AGGCATCTATACCACCA
LNA11 CAAGTACTGTTCCACCA
LNA2b CAAGTACTGTTCCACCA
LNA9b CAAGTACTGTTCCACCA

*Mayusculas, ADN; minusculas,ARN; itélicas, fosforotioato; negrita, 2’-O-metil oligorribonucleétido;
intdlica y negrita, oligdmeros de morfolino fosforodiamidato; subrayado, LNA.
b caaguacuguuccacca es la secuenda de EGSC3.

Plas midos empleados

Se describe a continuacion los plasmidos empleados en esta tesésgustcaracteristicas

mas relevantes y las referencias.

Plasmido Caracterisitcas Relevantes Origen/Referencia

pJHCMW1 Plasmido aislado de K.pneumonieae del Hospital  Woloj et al. 1986

de Nifios de Buenos Aires, aloja Tn1331.
Sarno et al. 2002

pMET-1 Plasmido aislado de K.pneumonieae del Hospital =~ Tolmasky et al. 1988.

"Luis C. Lagomaggiore”, Mendoza. Aloja Tn1331.2
Esta Tesis

pAS1 Plasmido halladoen V.cholerae del Hospital de Petroni et al. 2002
Tartagal,Salta. Aloja InV117.

pFC33.5 Plasmido derivado de pT7-5 con aac(6’)-Ibyucmw:  Tolmasky 1990.
clonado bajo el promotor T7

pFC77 Plasmido derivado de pT7-5 con aac(6’)-1by,v117 Esta tesis
clonado bajo el promotor T7

pNW1 Derivado de F. Bajo numero de copias. Incluye Sarno et al. 2003
aac(6’)-1b. AK® Cm®Sm*

pFC9 pGEMT-easy que incluye parte de tnpR, intlly Soler Bistué 2005
aac(6’)-1b de InV117. Amp® AK®

pJA2’ rnpB PT7 pMB1lori lacZa, Amp" Vioques et al. 1988

pPTyr tRNATyr PT7 pMB1lori lacZa Amp® Robertson et al.1972
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pYM201 Creado por insercidon de 857 pb de aac(6’)-1b Lab. Marcelo
insertadas en pZero-1[Plac lacZa PSp6 PT7ccdB  Tolmasky
flori pMB1lori (Zcr Akn)] Zeo®

pEGS Plasmidos empleados para laexpresion de EGSs Esta Tesis
en E.coli BL-21 (DE3) (pNW1). Se detalla mas
abajo laestructura de los mismos.

Para construir plasmidos capaces de expresar las EGSS)gE@ncargaron construcciones
especificas con una secuencia genérica clonada extel pUC57.La secuencia genérica
para los diferentes plasmidos que incluye el promotoreTEGS introducido, la secuencia
consenso para la ARNasa P, ACCA, una ribozima cabeza d#lanaun terminador de la

transcripcion para el promotor del fago T7.

promotor T7 EGS ACCA Ribozima cabeza de martillo

e TAATACGACTCACTTAGGGA GTGTCG06CG TG Ao SO O oSG T A RSO TCAGERC RGOS

terminador transcripcional de T7
-TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG
Entre plasmido y plasmido lo Unico que vario fue la secuedalicEEGS. Se produjero®
clones contra cada region simple cadena del mensajeraadié’)-lb , sus controles
antiparalelos y un clon con un EGS contra la fosfatdsairea. Estos fueron los EGSs

clonados y alojados en diferentes cepas

Cepa/plasmido EGS expresado Secuencia del EGS ‘ Fenotipo

Yp59 A® Amp®
Yp62/pEGSA2 A2 CGATATGAGATCG A® Amp®
Yp63/pEGSA2s A2sense CGATCTCATATCG AK® Amp"
Yp64/pEGSB6 B6 AGTGTCGGGCGTG AK® Amp"
Yp65/pEGSC3 c3 CAAGTACTGTTCC AR Amp"
Yp66/pEGSD1 D1 CAGCATTGCAATG A® Amp®
Yp67/pEGSEL E1 TCTTCTTCCCACC AK® Amp"
Yp70/pEGSC3s C3sense GGAACAGTACTTG AK® Amp"
Yp71/pEGSD1s Dlsense CATTGCAATGCTG AK® Amp"
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Yp72/pEGSE1s Elsense GGTGGGAAGAAGA AK® Amp"

Yp73/pEGSAP Fosfatasa Alcalina (AP) | AGGCATCTATACC A® Amp®

En un contexto genético que permita la expresion del poryniat, estos plasmidos generan
un transcripto que va desde la dltima G del promotor kdseaminador de la transcripcion,
incluyendo, la secuencia antisense, la secuencia AC@Arigdzima cabeza de martillo. A
continuacioén la ribozima cabeza de martillo se autoescindeashsttipto junto al terminador
de la transcripciéon. De este modo el EGS, compuesto por la secaatisentido y el ACCA

se liberan al citoplasma bacteriano (Guerrier Takada et al. 1995).
Andlisis bioinformético de secuencias

Para el analisis bioinformatico de secuencias se eroplelversos programas de acuerdo al
objetivo. Para el analisis electrofenogramas de reaeside secuenciacion se empleo el
Chromas 2.33 (Technelysium Pty Ltd). En el ensamblado deersgas se utilizaron
SegMan (Lasergene) o Sequencher 4.7 (Gene Codes Corp.)sedasncias obtenidas
fueron analizadas empleando Vector NTI (Invitrogen OéEhnologies) y Artemis (Sanger

Institute).

Visualizacién de la entrada de EGS a las células mediante micrapias:

Para estos ensayos se mezclaron 7 ul de un cultivo bacteriano @ertodiae en solucién 18
ul de solucion fisioldégica agregandose luego 0,5 pl de LNAL1O adogal flourdforo verde
Alexa-488 (500pmol/ul). Se incubd a 37°C durante 10 minutos en agitacion igdadcuse
centrifugd, se agregaron 25 pl de solucion fisioldgica y sespendieron suavemente las
células. Luego se agrego el colorante especifico de measbFM5-95 (Invitrogen) en las
concentraciones indicadas por el fabricante y se incub6 en hielo pautosni Se colocaron
entonces los cultivos en un portaobjetos con una capa dea@étosn solucion fisioldgica.
Luego se cubrié con un cubreobjetos. Tras ello se obseprépErado por microscopia de
epifluorescencia en un microscopio BX60 Olympus (Olympuspromicroscopia confocal

lAser en un microscopio Zeiss Pascal (Zeiss).

Acumulacion de Cooligdmeros de ADN/LNA marcados radiactivameet
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Células en crecimiento exponencial (§36x0,6) fueron lavadas dos veces con buffer Tanaka
modificado frio. Las células se incubaron con 50uM de 32P-LN@®tomaron alicuotas a
diferentes tiempos y se filtraron a través de una membdanMillipore 0,45 pM. Tras
lavarlos una vez en PBS frio, se midi6 la radiactividad adaa los filtros (y por ende a las

células) mediante un contador de centelleo.
Procedimientos generales con acido desoxirribonucleico (ADN):

Las preparaciones de ADN plasmidico se realizaron empleandibslas knerciales QIAspin
Miniprep Kit de Quiagen o Wizard(R) Plus Minipreps DNA Purificat®ystem de Promega.
La purficacibn de ADN tanto de productos de PCR como a pdetigeles se realizd
empleando el kit comercial Wizard(R) SV Geland PCR Cleanydes de Promega. Para
las reacciones de corte con enzimas de restricciommpdeaon los buffers y reactivos

provistos por New England Biolabs o Promega segun las instrucciehes proveedores.
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):

Las reacciones de reaccién en cadena de la polimerasa (P@Rlzaaon empleando de Taq
polimerasa de Invitrogen, Promega o bien la fabricada Earidacion Instituto Leloir. Para
las reacciones empleando la enzima pfu se usé la fabecatdaFundacion Instituto Leloir.
Para reacciones de mas de 5 Kpb se empled la enzima eldihgésegen) o bien Kod
(Novagene). Los cebadores empleados en cada reaccionadenden las secciones
correspondientes de resultados, y su listado completo sentracea la Tabla XX. Las
mezclas de reaccion contenian 0,5 a 3 mM de M@®3 pM de cada cebador, 0,1 mg/ml de
seroalbumina bovina acetilada (BSA) y 0,2 mM de dNTPs en derkagfropiado segun la
enzima empleada. Se emplearon entre 10 y 50 pl finalesadeiv@ Como molde se
empled ADN de diversas fuentes: minipreparaciones demméas, ADN cromosomico o
extractos celulares. Estos ultimos fueron generados popersisn de unas pocas colonias
de un microorganismo en 50 ul de agua MQ, su tratamiento por 5 mn@®<400°C y su
centrifugacion por 1 minuto a maxima velocidad. Las reacciangartir de extractos

celulares se denominan “colony-PCR”.

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Mastier de Eppendorf empleando
un programa que incubara 5 minutos a 94°C (desnaturalizacidal)in®5 repeticiones de 30
segundos a 94°C (desnaturalizacion), 30 segundos a 55°C (hibridp@&0rgegundos por

cada Kpb a amplificar a 72°C (polimerizacion) y finalmebfe minutos a 72°C (extension
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final). En el caso de usar pfu, se emplearon 68°C en lugar Gepé2a la polimerizacion.
Los productos de PCR fueron purificados por columna como a#ddaites o directamente

visualizados por electroforesis (ver mas adelante).
Consideraciones generales para trabajar con acidos ribonucleico&RN):

Dado que el ARN es sumamente susceptible a la degradacion sertwaigas precauciones.
Para las preparaciones y experimentos se emplearonahdeiplastico y drogas libres de
ARNasas. El material de vidrio y metal fue horneado 3sharé80°C antes de su uso. Se
emple6 agua libore ARNasas. Para ello se emple6 agugadieate del filtro MQ o bien se
pre traté el agua con dietilpirocarbonato (DEPC). Pdmaseladicion6 1 ml de DEPC a 1 |
de agua MQ, se agité vigorosamente y se dejé toda la noche. Luegociavawy fracciond
congelandose diversas alicuotas a -20°C. Las micropigewgerficies en donde se
realizaron los experimentos fueron lavadas con una éol@ilM NaOH y 0,5% SDS y
enjuagadas dos veces con agua bidestilada. Durante quutaeiin, las mezclas de ARN,
en particular el ARN extraido de células, fueron conservadaernytie evitd su exposicion

a altas temperaturas.
Extraccién de ARN de cultivos bacterianos:

Para la extraccion de ARN bacteriano se t@maultivos de toda la noche para llevaris
DO inicial deseada (0,05) y luego cultivarlos por el tiempo necesatiego se transvasaron
los cultivos a un tubo Falcon de 18 nuevo y se agregaron 1,25 ml de solucibn STOP en
hielo por cada 10 ml de cultivo original (20 ml de solucion SE&Rrepararon con 1ml
fenol saturado en agua y 19 ml de etar8é centrifugé a 4°C 2 a 5 minutos y se quito el
medio. Este precipitado se guardfD°C dejandose asi hasta por seis me&éprecipitado

se resuspendié en 800 pl de TE pH=8 con 0,5 mg lisozima y se agre gaiade800% SDS.
Se incub6 2 minutos a 64°C. Se agregaron 88 ul de 1M NaAcO ph=$¢2mezclé por
inversion. Se agregd 1ml de fenol saturado en agua DEP@éingdose la mezcla 10 veces.
Se incubd a 64°C por 6 minutos mezclando por inversion cada 40 seglraascultivos
con una OD muy superior a 1 es recomendable hacer una segtradzion con fenol.A
continuacién se colocaron los tubos en hielo para centritu¢gd® 10-20 minutos a maxima
velocidad. Se g la fase acuosa a tubos eppendorff de 2 ml nuevos, se extrajortaie 1
cloroformo y se centrifugd 5 minutos a maxima velocidddC. Se transfirio la fase acuosa
a tubos nuevos de 1,5 rBleagregoé 0,1 volumen de 3M NaAcO pH=5,2, 1ImM EDTA Yy 2,5

volimenes de etanol. La solucion permanecié 20 miras@9°C para la precipitacion del
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ARN vy se centrifug@ 4°C por 25 minutos a maxima velocida8e lavo el pellet con 80%
etanol frio libre de RNsas y se centrifugd 5 minutos a maxima velocd&@dC. Se @j6
secar el pellet en campana y se resuspea 100 pl de agua DEPC. Alternativamente el
ARN fue purificado mediante el kit illustra RNAspinnikit (GE Healthcare). También se
puede guardar en 50% formamida que protege de ARNasas. EffusRduantificado por
absorcion de la luz UV a 26(5u integridad fue verificada observando el ARNr en geles de
agarosa desnaturalizantes de las preparaciones de ARN. Paraesuamdn fue guardado a
-80°C.

Northern blots:

Para cada muestra a analizar 1-5 pg de ARN fueron seéosben calles de un gel en
condiciones desnaturalizantes [18ml de formaldehido 37% cadanmlOfle gel y una
concentracion final de 20mM &cido[R-morfolino]propanosulfénico (MOPS)] con 2,5%
agarosa. Tras la electroforesis el ARN fue transferidbna membrana Hybond N+
(Amersham Pharmacia Biotech) por transferencia capidlaruna solucion 10X SCC (1,5 M
NaCl, 0,15M citrato de sodio). Luego de un lavado en 2X SCC y una vez seeantarana,

el ARN fue fijado por irradiacion con luz UV de 254nm en udbmara UV GS gene linker
(BioRad). Luego la membrana fue tefiida con azul de met{le@,3M NaAco, 0,03% azul de
metileno pH=5,2) y el gel con bromuro de etidio para corrodaraansferencia efectiva de
los &cidos nucleicos. Paralelamente, se generaron kesmpara sondas especificas contra
los mensajeros deac(’)-lb y ARNSs por colony-PCR. Para ello se emplearon los
cebadores aacpcr7334 y aacpcr7907 y 5s Fwd y 5s Rev respectivab@nfgroductos de
PCR fueron purificados por columna y luego empleados pagararacion de cada sonda
mediante la incorporacion de-f?P]JdCTP usando el kit Prime-a-gene labeling kit (Promega)
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI dCTP no incorpouadeliminado empleando
el kit NucAway (Ambion). Para la hibridizacion se incubdriembrana a 42°C con 20ml de
solucion de hibridizacién (1X SCC,5X Denhearts, 50% formami@z6% SDS) durante 3
horas. Luego se agregd la sonda desnaturalizada y sendefiamndo toda la noche. Se
realizaron luego dos lavados de 5 minutos a temperatura relzien solucibn 2X SCC y
0,1% SDS, otros dos lavados con solucion 0,2% SCC y 0,1% SDSayado final a 42°C
durante 15 minutos en solucion 0,2X SCC, 0,1% SDS. Una vez sewanibrana se revelo

mediante Phosphoimager (Storm 840, Molecular Dynamics).

Transcripcion in vitro:
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Todos los ARNSs sintetizados in vitro necesarios para estaftestsn generados empleando
el kit de transcripcion in VitroMEGAshortscript™ high yield transcription T7 kit 0
MEGAscript™ high yield transcription T7 kit (ambos de Ambion). EIl primero fue empleado
en para transcriptos menores a 500 nucleétidos [pre tRNArasina (ptRNAY) vy la
subunidad M1 de la ARNasa P] mientras que el segundo se empleo pa&riptenmayores

a esa longitud (ARNmM deac(6)-Ib). Se siguieron las instrucciones provistas por el

fabricante empleando siempre 1 ug de molde cada 20 pl de reaccion.

Para la sintesis del pARNt se us6 como molde una digestién con la enzima Fokl del
plasmido pPTYR. Este plasmido posee clonado el gen del pARNebpiomotor del fago

T7. La digestion del mismo con Fokl genera un fragmentollqgsa incluye al pARNt bajo

el promotor del fago T7. La transcripcion in vitro de estdde generd un fragmento de

ARN de untamafio muy similar a los 185 nts esperados.

Para la sintesis de M1, la subunidad catalitica de la ARIRasse us6é como molde una
digestién con la enzima FbMKel plasmido pJA2’. Este plasmido posee clonado gen rnpB
bajo el promotor del fago T7. La digestidbn del mismo genera un fragriieeal que incluye
al rnpB bajo el promotor del fago T7. La transcripcion inmovite este molde generd un

fragmento de unos 350-400 nts, muy similar a los 377 nts esperados.

Para la transcripcion in vitro de EGS o moléculas masegieguse partidé de la mezcla de un
oligodeoxinucleétido con la secuencia del promotor T7, T7 prorpoi@er, y otro con la
secuencia complementaria a invertida al EGS a transgré¢dipromotor T7. En primer lugar,
se purificaron por PAGE y se concentraron hasta 200 mikEs. Ambos oligobmeros se
mezclaron, se desnaturalizaron por calor y se enfridesamente en mesada. A
continuacién se procedid a la reaccion de transcripcidnviiro empleando el

MEG Ashortscript™ high yield transcription T7 kit segun instrucciones del fabricante.

El ARNmM deaac(6’)-lb se generé empleando como molde el producto de PCR delgdasmi
pYM201, que contiene al gen, y los primers ACCAL protein y T/npter primer. El
producto de transcripcidon CoMEGAscript™ high yield transcription T7 kit generd una
banda de unos 750 nts y muchas bandas de menor tamafio desratdesiconocida. Se
esperaba solo una banda de 749nts. Sibien es posible tralragste producto, por mayor
prolijidad y para una disminucién del ruido en los experimentossivos se purifico la
banda de 750 nts mediante PAGE. Para ello el producto se corrié por 5% P AG&tmepar

se tifid con bromuro de etidio y la banda con el ARN de&fande interés fue recortada.
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Luego la banda se machaca con una punta azul libre de mscieas resuspende en 500 pl
de una solucion 0,4M NaAco pH 5. Se mantiene a 4° C toda la noche. leuegptisfuga a
maxima velocidad por 2 minutos y se recupera el sobrenadantel &RN disuelto. Se
agregan dos volimenes y medio de etanol absoluto frio yjaseedehielo 20 minutos.
Finalmente se centrifuga a maxima velocidad por 15 minutos a d°aya el precipitado

con una solucién 80% etanol fria, se deja secar y se resuspetii® €0 ul de agua DEPC.

Para la conservacion de los distintos transcriptos legisoes madre fueron guardadas a

-80°C mientras que las soluciones de trabajo se conserva2of -
Marcado radiactivo de moléculas:

Para el marcado radiactivo de moléculas de acidos nucleicos g@ndé acidos nucleicos 1
pHg de la molécula de interés se incub6 en buffer adecuado catadastlcalina (New
England Biolabs) en 20 ul de volumen final durante 30 minutos a 37°Co keegaliz6 una
extraccion con fenol equilibrado-cloroformo (1:1), agrelgaa la reaccion un volumen de
fenol-cloroformo, agitando vigorosamente y centrifugando 5 minutoana&elocidad. Se
reiterd el procedimiento con cloroformo para eliminar lagasade fenol que puede inhibir
reacciones subsiguientes. A continuacion, se marcaronmtdéculas radiactivamente
agregando a la reaccién 1-2 ul 6 100-200 uc?%ﬂby-ATP (Perkin Elmer), el buffer
apropiado, T4 polinucleétido kinasa (New England Biolabs) y agua bastolumen de 20-
25 pl. La mezcla se incubd por 90 minutos a 37°C. Para eliminar el nam ia@tincorporado
se empled el sistema de columnas de sefarosa illustrao3gicr G-50 Columns (GE
Healthcare) quedando las moléculas marcadas en un vofimaéde 50 pl. Las moléculas
marcadas fueron conservadas a -20°C. Para el marcado de dégtidas obtenidos por

sintesis se obvio el paso de defosfatacion.
Ensayos de union al mensajero:

Se realizaron ensayos de cambio de movilidad en gel (BEM&ra demostrar union de
oligonucleotidos al mensajero. Para ello se mezclaron enlumen final de 10ul, 10 pmol
(3 uM) de oligbmeros marcados radiactivamente con concemesc crecientes de
mensajero marcado dec(6’)-1b (de 0, 5, 10, 50 o 100 pmol) en buffer STE (150mM NacCl,
10mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH=8) durante 2 horas a 25°C. Los tados se analizaron
por 5% PAGE no desnaturalizante. Tras secar los gelesedotados fueron analizaron

mediante un Phosphoimager (Storm 840, Molecular Dynamics).
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Ensayos de corte por ARNasa P :

Para los ensayos de digestion de mensajero dirigidos por E@&do® por ARNasa P, 2,5
pmol del ARNm dezac(’)-Ib marcado radiactivamente se preincubaron con 5 pmol del
EGS indicado a 25°C de 30 a 120 minutos. Paralelamente los cortgsoderia ARNasa P
2.5 pmol de ARN M1 y 70 pmol de proteina C5) se ensamblaron phde un buffer
compuesto por 20mM Hepes-KOH (pH 8.0), 400mM acetato de amonio, Hoeddto de
magnesio y 5% glicerol agregandose un inhibidor de ARNasas (0,88 Ribolock de
Fermentas). Esta solucion se pre incubé 15 minutos a 37€gyp ke combind con la
mezcla de mensajero y EGS en un volumen final de 10 ploLdebtiempo indicado de
incubacion (de 2 a 120 minutos) la reaccion se detuvo por calentansi 90°C por dos
minutos. Luego se agregd un volumen de agua DEPC, se exirajerol-cloroformo y se
extrajo con fenol. Por dltimo se agregd un volumen de Bd&eCarga Il (95% formamida,
1mM EDTA pH=8, 0,05% Azul de Bromofenol) y se desnaturalizé pdwrccalentando la
mezcla 2-5 minutos a 85°C. Los resultados se analizaron pr BAGE, segun el tamafio
de los productos a resolver, en condiciones desnaturakzaftas el secado del gel, los

resultados fueron analizados mediante Phosphoimager (Storm 8@ uldo Dynamics).
Ensayos de corte por ARNasa H:

Para los ensayos de corte del mensajero mediados por ARMWA58pmol de ARNm de
aac(6’)-Ib marcado radiactivamente se pre incubaron en el buffer iadoopara la reaccion
con 5pmol de EGS a 25° por 30 minutos. Tras ello se agregd eztdanuna unidad de
ARNasa H (New England Biolabs). Los 10 pl de reaccion se ircoleatre 5 y 60 minutos
a37°C. La reaccion se detuvo agregando un volumen de Bufferda & e incubando 2-5
minutos a 85°C. Las muestras fueron resueltas por 5% PAS#tdealizante. EIl gel fue
secado y luego se analizaron los resultados por Phosphoimager g&tOrnviolecular

Dynamics).

Ensayos de transcripcion y traduccion acopladas in vitro:

Para estos experimentos se purificd el plasmido pFC9 en condidivessle ARNasas y se
empled como molde en reacciones de transcripcién yctastuacopladas in vitro coftS-
metionina (Perkin Elmer) con el extracto S30 de E.coli deddeea ADN circular (Promega).
Para cada reaccion se siguieron las instrucciones bletafate pero se hicieron algunas

modificaciones. Por un lado se agregaron diferentes coadigis de LNA/ADN junto al
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plasmido empleado como molde (Mezcla 1). Por otro, se agnega mezcla de
aminoacidos, el premix, la metionina marcada y se incluyd RibalBermentas) como
inhibidor de ARNasas (Mezcla 2). Por ultimo, al extracto S30, que neridemaquinaria de
sintesis de proteinas, se agregd ARNasa P (M1 y C5) o RigB& (Mezcla 3). Las
reacciones se ensamblaron de acuerdo a las siguientes proggircion

Mezcla 1:500 ng de pFC9y 10 pmolde EGS para un volumende 1,7 ul final.

Mezcla 2:5 pl aminoacidos sin metionina, 24 pl premix, 1 pfi®& metionina y 1 pl de
Ribolock.

Mezcla 3:18 pl de extracto S30 y 4,25 pl de agua DEPC 6 2,5 pulde ARN M1 y 1,75 pl de la
proteina C5.

A continuacién la Mezcla 3 se preincub6 15 minutos a 37°C. Luego se adeebteacla 2

y se homogeneizé suavemente con micropipeta. Finadm&8t3 pl del homogenato se
agregaron a cada Mezcla 1 obteniéndose un volumen final de 15 pligcetsea 37°C por

45 minutos. La reaccidn se detuvo por enfriamiento a -20°C o agie ghrectamente 4

voliumenes de acetona fria. Para la purificacion séuvamen hielo al menos 15 minutos y
se centrifugd 5 minutos a velocidad maxima para precipitapri®inas. Tras secar el
sobrenadante con speedvac se resuspendié en buffer de ctxckese desnaturalizé la
muestra calentando 5 minutos a 100°C. Los resultados del experiggeeanalizaron por

PAGE al 12%. EI gel se secO sobre papel, se expuso toda k& yasehreveld mediante

Phosphoimager (Storm 840, Molecular Dynamics).
Ensayos de degradacion de EGSs:

Cultivos de toda la noche de Escherichia &i5a se diluyeron 1/100 y se incubaron en
agitacion a 37°C hasta una BYg=1. Se tomd 1 ml de cutivo y se sonicé 5 segundos 6 veces
en hielo. Luego 20 pmol del EGS marcado radiactivamentespomndiente se incubo con 6

ul de los lisados celulares o 6 ul de los cultivos por los tieimgdsados. Luego se agregd
un volumen de Buffer de Carga Il y se calenté la muesB&°@ durante 2 minutos. Las
muestras se resolvieron mediante 15% PAGE desnaturaliZd el fue secado y analizado

mediante Phosphoimager (Storm 840, Molecular Dynamics).

Ensayos de reversion de fenotipo por expresion de EGSs:

124



Cultivos de toda la noche de Escherichia coli BL21(DE3)(pNW#)ajojaban al plasmido
recombinante que expresa el EGS a ser ensayado, seahlhasta alcanzar una [ de
0,05 en LB suplementado con 50 pg/ml de ampicilina y/o 15 pg/mhdea@na, en un
volumen final de 15 ml. Luego se incubaron con una agitatgdo®50 rpm en un bafio de

agua a 37°C por 5 horas. Regularmente se tomaron alicuotas del cultmidyosia DOsoo.

Para la determinacién de la concentracién inhibitoria mainse realizaron ensayos de
microdilucibn de manera similar a los protocolos estadbdsc por el CLSI (Clinical
Laboratory Standard Institute). En primer lugar, cultivos de tadaoche de cepas con
plasmidos para la expresion de EGSs fueron diluidos al céntimoufts&varon en medio MH
suplementado con 200ug/ml de ampicilina hasta ung,Jde 0,6-0,8. El in6culo empleado
para el experimento fue una dilucién al décimo de este cultivo. Luegaspinultipocillo de
96 espacios fueron llenados con 100 ul de mbthbsuplementado con ampicilina evitar la
pérdida de los plasmidos que codificaban los EGSs (J. Mcietnel. 2001). Los pocillos
fueron empleados para hacer diluciones de amikacina se@ddaedio, generando un
gradiente de 128 a 0 ug/ml del antibiético (en el volunreal fle 125 pl). Cada pocillo fue
inoculado cuidadosamente con 25 pl del indculo de manera de agregar ~6,5¢10° cdulas por
pocillo. Cada cepa fue ensayada por triplicado. La prolifemamédular fue determinada
18hs después midiendo B§2en un lector de Elisa 3550 (BioRad).

Para la medicion de actividad in vivo de cooligdmeros de IADN se partié de un cultivo
de toda la noche de la cepa hiperpermeable E.coli AS19 (pFC9) en kelfneddo con 100
ug/ml de ampicilina. Antes de iniciar el ensayo se probé la sensibilidaccdpa a lisozima,
para evitar la reversion de la mutacion de hiperpermeathipda la metodologia descripta
por Sekiguchi e lida (Sekiguchi et lida, 1967). Se colocaron entonteéllits por pocillo
en una placa de 96 multipocillos con las concentracionesathals de LNA, en un volumen
final de 150 pl. Después de 2 horas de cultivo a 37°C con agitaciéf rpm se agregd
amikacina hasta una concentracion final de 40ug/ml. Trasamade incubacion a 37°C
con agitacién, las células fueron diluidas y sembradasBadar. Al dia siguiente se
contaron las unidades formadoras de colonia en cada caso. Losnerpas se repitieron
tres veces, por triplicado sembrandose cada vez por cuadruplicaaipélifis estadistico se
efectud con el programa GraphPad 4.0 (GraphPad Softwaes).diferencias estadisiticas
fueron determinadas mediante andlisis de la varianza N ®@ara la comparaciéon de
multigrupos seguido de un test de Bonferroni para el analisis ANMOWA para la

comparacion de grupos no apareados. Se consideraron diferencizsasigas si p<0,05.
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Electroforesis en geles de agarosa:

La separacion para el analisis y/o purificacion de fragmentosidbsede ADN fue realizada
mediante electroforesis en geles de agarosa, genetaleetre 0,8 y 3 % (p/v) conteniendo
1-2 ug/ml de bromuro de etidio. Ocasionalmente, los geles fueron teyidkste fidos tras la
corrida y no se agrego el colorante a la mezcla del ggteil de bandas obtenido fue

fotografiado en un sistema digital de adquisicidn de imagenes.
Electroforesis de acidos nucleicos en geles de poliacrilamida:

Para la resolucion de acidos nucleicos en geles de jlalaicila se empledé el equipo
miniprotean Il siguiendo las instrucciones del fabricantaraPRa sintesis de los geles se
empleé una solucién 40% m/v de poliacrilamida:bisacrilamiid en agua DEPC como
stock. La concentracion final varié entre 5 y 20% de acuerdanadfio de fragmentos a
resolver. En el caso de geles desnaturalzantes se ageagsdlida hasta una concentracion
final de 7M. Se emplearon diferentes buffers de corridaeg, TBBE o bien GTG (USB
Corporation). En todos los casos se mezclaron los componentagoa MiliQ o DEPC de
modo tal de obtener una solucion final con la concentraciquotiearilamida deseada, 7M
urea para las geles desnaturalizantes y 1X del buffer de cdxridanezcla de componentes
se agreg6 1/1000 volimen de TEMED y 1/200 voliumen de 20% persulfato de amonio (PSA
Para la corrida de las muestras se agregd un volumen filx BefCarga Il (ver Ensayos de
corte por ARNasa P) y tras su desnaturalizacion fusommetidas a un campo eléctrico de
100-150V por una hora.

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida con SDS:

Se empled el protocolo descripto por Laemmli (Laemmli 1970). Raplimerizacion y
electroforesis del gel se utilizd el sistema Miniprotdd (BioRad). Los componentes se
agregaron en el orden en que aparecen en la tabldod&s los casos se agregd en ultimo
término la solucién de presulfato de amonio (PSA) y la N,N;N'etrametiletile n-diamino
(TEMED) dado que estos compuestos catalizan la polineédizade la acrilamida y la bis-
acrilamida. La proporcion de agua y acrilamida varid6 segun la concentrad&®

poliacrilamida a emplear en el gel.

Sol. STOCK Gel de Resolucion 15 % Gel de apilamiento5%

H20 d 1,8 ml 0,78 ml
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Tris HCI 1,8 ml de 1,5M pH=38,8 1,25ml de 0,25M pH=6,8

Acrilamida 30/ (p/v) 3,75 ml 0,425 ml
SDS 20/ 37,5u 12,5 ul
TEMED 7 ul 3,0ul
PSA 10/ 75 30

Volumen Final 7,5ml 2,5ml

Buffer de corrida: Tris 25mM, Glicina 192mM, 0,1%SE pH=8,3

Buffer de crackeo (CB): 100 mM TrisHCI pH=6.8, 20%licerol, 1% SDS, 1 mM EDTA, 100 mM DTT y
0,005% de azul de bromofenol.

Solucidén colorante: Coomassie Brillant Blue R25D0.(p/v) en acido acético al 7%.
Solucién Decolorante: Acido acético al 7%

Las muestras en CB se colocaron 5 minutos a 95°C, sexearbn y centrifugaron por un
minuto a maxima velocidad para luego sembrarse en el gelel Easo de los pellets
bacterianos se emplearon 10@e CB por cada ml de cultivo con una unidad dedaOLa

coloracién y decoloracion de los geles se realizé trgsrelavado de 5 minutos en solucion

decolorante.

Transferencia de geles de poliacrilamida a membranas de Ipanilideno difluoruro
(PDVF):

Se empled el mismo equipo que para la corrida. Se siguieron lasditstes del fabricante
(BioRad). Brevemente, se enjuagd el fragmento de memm@arPDVF en metanol y se
procedio al armado del cassette en el siguiente orden: papebWaMM, gel, membrana,
papel Watman 3MM. Todos estos elementos se preincubaron pandsren buffer de

transferencia. Se transfiere durante toda la noche a 20-3@@%) en buffer de

transferencia frio con el aparato sumergido en hielBi no se decolora el gel de
poliacrilamida tefiido puede verse directamente en la &wemgfia sobre la membrana

pudiendo evaluarse la efectividad del proceso.
Secuenciacion de extremo N-terminal de proteinas:

Parala determinacion del extremo amino terminal de AAC(6’)-Ib incluida en InV117, se

prepararon proteinas totales a partir de cultivos de toda lae.nocfras la corrida
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electroforética y transferencia a membrana de PDVFcos® el trozo de membrana
contenéndo el sitio de migracion de AAC(6’)-Ib y se envid al Laboratorio Nacional de
Investigacion y Servicios en Péptidos y Proteinas (LANAIS-PR@g Bacultad de Farmacia

y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires para un analisis por de gradicEdman.
Analisis por Westem Blot:

Para los ensayos se emple6 como anticuerpo primario wuerpt policlonal de conejo
contra AAC(6")tb suministrado por el Laboratorio de Marcelo Tolmasky. Breveamesat
enjuagé 2-3 veces las membranas con TBS 1X, con agitabivante 5minutos a
temperatura ambienté?ara bloquear las membranas se suplement6 el TBS ddraBS%

y se incubd durante 30 min con agitacion a temperatura awbi€uego se agregd una
milésima de volumen del anticuerpo primario y se dejoégitacion toda la noche £@.
Tras 2-3 lavados sucesivos con TBS 1X durantemBtutos a temperatura ambiente con
agitacion se agrega una dosmilésima de volumen del ampiicisecundario anti-conejo
conjugado a fosfatasa alcalina (Sigma) en TBS 1X-BSAy38é¢ incuba en agitacion una
horaa temperatura ambiente. Luego, se realizaron 3 lavados con TBS ditel @0minutos
con agitacion.Para el revelado se equiliboarlas membranas con buffer fosfatasa alcalina.
Tras descartase incubd 5 minutos con el mismo buffer para el revelado (15 18k
agregaon 60 pl de NBT (50 mg/ml), agitando y luego se agrega60 pl de BCIP
(25mg/ml) sin dejar de agitar suavemengeagité hasta la aparicién del color frenando la

reaccion por enjuag con agua destilada.

Buffer fosfatasa alcalina: 200 mM TrisHCI pH=9.6mB1 Mg Cl,
NBT (50mg/ml) en DMF 70% (dimetilformamida) BCIPH&g/ml) en agua MQ

TBS 1X: 0,1 M Tris, 1% de NaCl pH=7.6.

128



BIBLIOGRAFIA

Alekshun, M.N. & Levy, Stuart B, 2007. Molecular mechanisms of antibactatitidrug
resistance. Cell, 128(6), pp.1037-50. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17382878.

Allen, H.K. et al., 2010. Call of the wild: antibiotic resistance geme®tural environments.
Nature reviews. Microbiology, 8(4), pp.251-9. Available at:
http ://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/20190823.

Altman, Sidney, 2007. A view of RNase P. Molecular bioSystems, 3(9), pp.604-iablea
at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17700860.

Alvarez-Martinez, C.E. & Christie, P.J., 2009. Biological diversity of prpkac type 1V
secretion systems. Microbiology and molecular biology reviews : MMBR,),7B84775-
808. Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.goV/articlerender.fcgi?2i786583 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Aminov, R.1., 2009. The role of antibiotics and antibiotic ress#an nature. Environmental
microbiology, 11(12), pp.2970-88. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19601960.

Aminov, R.l. & Mackie, R.l., 2007. Evolution and ecology of antibioticgtegice genes.
FEMS microbiology letters, 271(2), pp.147-61. Available at:
http ://www.ncbi.nim.nih.gov/ipubmed/17490428.

Andriole, V.T., 2005. The quinolones: past, present, and future. Clinicaticfeciseases :
an official publication of the Infectious Diseases Society of America, 41 SUppp!
2), pp.S113-9. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15942877.

Arduino, S.M. et al., 2003. Molecular epidemiology of orf513-bearing class Iamie o
multiresistant clinical isolates from Argentinean hteslpi Antimicrobial agents and
chemotherapy, 47(12), pp.3945-9. Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi2E206183 &tool=pmcentre z&r
endertype=abstract.

Arduino, S.M. et al., 2002. blaCTX-M-2 is located in an unusual class dramt€In35)
which includes Orf513. Antimicrobial agents and chemotherapy, 46(7), pp.2303-6.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12069995.

Armstrong, G.L., 1999. Trends in Infectious Disease Mortality inthi#éed States During
the 20th Century. JAMA: The Journal of the American Medical Association, 281(1),
pp.61-66. Available at: http://jama.ama-assn.org/cgi/contentzait/81/1/61.

Auchtung, J.M. et al., 2005. Regulation of a Bacillus subtilis mobiletgea@lement by
intercellular signaling and the global DNA damage response. Riiogseof the

129



National Academy of Sciences of the United States of America, 102(35), pp.12554-9.
Available at: http://www.pnas.org/cgi/content/abstract/102/35/12554.

Barilla, D., Carmelo, E. & Hayes, Finbarr, 2007. The tail of the ParG DNjfegation
protein remodels ParF polymers and enhances ATP hydrolysis via amarfgigier-
like motif. Proceedings of the National Academy of Sciences of the Unittss Stfa
America, 104(6), pp.1811-6. Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.gov/articlerender.fcgi®ariir94263 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Barilla, D. & Hayes, Finbarr, 2003. Architecture of the ParF*ParG prataimplex involved
in prokaryotic DNA segregatioiMolecular microbiology, 49(2), pp.487-99. Available
at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ipubmed/12828644.

Barilla, D. et al., 2005. Bacterial DNA segregation dynamics mediatélaelpolymerizing
protein ParF. The EMBO journal, 24(7), pp.1453-64. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=1142544 Ezpmcentre z&
rendertype=abstract.

Belogurov, A.A. et al., 2000. Antirestriction protein Ard (Type C) encoded ¢V Iplasmid
pSa has a high similarity to the "protein transport” domain a@ Inarimase of
promiscuous plasmid RP4. Journal of molecular biology, 296(4), pp.969-77. Available
at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10686096.

Bignell, C. & Thomas, C M, 2001. The bacterial ParA-ParB partitioning pstéaurnal of
biotechnology, 91(1), pp.1-34. Available at:
http ://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/11522360.

Biskri, L. et al., 2005. Comparative study of class 1 integron and Viboieae
superintegron integrase activities. Journal of bacteriology, 187(5), pp.1740-50.
Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgiZer1063995&tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Bouet, J.-Y., Nordstrom, K. & Lane, D., 2007. Plasmid partition and inco miitgtibthe
focus shifts. Molecular microbiology, 65(6), pp.1405-14. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17714446.

Boyd, E.F., Almagro-Moreno, S. & Parent, M. a, 2009. Genomic islands are dyaaaigent
integrative elements in bacterial evolution. Trends in microbigld@2), pp.47-53.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19162481.

Breidenstein, E.B.M. et al., 2008. Complex ciprofloxacin resistonealed by screening a
Pseudomonas aeruginosa mutant library for altered susceptiiitimicrobial agents
and chemotherapy, 52(12), pp.4486-91. Available at:
http ://mwww.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi2ea2592849 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Burrows, L.L., 2005. Weapons of mass retraction. Molecular microbip%t(4), pp.878-88.
Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/16091031.

130



Burrus, V. et al., 2002. Conjugative transposons: the tip of the icebergciNi
Microbiology, 46(3), pp.601-610. Available at:
http ://wwwa3.interscience.wiley.com/journal/118923565/abstract.

Burrus, V. et al., 2002. Conjugative transposons: the tip of the icebergWéale
microbiology, 46(3), pp.601-10. Available at:
http ://www.ncbi.nim.nih.gov/ipubmed/12410819.

Burrus, V. & Waldor, M.K., 2004. Shaping bacterial genomes with integrattve an
conjugative elements. Research in microbiology, 155(5), pp.376-86. Available at:
http://dx.doi.org/10.1016/j.resmic.2004.01.012.

Camilli, A. & Bassler, B.L., 2006. Bacterial small-molecule sigmgapathways. Science
(New York, N.Y.), 311(5764), pp.1113-6. Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.gov/articlerender.fcgi?2i7 76824 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Canton, R, 2009. Antibiotic resistance genes from the environa@etspective through
newly identified antibiotic resistance mechanisms in timaal setting. Clinical
microbiology and infection : the official publication of the European Society of &linic
Microbiology and Infectious Diseases, 15 Suppl 1, pp.20-5. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19220348.

Canton, Rafael & Coque, T.M., 2006. The CTX-M beta-lactamase pandeumient
opinion in microbiology, 9(5), pp.466-75. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16942899.

Canton, Rafael et al., 2006. In117, an Unusual InO-Like Class 1 Inte groaiiogtCR1
and. Antimicrobial agents and chemotherapy, 50(2), pp.799-802.

Cascales, E. & Christie, P.J., 2003. The versatile bacterial typei®tiga systems. Nature
reviews. Microbiology, 1(2), pp.137-49. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15035043.

Cegelski, L. et al., 2008. The biology and future prospects of antivieuldecapies. Nature
reviews. Microbiology, 6(1), pp.17-27. Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi®2211378 &tool=pmcentrez&

rendertype=abstract.

Chamorro, R.M. et al., 1990. Dissemination of plasmid-mediated aimkegistance among
pathogenic Klebsiella pneumoniae. Medicina (B aires), 50, pp.543-547.

Chandler, M & Mabhillon, J., 2002. Insertion sequences revisited. Indg €ral., eds.
Mobile DNA, vol Il. ASM press, pp. 305-366.

Chen, H., Ferbeyre, G. & Cedergren, R., 1997. Efficient hammerhead ribexghantisense

RNA targeting in a slow ribosome Escherichia coli mutant. Natiotechnology, 15(5),
pp.432-5. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9131620.

131



Chen, I. & Dubnau, David, 2004. DNA uptake during bacterial transfoomatlature
reviews. Microbiology, 2(3), pp.241-9. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15083159.

Chen, Y.-T. et al., 2006. Complete nucleotide sequence of pK245, a 98-kidassed
conferring quinolone resistance and extended-spectrum-beta-daetactivity in a
clinical Klebsiella pneumoniae isolate. Antimicrobial agents andhobigerapy, 50(11),
pp.3861-6. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi?er1635178&tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Christie, P.J., 2001. Type IV secretion: intercellular transferamromolecules by systems
ancestrally related to conjugation machines. Molecular micraiyoK0(2), pp.294-305.
Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/11309113.

Cirz, R.T. et al,, 2005. Inhibition of mutation and combating the evolofi@mtibiotic
resistance. PLoS biology, 3(6), p.e176. Available at:
http ://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/15869329.

Clatworthy, A.E., Pierson, E. & Hung, D.T., 2007. Targeting virulence: a neadggn for
antimicrobial therapy. Nature chemical biology, 3(9), pp.541-8. Available at
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17710100.

Croucher, N.J. et al., 2009. Role of conjugative elements in the evaddtibe multidrug-
resistant pandemic clone Streptococcus pneumoniaeSpain23F ST8aladur
bacteriology, 191(5), pp.1480-9. Available at:
http ://mwww.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi2e2648205&tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Cruz, F. de la et al., 2010. Conjugative DNA metabolism in Gram- nedgoteria. FEMS
microbiology reviews, 34(1), pp.18-40. Available at:
http ://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/19919603.

Cueva-Méndez, G. de la & Pimentel, B., 2007. Gene and cell survival: defssan
prokaryotic plasmid R1. EMBO reports, 8(5), pp.458-64. Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi?arii866204 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Davies, Julian, 1994. Inactivation of antibiotics and the dissemimafiresistance genes.
Science, 264(5157), pp.375-385.

Davies, Julian & Rownd, R., 1972. Transmisible miltiple drug resistéam
Enterobacteriacieae. Science, 176(4036), pp.758-768.

Davies-Sala, C., 2010. Inhibicién de la expresion del gen bacteriano ftsZ mediantediec
antisentido.

DiConza, J.A. & Gutkind, G.O., 2010. [Integrons: gene collectors]. Refigientina de

microbiologia, 42(1), pp.63-78. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20461298.

132



DiConza, J. et al,, 2002. Novel class 1 integron (InS21) carrying blaCI24d\salmonella
enterica serovar infantis. Antimicrobial agents and chemotherapy, 46(7), pp.2257-61.
Available at: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/12069984.

Ding, Y., 2006. Statistical and Bayesian approaches to RNA secondatysnorediction.
RNA (New York, N.Y.), 12(3), pp.323-31. Available at:
http ://mwww.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi2er1i383571 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Ding, Z., Atmakuri, K. & Christie, P.J., 2003. The outs and ins of bacterial¥ygecretion
substrates. Trends in microbiology, 11(11), pp.527-35. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14607070.

Dubern, J.-F. & Diggle, S.P., 2008. Quorum sensing by 2-alkyl-4-quinolones in
Pseudomonas aeruginosa and other bacterial species. Moleo3gstbms, 4(9),
pp.882-8. Available at: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/18704225.

Dubnau, D, 1991. Genetic competence in Bacillus subtilis. Microbiddgeviews, 55(3),
pp.395-424. Available at: http//www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1943994.

D’Costa, V.M. et al,, 2006. Sampling the antibiotic resistome. Science (New York, N.Y.),
311(5759), pp.374-7. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16424339.

Eckert, C., Gautier, V. & Arlet, G., 2006. DNA sequence analysis of thetigeznvironment
of various blaCTX-M genes. The Journal of antimicrobial chemotherapl), P 14-
23. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16291869.

Elmén, J. et al., 2008. LNA-mediated microRNA silencing in non- humamapes. Nature,
452(7189), pp-896-9. Available at: http:/Aww.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18368051.

Eriksson, M., Nielsen, Peter E & Good, Liam, 2002. Cell permeabilizatid uptake of
antisense peptide-peptide nucleic acid (PNA) into Escherichia ¢t@liJdurnal of
biological chemistry, 277(9), pp.7144-7. Available at:
http://www.jbc.org/cgi/content/abstract/277/9/7144.

Evans, D., Marquez, S.M. & Pace, N.R., 2006. RNase P: interface of the RNActeid p

worlds. Trends in biochemical sciences, 31(6), pp.333-41. Available at:
http://dx.doi.org/10.1016/}.tibs.2006.04.007.

Fajardo, A. et al., 2008. The neglected intrinsic resistome of bactethalgeas. PloS one,
3(2), p.e1619. Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.goV/articlerender.fcgi?r2238818 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Falconer, S.B. & Brown, E.D., 2009. New screens and targets in aatibddrug discovery.

Current opinion in microbiology, 12(5), pp.497-504. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19651534.

133



Fillion, P. et al., 2001. Encapsulation of DNA in negatively chargeddipes and inhibition
of bacterial gene expression with fluid liposome-encapsulatéskase
oligonucleotides. Biochim. Biophys. Acta, 1515, pp.44-54.

Fischbach, M.A. & Walsh, C.T., 2009. Antibiotics for emerging pathogens. $gienc
325(5944), pp.1089-93. Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.gov/articlerender. fcgi?s2802854 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Gao, M.-Y. et al., 2005. Chloromycetin resistance of clinically isolatedlis conversed by
using EGS technique to repress the chloromycetin acetyl transféfadd.journal of
gastroenterology : WJG, 11(46), pp.7368-73. Available at:
http ://www.ncbi.nim.nih.gov/ipubmed/16437645.

Garau, G., Di Guilmi, A.M. & Hall, B.G., 2005. Structure-based phylogeny of tallo-
beta-lactamases. Antimicrobial agents and chemotherapy, 49(7), pp.2778-84.|1Availab
at:
http ://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi2er1il 68685 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Gay, K. et al., 2006. Plasmid-Mediated Quinolone Resistance in Nom-$gpotypes of.
Clinical and Infectious desease, 43, pp.297-304.

Geller, B.L., 2005. Antibacterial antisense. Current opinion in molecular thereer/(2),
pp.109-13. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15844617.

Geller, B.L. et al., 2005. Antisense phosphorodiamidate morpholino oligohibits
viability of Escherichia coli in pure culture and in mouse paitie. The Journal of
antimicrobial chemotherapy, 55(6), pp.983-8. Available at:
http ://www.ncbi.nim. nih.gov/ipubmed/15872045.

Gerdes, Kenn, Christensen, S.K. & Lgbner-Olesen, A., 2005. Prokaryotic tokoxant
stress response loci. Nature reviews. Microbiology, 3(5), pp.371-82. Aeadlabl
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15864262.

Goh, S. et al., 2009. Concurrent growth rate and transcript analysekassential gene
stringency in Escherichia coli. PloS one, 4(6), p.e6061. Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi2e2698124 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Golovanov, A.P. et al., 2003. ParG, a protein required for active pauitioacterid
plasmids, has a dimeric ribbon-helix- helix structure. Molecoiarobiology, 50(4),
pp.1141-53. Available at: http//www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14622405.

Good, L, 2003. Translation repression by antisense sequences. Galidlaolecular life

sciences : CMLS, 60(5), pp.854-61. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12827275.

134



Good, L et al.,, 2001. Bactericidal antisense effects of peptide-PNA cagubiture
biotechnology, 19(4), pp.360-4. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11283595.

Good, L & Nielsen, P E, 1998. Inhibition of translation and bacterial troy peptide
nucleic acid targeted to ribosomal RNA. Proceedings of the National dweafe
Sciences of the United States of America, 95(5), pp.2073-6. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9482840.

Good, Liam et al., 2000. Antisense PNA effects in Escherichia coinaited by the outer-
membrane LPS layer. Microbiology, 146, pp.2665-2670.

Gopalan, V., Vioque, Agustin & Altman, Sidney, 2002. RNase P: variationssesd The
Journal of biological chemistry, 277(9), pp.6759-62. Available at: http //www.gpc.or

Guerrier-takada, C., Li, Y. & Altman, S, 1995. Artificial regulation efig expression in
Escherichia coli by RNase P. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92, pp.11115-11119.

Guerrier-Takada, C., Salavati, R. & Altman, S, 1997. Phenotypic coomertdrug-resistant
bacteria to drug sensitivity. Proceedings of the National Academy of Ssiehittee
United States of America, 94(16), pp.8468-72. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9238000.

Gupta, N. et al., 2010. A locked nucleic acid antisense oligonucleotide (LidAjes
PCSK9 and enhances LDLR expression in vitro and in vivo. PloS one, 5(5), p.e10682.
Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?a2i871785&tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Hacker, J. & Kaper, J.B., 2000. Pathogenicity islands and the evolutinicrobes. Annual
review of microbiology, 54, pp.641-79. Available at:
http ://mww.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/11018140.

Hall, B.G. & Barlow, M., 2004. Evolution of the serine beta-lactamasas;: p@sent and
future. Drug resistance updates : reviews and commentaries in antimienotia
anticancer chemotherapy, 7(2), pp.111-23. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15158767.

Hall, Rm & Partridge, Sr, 2003. The IS1111 Family Members 1S4321 and 1S5075 Have
Subterminal Inverted Repeats and Target the Terminal InverfeebReof Tn21 Family
Transposons. Journal of bacteriology, 185(21), pp.6371-6384.

Hall, Ruth M. & Collis, C.M., 1995. Mobile gene cassettes and integronsireagotd spread
of genes by site-specific recombination. Molecular Microbiology4 ), 5(p.593-600.
Available at: http://www3.interscience.wiley.com/jourad®252158/abstract.

Ham, R.C. van, Moya, A & Latorre, A, 1997. Putative evolutionary origiplagmids
carrying the genes involved in leucine biosynthesis in Buchpdridieola
(endosymbiont of aphids). Journal of bacteriology, 179(15), pp.4768-77. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9244264.

135



Harth, G et al., 2000. Treatment of Mycobacterium tuberculosis witreasés
oligonucleotides to glutamine synthetase mRNA inhibits glutaminénstage activity,
formation of the poly- L-glutamate/glutamine cell wall struefand bacterial
replication. Proceedings of the National Academy of Sciences of the Utdtted Sf
America, 97(1), pp.418-23. Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi2er26678 &tool=pmcentre z&re
ndertype=abstract.

Harth, Gunter et al., 2007. Hairpin extensions enhance the efficayoolyl transferase-
specific antisense oligonucleotides targeting Mycobacterium tulosis. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, 104(17), pp.7199-
204. Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi2er1855390&tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Hayes, F, 2000. The partition system of multidrug resistance plasr@RBTiRcludes a novel
protein that epitomizes an evolutionarily distinct subgrouthe ParA superfamily.
Molecular microbiology, 37(3), pp.528-41. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10931346.

Hayes, Finbarr & Barilla, D., 2006a. Assembling the bacterial segroSameds in
biochemical sciences, 31(5), pp.247-50. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16584885.

Hayes, Finbarr & Barilla, D., 2006b. The bacterial segrosome: a dymaglieoprotein
machine for DN A trafficking and segregation. Nature reviewsrdfiology, 4(2),
pp.133-43. Available at: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/16415929.

Hayes, Finbarr & Barilla, D., 2006. The bacterial segrosome: a dymautieoprotein
machine for DN A trafficking and segregation. Nature reviewsrdfimlogy, 4(2),
pp.133-43. Available at: http://dx.doi.org/10.1038/nrmicro1342.

Hebert, C.G., Valdes, J.J. & Bentley, W.E., 2008. Beyond silen&@ngineering applications
of RNA interference and antisense technology for alteringleephenotype. Current
opinion in biotechnology, 19(5), pp.500-5. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18760358.

Ho, S.P. et al,, 1996a. Potent antisense oligonucleotides to the human muasastagice-1
MRNA are rationally selected by mapping RN A-accessible sittsolgonucleotide
libraries. Nucleic acids research, 24(10), pp.1901-7. Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?erid5867 &tool=pmcentrez&r
endertype=abstract.

Ho, S.P. et al,, 1996b. Potent antisense oligonucleotides to the human mudtsistace-1
MRNA are rationally selected by mapping RN A-accessible sitgsolgonucleotide
libraries. Nucleic acids research, 24(10), pp.1901-7. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8657572.

136



Houghton, J.L. et al., 2010. The Future of Aminoglycosides: The End or RegaBsan
Chembiochem : a European journal of chemical biology, 11(7), pp.880-902. Available
at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20397253.

Jepsen, J.S. & Wengel, Jesper, 2004. LNA-antisense rivals SiRNA for lgaoens).
Current opinion in drug discovery & development, 7(2), pp.188-94. Available at:
http ://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/15603252.

Joyce, G.F., 2001. RNA cleavage by the 10-23 DNA enzyme. Methods in enzymology, 341,
pp.503-17. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11582801.

Juhas, M. et al., 2009. Genomic islands: tools of bacterial horizemeltgansfer and
evolution. FEMS microbiology reviews, 33(2), pp.376-93. Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.goV/articlerender.fcgi?ar2i704930 &tool=pmcentre z&
rendertype=abstract.

Kazantsev, A.V. & Pace, N.R., 2006. Bacterial RNase P: a new view ait&naenzyme.
Nature reviews. Microbiology, 4(10), pp.729-40. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16980936.

Kim, T.-W. et al., 2006. Simple procedures for the constructionolbest and cost-effective
cell-free protein synthesis system. Journal of biotechnology, 126(4), pp.554-61.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16797767.

Kirsebom, L A & Svard, S.G., 1994. Base pairing between EscherichiaaidrP RNA
and its substrate. The EMBO journal, 13(20), pp.4870-6. Available at:
http ://mww.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?e305427 &tool=pmcentre z&r
endertype=abstract.

Kirsebom, L. a, 2007. RNase P RNA mediated cleavage: substrate tecognd catalysis.
Biochimie, 89(10), pp.1183-94. Available at:
http ://www.ncbi.nim.nih.gov/ipubmed/17624654.

Ko, J.-hyeong, lzadjoo, M. & Altman, Sidney, 2008. Inhibition of expre ssfiosir ole nce
genes of Yersinia pestis in Escherichia coli by external gumigesees and RNase P.
RNA (New York, N.Y.), 14(8), pp.1656-62. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18567813.

Kotra, L.P., Haddad, J. & Mobashery, S., 2000. Aminoglycosides: perspectives on
mechanisms of action and resistance and strategies to cosmg&nmee. Antimicrobial
agents and chemotherapy, 44(12), pp.3249-56. Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.gov/articlerender.fcgi2E®0188 &tool=pmcentre z&re
ndertype=abstract.

Kurreck, J., 2003. Antisense technologies. Improvement through novel chemical
modifications. European Journal of Biochemistry, 270(8), pp.1628-1644. Available at:
http://www.blackwell- synergy.com/links/doi/10.1046%2Fj.1432-1033.2003.03555.x.

Kurreck, J. et al., 2002. Design of antisense oligonucleotides stabiizedked nucleic
acids. Nucleic acids research, 30(9), pp.1911-8. Available at:

137



http ://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?ertil 3840 &tool=pmcentre z&r
endertype=abstract.

Kurupati, P. et al., 2007. Inhibition of gene expression and growth by asatipeptide
nucleic acids in a multiresistant beta-lactamase-producing i€kbpneumoniae strain.
Antimicrobial agents and chemotherapy, 51(3), pp.805-11. Available at:
http ://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/17158940.

Koéhrer, C. etal.,, 1996. Use of T7 RNA polymerase in an optimized Esciaec@ihcoupled
in vitro transcription-translation system. Application igu&atory studies and
expression of long transcription units. European journal of biochgmiB&BS, 236(1),
pp.234-9. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8617270.

Laemmli, U.K., 1970. Cleavage of structural proteins during the assemblg bé#u of
bacteriophage T4. Nature, 227(5259), pp.680-5. Available at:
http ://mww.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/5432063.

Lai, L.B. et al., 2010. Unexpected diversity of RNase P, an ancient tRNA progesnzyme:
challenges and prospects. FEBS letters, 584(2), pp.287-96. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi?er2i799185&tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Lan, R., Reeves, P.R. & Octavia, S., 2009. Population structure, origins and envofutio
major Salmonella enterica clones. Infection, genetics and evolution : jairnal
molecular epidemiology and evolutionary genetics in infectious diseases, 9(5), pp.996-
1005. Available at: http://dx.doi.org/10.1016/j.meegid.2009.04.011.

Langel, U., with Lehto, T. et al., Samir El Andaloussi, 2010. Delivery okiwacids with a
stearylated (RxR)4 peptide using a non-covalent co-incubatate gyt Journal of
controlled release : official journal of the Controlled Release Society, 141(1), $p.42-
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19744531.

Lawley, T.D. et al., 2003. F factor conjugation is a true type I\Vesieersystem. FEMS
microbiology letters, 224(1), pp.1-15. Available at:
http ://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/12855161.

Lee, C.A.,, Babic, A. & Grossman, A.D., 2010. Autonomous plasmid- likecagpdin of a
conjugative transposon. Molecular microbiology, 75(2), pp.268-79. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19943900.

Li, X.-Z. & Nikaido, Hiroshi, 2004. Efflux-mediated drug resistance in &aat Drugs,
64(2), pp.159-204. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14717618.

Li, Y. & Altman, S, 1996. Cleavage by RNase P of gene N mRNA reducébatage
lambda burst size. Nucleic acids research, 24(5), pp.835-42. Available at:
http ://www.ncbi.nlm. nih.gov/pubmed/8600449.

Li, Y., Guerrier-Takada, C. & Altman, S, 1992. Targeted cleavage of mRNAro by
RNase P from Escherichia coli. Proceedings of the National Academignt&e of the

138



United States of America, 89(8), pp.3185-9. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1373488.

Liebert, C.A., Hall, R M & Summers, A.O., 1999. Transposon Tn21, flagship ofoduent
genome. Microbiology and molecular biology reviews : MMBR, 63(3), pp.507-22.
Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi?103744 &tool=pmcentre z&r
endertype=abstract.

Lima, W.F. et al., 1997. Combinatorial screening and rational optimizatidyibridization
to folded hepatitis C virus RNA of oligonucleotides with biotagiantisense activity.
The Journal of biological chemistry, 272(1), pp.626-38. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8995306.

Lin, T.-L. et al., 2008. Characterization of integrative and conjugatiaeait ICEKp1-
associated genomic heterogeneity in a Klebsiella pneumstnéia isolated from a
primary liver abscess. Journal of bacteriology, 190(2), pp.515-26. Available at:
http ://mwww.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi2e2223707 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Llosa, M. et al., 2002. Bacterial conjugation: a two-step mechanisniN@rtansport.
Molecular microbiology, 45(1), pp.1-8. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12100543.

Lujan, S.A. et al., 2007. Disrupting antibiotic resistance propagatiamhiyiting the
conjugative DNA relaxase. Proceedings of the National Academy of Sciantes
United States of America, 104(30), pp.12282-7. Available at:
http://www.pnas.org/cgi/content/abstract/104/30/12282.

Lundblad, Eirik W et al., 2008. Rapid selection of accessible and cleasitds in RNA by
Escherichia coli RNase P and random external guide sequenoeseBlings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 105(7), pp.2354-7.
Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?2268140&tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Lundblad, Eirk Wasmuth & Altman, Sidney, 2010. Inhibition of gene egady RNase
P. New biotechnology, 00(00). Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20211282.

Ma, M. et al., 2000. Intracellular mMRNA cleavage induced through activafiBhase P by
nuclease-resistant external guide sequences. Nature biotechnologyph&&)61.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10625392.

Mabhillon, J., 1999. IS elements as constituents of bacterial genossEaieh in
Microbiology, 150(9-10), pp.675-687. Available at:
http://linkinghub.elsevier.convretrieve/pii/S0923250899001242.

Mabhillon, J. & Chandler, M, 1998. Insertion Sequences. MICROBIOLOSIA
MOLECULAR BIOLOGY REVIEWS, 62(3), pp.725-774.

139



Martinez, J.L., 2009a. The role of natural environments in the émolof resistance traits in
pathogenic bacteria. Proceedings. Biological sciences / The RoyetlyS8¢6(1667),
pp.2521-30. Available at:
http://rspb.royalsocietypublishing.org/cgi/conte nt/abstract/Patws/2521.

Martinez, J.L., 2009b. The role of natural environments in the evolutices@tance traits in
pathogenic bacteria. Proceedings. Biological sciences / The RoyetlyS@¢6(1667),
pp.2521-30. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi2er2684669 &tool=pmcentre z&
rendertype=abstract.

Martinez, J.L., 2008. Antibiotics and antibiotic resistance genes irahatwironments.
Science (New York, N.Y.), 321(5887), pp.365-7. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18635792.

Martinez, J.L. & Baquero, F., 2002. Interactions among strategies dsdogith bacterial
infection: pathogenicity, epidemicity, and antibiotic resista@iical microbiology
reviews, 15(4), pp.647-79. Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi?ari26860 &tool=pmcentre z&r
endertype=abstract.

Marvin, M.C. & Engelke, D.R., 2009. Broadening the mission of an RNA enzyme. Jairnal
cellular biochemistry, 108(6), pp.1244-51. Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi2e2800852 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Mazel, D & Davies, J, 1999. Antibiotic resistance in microbes. Celara molecular life
sciences : CMLS, 56(9-10), pp.742-54. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11212334.

Mazel, Didier, 2006. Integrons: agents of bacterial evolution. Naawiews. Microbiology,
4(8), pp.608-20. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16845431.

McGhee, G.C. & Jones, A.L., 2000. Complete nucleotide sequence oftob&gplasmid
pPEA29 from Erwinia amylovora strain Ea88: gene organizationmraspecies
variation. Applied and environmental microbiology, 66(11), pp.4897-907. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11055941.

McKinney, J. et al., 2001. Inhibition of Escherichia coli viability by endé¢ guide sequences
complementary to two essential genes. Proceedings of the Nati@ddg of Sciences
of the United States of America, 98(12), pp.6605-10. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11381134.

McKinney, J.S. et al., 2004. Disruption of type Il secretion in Salifeaaterica serovar
Typhimurium by external guide sequences. Nucleic acids research, [3284)8-54.
Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.gov/articlerender.fcgiterd 73343 &tool=pmcentrez&r
endertype=abstract.

140



Mae, M. et al., 2009. A stearylated CPP for delivery of splice correcting ot@gmtide s
using a non-covalent co-incubation strategy. Journal of controlledse!: official
journal of the Controlled Release Society, 134(3), pp.221-7. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19105971.

Mgller-Jensen, J., Jensen, R.B. & Gerdes, K, 2000. Plasmid and chromogosgatsen in
prokaryotes. Trends in microbiology, 8(7), pp.313-20. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10878766.

Nakashima, N., Tamura, T. & Good, Liam, 2006. Paired termini stabilize as@is&\NAs
and enhance conditional gene silencing in Escherichia cadleM acids research,
34(20), p.e138. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17062631.

Nakaya, R., Nakamura, A. & Murata, Y., 1960. Resistance transfer ag&itggella.
Biochemical and biophysical research communications, 3, pp.654-9. Available at:
http ://mww.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/13727669.

Nikaido, H, 1994. Prevention of drug access to bacterial targets: perycadnitiers and
active efflux. Science (New York, N.Y.), 264(5157), pp.382-8. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8153625.

Nikaido, Hiroshi, 2009. Multidrug resistance in bacteria. Annual review of bioshsmi
78(2), pp.119-46. Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.goV/articlerender.fcgi?r2839888 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Nikravesh, A. et al., 2007. Antisense PNA accumulates in Escherichiantbinediates a
long post-antibiotic effect. Molecular therapy : the journal of the AraeriSociety of
Gene Therapy, 15(8), pp.1537-42. Available at:
http ://www.ncbi.nim.nih.gov/ipubmed/17534267.

Nobuta, K. et al., 1988. Sequencing and expression of the 6’-N-acetyltransferase gene of
transposon Tn1331 from Klebsiella pneumoniae. Journal of bacteriology, ,170(8)
pp.3769-73. Available at: http//www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/2841303.

Norman, A., Hansen, L.H. & Sgrensen, S.J., 2009. Conjugative plasmidss\e&fdbe
communal gene pool. Philosophical transactions of the Royal Society of Londes. Ser
B, Biological sciences, 364(1527), pp.2275-89. Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.goV/articlerender.fcgi?2ar2873005 &tool=pmcentre z&
rendertype=abstract.

Nufez, B. & De La Cruz, F., 2001. Two atypical mobilization proteins ardviegan
plasmid CloDF13 relaxation. Molecular microbiology, 39(4), pp.1088-99. Avaible
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11251827.

Ochman, H., Lawrence, J.G. & Groisman, E. a, 2000. Lateral gesdetramd the nature of

bacterial innovation. Nature, 405(6784), pp.299-304. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10830951.

141



Orman, B. E. et al., 2002. Evolution of Multiresistance in NontyphoichSaélla Serovars
from 1984 to 1998 in Argentina. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 46(12),
pp.3963-3970. Available at: http//aac.asm.org/cgi/content/abstract3&6B2/

Palumbi, S.R., 2001. Humans as the world’s greatest evolutionary force. Science (New York,
N.Y.), 293(5536), pp.1786-90. Available at:
http ://mww.ncbi.nim.nih.gov/ipubmed/11546863.

Parkhill, J et al.,, 2001. Complete genome sequence of a multiple distgmeSalmonella
enterica serovar Typhi CT18. Nature, 413(6858), pp.848-52. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11677608.

Parsons, Y., Hall, R M & Stokes, HW., 1991. A new trimethoprim resistgene, dhfrX, in
the In7 integron of plasmid pDGO100. Antimicrobial agents and chemotherapy, 35(11),
pp.2436-9. Available at:
http ://mww.pubmedcentral. nih.gov/articlerender.fcgi?2i45401 &tool=pmcentrez&r
endertype=abstract.

Partridge, S, Brown, H. & Hall, R, 2002. Characterization and move mé¢ne afass 1
integron known as Tn2521 and Tn1405. Antimicrob. Agents Chemother, 46(5), pp.1288-
1294,

Partridge, S & Hall, R, 2003. In34, a complex In5 family class 1 integrataming orf513
and dfrA10. Antimicrob. Agents Chemother, 47, pp.342-349.

Partridge, S et al., 2001. Family of class 1 integrons related to In4Tind696. Antimicrob.
Agents Chemother, 45, pp.3014-3020.

Partridge, Sr & Hall, Rm, 2004. Complex Multiple Antibiotic and MerclBgsistance
Region Derived from the r-det of NR1 (R100). Antimicrob. Agents Chempdig¢t 1),
pp.4250-4255.

Perreault, J.P. & Altman, S, 1992. Important 2’-hydroxyl groups in model substrates for M1
RNA, the catalytic RNA subunit of RNase P from Escherichia dolurnal of
molecular biology, 226(2), pp.399-409. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1379304.

Pesci, E.C. et al., 1999. Quinolone signaling in thetoedlell communication system of
Pseudomonas aeruginosa. Proceedings of the National Academy of Sciehees of t
United States of America, 96(20), pp.11229-34. Available at:
http ://mww.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?er18016 &tool=pmcentrez&re
ndertype=abstract.

Petroni, A et al., 2002. Plasmidic extended-spectrum beta-lactamasésionctiolerae O1
El Tor isolates in Argentina. Antimicrob. Agents Chemother, 46(5), pp.1462-1468.

Petroni, Alejandro et al., 2002. Plasmidic extended-spectrum beta-dsetain Vibrio

cholerae O1 El Tor isolates in Argentina. Antimicrobial agents anuatierapy,
46(5), pp.1462-8. Available at:

142



http ://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi®i? 7142 &tool=pmcentre z&r
endertype=abstract.

Pourreza, A. et al., 2005. Mutagenesis analysis of a conserved ragidved in acetyl
coenzyme A binding in the aminoglycoside 6’-N-acetyltransferase type Ib encoded by
plasmid pJHCMWL1. Antimicrobial agents and chemotherapy, 49(7), pp.2979-82.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15980378.

Power, P. et al., 2005. Description of In116, the first blaC TX-M-2-conigico mplex class
1 integron found in Morganella morganii isolates from BigeAires, Argentina. The
Journal of antimicrobial chemotherapy, 55(4), pp.461-5. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15743901.

Prentice, M.B. et al., 2001. Yersinia pestis pFra shows biovar-spedifcetces and recent
common ancestry with a Salmonella enterica serovar Typs$mpda Journal of
bacteriology, 183(8), pp.2586-94. Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.gov/articlerender.fcgi?®5176 &tool=pmcentre z&re
ndertype=abstract.

Pérez-Brocal, V. et al., 2006. A small microbial genome: the end of alonigiotic
relationship? Science (New York, N),Y314(5797), pp.312-3. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17038625.

Quiroga, M.P. et al., 2007. Complex class 1 integrons with divarsgble regions, including
aac(6’)-lb-cr, and a novel allele, gnrB10, associated with ISCR1 in clinical
enterobacterial isolates from Argentina. Antimicrobial agami chemotherapy,
51(12), pp.4466-70. Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.goV/articlerender.fcgi?ar2il 67984 &tool=pmcentre z&
rendertype=abstract.

Rajeev, L., Malanowska, K. & Gardner, J.F., 2009. Challenging a paradigroidlef DNA
homology in tyrosine recombinase reactions. Microbiology and molebidéogy
reviews : MMBR, 73(2), pp.300-9. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi?2e2698419 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Ramirez, M.S. et al.,, 2010. Naturally competent Acinetobacter baumanniatisodate as a
convenient model for genetic studies. Journal of clinical microbiology,)4B8p.1488-
90. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcQi?E2849597 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Randau, L., Schroder, 1. & Sdll, D., 2008. Life without RNase P. Nature, 453(7191), pp.120
3. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18451863.

Rasmussen, L.C.V., Sperling-Petersen, H.U. & Mortensen, K.K., 2007. Hittitey lazact the

heart of the central dogma: sequence-specific inhibitioncdiial cell factories, 6,
p.24. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17692125.

143



Rawlings, D.E. & Tietze, E., 2001. Comparative biology of IncQ and IncQal&emids.
Microbiology and molecular biology reviews : MMBR, 65(4), pp.481-96, table of
contents. Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.gov/articlerender. fcgi?®0038 &tool=pmcentrez&re
ndertype=abstract.

Recchia, G.D. & Hall, R M, 1995. Gene cassettes: a new class of ra@mient.
Microbiology (Reading, England), 141 ( Pt 1, pp.3015-27. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8574395.

Rice, L.B., 2009. The clinical consequences of antimicrobial resistaCurrent opinion in
microbiology, 12(5), pp.476-81. Available at:
http ://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/19716760.

Robicsek, A. et al., 2006. Fluoroquinolone-modifying enzyme: a new adaptation of a
common aminoglycoside acetyltransferase. Nature medicine, 12(1), pp.83i8bkva
at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16369542.

Roush, W., 1997. Biotechnology: Antisense Aims for a Renaissancac&ciy6(5316),
pp.1192-1193. Available at: http//www.sciencemag.org.

Rowe-Magnus, D.A. et al.,, 2001. The evolutionary history of chromosaipafsntegrons
provides an ancestry for multiresistant integrons. Proceedings Natimal Academy
of Sciences of the United States of America, 98(2), pp.652-7. Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgiZrid643 &tool=pmcentrez&re
ndertype=abstract.

Radstrom, P. et al., 1994. Transposon Tn5090 of plasmid R751, which carriegjeominise
related to Tn7, Mu, and the retroelements. Journal of bacteriology, 176(11), pp.3257-68.
Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi?er205496 &tool=pmcentre z&r
endertype=abstract.

Salyers, AA. et al., 1995. Conjugative transposons: an unusual and divertmtsgrated
gene transfer elements. Microbiological reviews, 59(4), pp.579-90. Aleadab
http ://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender. fcgi2E239388 &tool=pmcentre z&r
endertype=abstract.

Santoro, S.W. & Joyce, G.F., 1997. A general purpose RNA-cleaving DNA enzyme.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States ofanSdi(i@),
pp.4262-6. Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.gov/articlerender.fcgi?a20710&tool=pmcentre z&re
ndertype=abstract.

Sarno, R et al,, 2003. Inhibition of aminoglycosideNé acetyltransferase type Ib-mediated

amikacin resistance by antisense oligodeoxynucleotides. Antimicrob.sAGéaetmother,
47, pp.3296-3304.

144



Sarno, Renee et al., 2002. Complete nucleotide sequence of Klgbsalimoniae
multiresistance plasmid pJHCMWL1. Antimicrobial agents and chemotherapy,)46(
pp.3422-7. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12384346.

Schmidt, K.S. et al., 2004. Application of locked nucleic acids to imprptaareer in vivo
stability and targeting function. Nucleic acids research, 32(19), pp.5757-abal#g
at:
http ://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi2®Hi28785 &tool=pmcentre z&r
endertype=abstract.

Schréder, G. & Lanka, Erich, 2005. The mating pair formation syste mmpigative
plasmids-A versatile secretion machinery for transfer ogmetand DNA. Plasmid,
54(1), pp.1-25. Available at: http://dx.doi.org/10.1016/j.plasmid.2005.02.001.

Schréder, G. & Lanka, Erich, 2005. The mating pair formation syste nmpigattive
plasmids-A versatile secretion machinery for transfer otiggms and DNA. Plasmid,
54(1), pp.1-25. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15907535.

Schubert, Séren et al., 2004. A novel integrative and conjugative eld@&hiof
Escherichia coli: the putative progenitor of the YersiniaHpigthogenicity island.
Molecular microbiology, 51(3), pp.837-48. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14731283.

Schumacher, M.A. et al., 2007. Segrosome structure revealed by Eex@ihParR with
centromere DNA. Nature, 450(7173), pp.1268-71. Available at:
http://dx.doi.org/10.1038/nature06392.

Sekiguchi, M. & lida, S., 1967. MUTANTS OF ESCHERICHIA COLI PERMEABLE TO
ACTINOMYCIN. Proceedings of the National Academy of Sciences of the UrtitedsS
of America, 58(6), pp.2315-20.

Selinger, D.W. et al,, 2000. RNA expression analysis using a 30 base phitiwaso
Escherichia coli genome array. Nature biotechnology, 18(12), pp.1262-8. Asaitabl
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11101804.

Shakya, T. & Wright, G.D., 2010. Nucleotide selectivity of antibiotic kinadesmicrobial
agents and chemotherapy, 54(5), pp.1909-13. Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi22863675&tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Shapiro, B.A. et al., 2007. Bridging the gap in RNA structure predicGairrent opinion in
structural biology, 17(2), pp.157-65. Available at:
http ://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/17383172.

Sharma, C.M. et al., 2010. The primary transcriptome of the major humageath
Helicobacter pylori. Nature, 464(7286), pp.250-5. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20164839.

Shen, N. et al., 2009. Inactivation of expression of several genesirety of bacterial
species by EGS technology. Proceedings of the National Academy of Saétice

145



United States of America, 106(20), pp.8163-8. Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi2e2688897 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Siguier, P., Filée, J. & Chandler, Michael, 2006. Insertion seque nceskar patic genomes.
Current opinion in microbiology, 9(5), pp.526-31. Available at:
http://dx.doi.org/10.1016/j.mib.2006.08.005.

Solar, G. del et al., 1998. Replication and control of circular bacteasiyds. Microbiology
and molecular biology reviews : MMBR, 62(2), pp.434-64. Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.gov/articlerender. fcgi2E®8921 &tool=pmcentre z&re
ndertype=abstract.

Soler Bistue, A.J., 2005. Un integron tipo 1 atipico como responsable de la resistencia a
amikacina en Vibrio cholerae.

Song, Y. et al., 2004. Complete genome sequence of Yersinia pesti©408i, an isolate
avirulent to humans. DNA research : an international journal for rapid pubhaati
reports on genes and genomes, 11(3), pp.179-97. Available at:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15368893.

Stokes, H.W. et al.,, 2001. Gene cassette PCR: sequence-independeny @fcarviire genes
from environmental DNA. Applied and environmental microbiology, 67(11), pp.5240-6.
Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.goV/articlerender. fcgi2E®i3296 &tool=pmcentrez&re
ndertype=abstract.

Stokes, HW. etal.,, 1993. The partial 3’-conserved segment duplications in the integrons In6
from pSa and In7 rom pDGO100 have a common origin. Plasmid, 30(1), pp.39-50.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8378445.

Strauch, E. et al., 2003. A cryptic plasmid of Yersinia enterocolitica esc@donjugative
transfer system related to the regions of CloDF13 Mob and IncX RitoMology
(Reading, England), 149(Pt 10), pp.2829-45. Available at:
http ://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/14523116.

Summers, D., 1998. Timing, self-controland a sense of direction areciegssof multicopy
plasmid stability. Molecular microbiology, 29(5), pp.1137-45. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9767582.

Sun, F.-J. & Caetano-Anoliés, G., 2010. The ancient history of théwstud ribonuclease P
and the early origins of Archaea. BMC Bioinformatics, 11(1), p.153. Availdble a
http ://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi?a2858038 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Svard, S.G., Kagardt, U. & Kirsebom, L A, 1996. Phylogenetic comparativeiomatht
analysis of the base-pairing between RNase P RNA and its subBi¥#t¢New York,
N.Y), 2(5), pp.463-72. Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?e1i369387 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

146



Symons, R.H., 1989. Self-cleavage of RNA in the replication of sméibgans of plants
and animals. Trends in biochemical sciences, 14(11), pp.445-50. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2696172.

Tadokoro, T. & Kanaya, S., 2009. Ribonuclease H: molecular diversities,aelstrding
domains, and catalytic mechanism of the prokaryotic enzymes. The B&BA,
276(6), pp.1482-93. Available at: http://Awww.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19228197.

Tamae, C. et al., 2008. Determination of antibiotic hypersensitivity among giy@§le-ge ne-
knockout mutants of Escherichia coli. Journal of bacteriology, 190(17), pp.5981-8.
Available at:
http://www.pubmedcentral. nih.gov/articlerender.fcgi22519525&tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Tan, X.-X. et al., 2004. DNA enzyme generated by a novel single-strandecKNéssion
vector inhibits expression of the essential bacterial cellidivigene ftsZ. Biochemistry,
43(4), pp.1111-7. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14744157.

Taubes, G., 2008. The bacteria fight back. Science (New York, N.Y.), 321(5887), pp.356-61.
Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18635788.

Thomas, Christopher M, 2000. Paradigms of plasmid organization. Moleuideabiology,
37(3), pp.485-91. Available at: http://iwww.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10931342.

Thorsted, P.B. et al., 1998. Complete sequence of the IncPbeta plasmidnipMisations
for evolution and organisation of the IncP backbone. Journal of maldwmolagy,
282(5), pp.969-90. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9753548.

Tilley, L.D. et al., 2007. Antisense peptide-phosphorodiamidate morpholigomer
conjugate: dose-response in mice infected with Escherichialt@liJournal of
antimicrobial chemotherapy, 59(1), pp.66-73. Available at:
http ://www.ncbi.nim.nih.gov/ipubmed/17079242.

Toleman, M.A., Bennett, P.M. & Walsh, T.R., 2006. ISCR elements: novelggtering
systems of the 21st century? Microbiology and molecular biology revisiMBR,
70(2), pp.296-316. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16760305.

Tolmasky, M E, 2000. Bacterial resistance to aminoglycosides anddwtdans: the Tn1331
transposon paradigm. Frontiers in bioscience : a journal and virtuahiitio,gop. D20-
9. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10702385.

Tolmasky, M E et al., 1988. Transposon-mediated amikacin resistancebgiddlla
pneumoniae. Antimicrobial agents and chemotherapy, 32(9), pp.1416-20. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2848445.

Tolmasky, M E et al., 2000. Stability by multimer resolution of pJNMZMis due to the
Tn1331 resolvase and not to the Escherichia coli Xer system. Notwgh (Reading,
England), 146 ( Pt 3, pp.581-9. Available at:
http ://www.ncbi.nim.nih.gov/ipubmed/10746761.

147



Tolmasky, M E & Crosa, J.H., 1987. Tn1331, a novel multiresistance tramsposoding
resistance to amikacin and ampicillin in Klebsiella pneumoniagmicrobial agents
and chemotherapy, 31(12), pp.1955-60. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2830842.

Tolmasky, M E et al., 1986. Molecular cloning of amikacin resistancerdieents from a
Klebsiella pneumoniae plasmid. Antimicrobial agents and chemotherapy, 30(2), pp.315-
20. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3021052.

Tolmasky, Marcelo E et al., 1988. Transposon-Mediated Amikacin Resastai lebsiella
pneumoniae. Antimicrobial agents and chemotherapy, 32(9), pp.1416-1420.

Trigueros, S. et al., 2009. mwr Xer site-specific recombination is hypsatise to DNA
supercoiling. Nucleic acids research, 37(11), pp.3580-7. Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi?2699498 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Vakulenko, S.B. & Mobashery, S., 2003. Versatility of aminoglycosides and ptespec
their future. Clin. Microbiol. Rev, 16, pp.430-450.

Vanhoof, R., Hannecart-Pokorni, E. & Content, J., 1998. Nomenclature of geoekng
aminoglycoside- modifying enzymes. Antimicrobial agents and chemotherapy, 42(2),
p.483. Available at: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9527817.

Verdet, C. et al., 2000. A novel integron in Salmonella entericaaeEnteritidis, carrying
the bla(DHA-1) gene and its regulator gene ampR, originated frorgaviella
morganii. Antimicrobial agents and chemotherapy, 44(1), pp.222-5. Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.gov/articlerender.fcgi2E8066 1 &tool=pmcentre z&re
ndertype=abstract.

Wahlestedt, C et al., 2000. Potent and nontoxic antisense oligonucleotitieisiog locked
nucleic acids. Proceedings of the National Academy of Sciences of the Unitesl &
America, 97(10), pp.5633-8. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi?2er25880 &tool=pmcentrez&re
ndertype=abstract.

Walsh, T.R., 2006. Combinatorial genetic evolution of multirestga@urrent opinion in
microbiology, 9(5), pp.476-82. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16942901.

Wegscheid, B. & Hartmann, R.K., 2007. In vivo and in vitro investigation débattype B
RNase P intection with tRNA 3’-CCA. Nucleic acids research, 35(6), pp.2060-73.
Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi?arii874595 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Weihofen, W.A. et al., 2006. Structures of omega repressors bound tbadideinve rted

DNA repeats explain modulation of transcription. Nucleic acedearch, 34(5),
pp.1450-8. Available at: http://nar.oxfordjournals.org/cgi/conte niratg34/5/1450.

148



Welch, T.J. etal., 2007. Multiple antimicrobial resistance in plagaemerging public
health risk. PloS one, 2(3), p.e309. Available at:
http ://www.pubmedcentral. nih.goV/articlerender.fcgi?arii819562 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

White, D G et al., 1997. Inhibition of the multiple antibiotic resis&a(mar) operon in
Escherichia coli by antisense DNA analogs. Antimicrobial agami#schemotherapy,
41(12), pp.2699-704. Available at:
http://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi?erib4191 &tool=pmcentre z&r
endertype=abstract.

Witte, W., 2004. International dissemination of antibiotic restssérains of bacterial
pathogens. Infection, genetics and evolution : journal of molecular epidemiology and
evolutionary genetics in infectious diseases, 4(3), pp.187-91. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15450197.

Woloj, M. et al., 1986. Plasmid-encoded amikacin resistance in multiresittains of
Klebsiella pneumoniae isolated from neonates with mersndititimicrobial agents
and chemotherapy, 29(2), pp.315-9. Available at:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3521478.

Woodford, N. & Wareham, D.W., 2009. Tackling antibiotic resistance: a doserofico
antisense? The Journal of antimicrobial chemotherapy, 63(2), pp.225-9. Available at:
http://jac.oxfordjournals.org/cgi/content/abstract/63/2/225.

Wright, G., 2003. Mechanisms of resistance to antibiotics. Curreniddpn Chemical
Biology, 7(5), pp.563-569. Available at:
http://linkinghub.elsevier.convretrieve/pii/S1367593103001066.

Xiao, G. et al., 2010. Morpholino oligonucleotides do not participate pe riacgtgndard
Watson-Crick complexes with RNA. RNA (New York, N.Y.), pp.3-11. Avaldaat:
http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20817753.

Yim, G., Wang, H.H. & Davies, Julian, 2007. Antibiotics as signalling molscule
Philosophical transactions of the Royal Society of London. Series B, Biolsgiemkces,
362(1483), pp.1195-200. Available at:
http ://www.pubmedcentral.nih.goV/articlerender.fcgi?24 35582 &tool=pmcentrez&
rendertype=abstract.

Zaborowska, Z. et al., 2005. Deletion analysis in the catalytic redit®e 10-23 DNA
enzyme. FEBS letters, 579(2), pp.554-8. Available at:
http://dx.doi.org/10.1016/j.febslet.2004.12.008.

Zuker, M., 2003. Mfold web server for nucleic acid folding and hybricozgprediction.
Nucleic Acids Research, 31(13), pp.3406-3415. Available at:
http://www.nar.oupjournals.org/cgi/doi/10.1093/nar/gkg595.

149



ABREVIATURAS

G+C, porcentaje en la composicion de la secuencia de G y C.

2-O-Me, 2-O-meti ARN

3’-CS, regioén conservada en 3’

5’-CS, region conservada en 5’

AAC(6°)-Ib, aminoglicdsido acetil tranferasa en 6’ Ib
AACs, aminoglicésido acetil-transferasas

ANTSs, aminoglicosido nucleotidil-transferasas
APHs, aminoglicésido fosfo-transferasas

ADN, acido desoxirribonucleico

Ak, Amikacina

Ag, aminoglucésido

ARN, &cido ribonucleico

AS, antisentido

BLAST, Basic Local Alignment Search Tool
CIM, concentracion inhibitoria minima

DOy, densidad Optica a x nm

EMSA, ensayo de cambio de movilidad electroforética
EGS, secuencias guiadas externamente

ICE, elemento integrativo y conjugativo

Int, integrasa

IPTG, isopropiktiof-D-galactopiransido

IS, secuencia de insercion

ISCR, secuencia de insercion con region comun
kDa, Kilo Daltons

Kpb, kilo pares de bases

LNA, &cidos nucleicos cerrados

mpf, complejo de conjugacién
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MRI, integrones de multirresistencia

MRSA, Staphylococcus aureus resistente a meticilina
mpf, canal de conjugacién

mrs, sistemas de resolucion de multimeros
nts, nucleotidos

ODNs, oligodeoxinucledtidos

ORF, marco abierto de lectura

oriT, origen de transferencia de un plasmido
oriV, origen de replicacion de un plasmido
PARNt, ARNt de transferencia inmaduro

pb, pares de bases

PAGE, electroforesis en gel de poliacrilamida
PDVF, fluoruro de polivinilideno

PCR, reaccion en cadena de la polimerasa
PMOS, fosfoamidatos de morfadia

PNAS, acidos nucleicos peptidicos

PS, fosforotioatos

RI, repeticion invertida

RIT, repeticion invertida terminal

SST4, sistema de secrecion tipo 1V.

TA, sistema toxina-antitoxina

Tnp, transposasa

THG, transferencia horizontal de genes
TLG, transferencia lateral de genes

UFC, unidades formadoras de colonia

VRSA, Staphylococcus aureus resistente a vancomicina

Xis, escisasa
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