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Propésito y Método de Estudio: La resistencia a los antibiéticos es un
problema de interés global que se ha vuelto cada vez mas relevante. Las
terapias combinadas, tienen ventajas significativas sobre la monoterapia para
tratar infecciones causadas por microorganismos que presentan resistencia y
multirresistencia. Sin embargo, se han realizado diversos trabajos que
destacan la complejidad y las posibles implicaciones que su implementacion
puede generar en el aumento de este problema. Pocos estudios presentan un
enfoque evolutivo, en el cual se proporcionan escenarios donde es posible la

aparicion de resistencia en terapias combinadas. En este trabajo se realizé el
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analisis de la resistencia a los antibiéticos meropenem y gentamicina tanto en
combinacion como por separado, desde una perspectiva evolutiva utilizando
el sistema modificado de la MEGA-plate. Se encontré la presencia de 57 ARGs
para el antibiético meropenem y 37 ARGs para el antibiético gentamicina,
ademas se realizd la comparacion con el antibiético florfenicol que es de uso
veterinario. Esta comparacion nos mostré que estos 3 grupos de antibioticos
comparten 22 ARGs. Las bacterias evolucionadas presentaron cambios a nivel
morfoldgico y las cepas desafiadas con el antibiético meropenem presentaron
variacion en el numero de ARGs a lo largo de todo el desafio. También se
determinaron las funciones biolégicas en las cuales los ARGs estan
relacionados. Contribuciones y conclusiones: Se encontr6 que la
bacteria E. colicuenta con una gran plasticidad para montar diferentes
respuestas tanto fenotipicas como genotipicas cuando se expone a diversos
antibiéticos. Ademas, se destaco la importancia de los ARGs no solo en la
adquisicion de la resistencia, sino también en funciones bioldgicas cruciales
para los microorganismos. Por otro lado, se demostré que existe un grupo de
22 genes para tres familias de antibiéticos que podrian ser clave para entender

este problema en terapias futuras.

FIRMA DEL ASESOR:

Dr. José Rubén Morones Ramirez
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CAPITULO 1

1. Introduccion

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) se ha convertido en un grave
problema sobre todo para la salud publica a nivel mundial. En la actualidad
cerca de 700,000 personas mueren al afio por causa de la RAM, y se estima
que para el 2050 se tendra un incremento considerable en el numero de
muertes (Aslam et al., 2018; O’NEILL, 2014). A pesar de que es un problema
reconocido y de gran interés, la incidencia y propagacién de los
microorganismos multirresistentes a los antibiéticos (MDR) sigue en aumento.
Diversos estudios se han enfocado en la creacién de estrategias para combatir
este problema, que se basan principalmente en la mejora de los antibiéticos
ya existentes y en la creacion de nuevos farmacos o coadyuvantes (Chellat et
al., 2016). Por otro lado, se ha incrementado el desarrollo de nuevos
antibidticos mediante compuestos organicos, asi como el uso de terapias
combinadas. Estas Gltimas han generado una gran controversia acerca de su
uso, por el posible aumento en las tasas de resistencia y los efectos adversos,
asi como el incremento en la aparicion de enfermedades asociadas y en los
costos del tratamiento (Tamma et al., 2012). No obstante, también se han
demostrado beneficios con su aplicacion, ya que diversos estudios han
obtenido mejores resultados en los tratamientos con las terapias combinadas
que con el uso de las monoterapias, tales como; menor riesgo de adquirir RAM,
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uso de dosis mas bajas y tratamientos mas cortos para combatir a
microorganismos de interés clinico (Chey et al., 2017; Coates et al., 2020; Ford
et al., 2016; Kerantzas and Jacobs, 2017; Kim et al., 2020; Liu et al., 2018;
Orkin et al.,, 2020). Sin embargo, estos estudios no incluyen la dinamica
evolutiva y la trayectoria genética que podrian estar interviniendo en el uso de
estas terapias, lo cual contribuiria al mejoramiento de la problematica que
representa la RAM, asi como la prevencion del surgimiento de enfermedades
emergentes (Kndppel et al., 2014). Se sabe que el uso excesivo de los
antibioticos ha acelerado la diseminacion de las bacterias que evolucionaron
para soportar a estos farmacos, a través de la adquisicion de genes o
mutaciones cromosomicas que les confieren resistencia y se ha extendido a
entornos clinicos y ambientales, lo que proporciona un buen reservorio para
su propagacion (Durao et al., 2018). Mas alla de los complejos procesos que
ha desencadenado la RAM, el surgimiento y la diseminacion de la misma en
poblaciones bacterianas depende de parametros evolutivos clave, como: la
velocidad a la que las bacterias adquieren resistencia, las presiones selectivas
a favor y en contra de los MDR, la tasa y los efectos de las mutaciones que
compensan los potenciales costos de la RAM, entre otros (Durao et al., 2018).
Otro aspecto importante que afectan la trayectoria evolutiva de la resistencia
son las caracteristicas fenotipicas y genotipicas per se de los microorganismos
incluyendo la capacidad de adaptarse a diversos desafios ambientales ya que

se ha demostrado que la RAM, aumenta constantemente en distintos linajes
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(Baym et al., 2016; Kerek et al., 2024). También se ha considerado que la
exposicion a los antibidticos no soélo en grandes cantidades sino también en
concentraciones bajas, es un propulsor para la apariciéon de la RAM (Ching

and Zaman, 2020).

Comprender los mecanismos evolutivos que rigen la aparicién de la RAM es
fundamental para determinar el papel que juegan los genes relacionados con
la RAM sobre todo aquellos que se encuentran presentes en el cromosoma,
ya que se ha demostrado que cumplen con diversas funciones que no solo
estan relacionadas con la respuesta a los antibiéticos (Benveniste and Davies,
1973; Bulgakova et al., 2014; Doyle et al., 1991; Martinez et al., 2009, 2009).
Como es el caso de las bombas de eflujo, ya que éstas presentan funciones
relacionadas con el transporte de moléculas involucradas en la sefalizacion,
la desintoxicacion de intermediarios metabdlicos, entre otros (Martinez et al.,
2009). Se ha sugerido que los genes de las bombas de eflujo codificados en
el cromosoma, son genes evolutivamente antiguos importantes en la fisiologia
de los microorganismos por lo que sus funciones van mas alla de la adquisicion
de la RAM (Neyfakh et al.,, 1991). Entender la estrecha relacion entre los
antibiéticos y el papel en las funciones bioldgicas en las cuales estan
involucrados los genes relacionados con la RAM, ayudaria a tener una
perspectiva mas clara sobre la aparicion de la RAM y la MDR sobre todo con
la respuesta que puedan tener los microorganismos a antibidticos de
importancia clinica (Elshamy and Aboshanab, 2020). El objetivo de este
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trabajo fue descifrar la trayectoria genotipica y fenotipica de la bacteria E. coli
bajo la influencia del antibiético meropenem y gentamicina tanto en
combinaciéon como por separado, mediante el uso del sistema MEGA-plate y
compararlos con el antibiético florfenicol que es de gran relevancia en la
medicina veterinaria, ademas de descubrir las funciones biolégicas a las

cuales los genes de resistencia (ARGs) estan relacionados.
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CAPITULO 2

2. Antecedentes

Resistencia en terapias combinadas

Las terapias combinadas son el mejor tratamiento para enfermedades
provocadas por patogenos de interés mundial, como en el caso de la bacteria
M. tuberculosis, agente causal de la tuberculosis, debido a que se ha
presentado un drastico aumento en el numero de casos de pacientes
portadores de M. tuberculosis multirresistente. Desde la apariciéon de la
resistencia a la monoterapia con el antibidtico estreptomicina y la posterior
resistencia a los antibidticos isoniazida y la rifampicina, que se utilizaban con
mayor frecuencia para contrarrestar a este patdégeno (Gillespie, 2002; Muller
et al., 2013). Ha provocado que para el tratamiento de esta infeccion, se
requiera de un minimo de tres a cuatro antibiéticos en combinacion (Dartois
and Rubin, 2022). La RAM y MDR que presenta la bacteria M. tuberculosis, se
debe principalmente a las mutaciones espontaneas en polimorfismos de un
solo nucledtido mejor conocidos como SNP (McGrath et al., 2014) y estan
relacionadas directamente con las mutaciones en los genes inhA, rrs, gyrA,
gyrB, rpoB, pncA, embB, ahpC, katG, ndh, furA, y rpsL para los antibioticos
pirazinamida, rifampicina, isoniazida, etambutol estreptomicina, capreomicina

y para los antibiéticos fluoroquinolonas respectivamente (Jeanes y O’Grady,
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2016; Laurenzo and Mousa, 2011; Nguyen et al., 2019; Volokhov et al., 2009).
Aunque las pruebas que se han realizado de fluctuacion en las mutaciones de
los ARGs para estos antibidticos, surgen de manera espontanea en un
aproximado de 10 a 10° dependiendo del antibidtico empleado, se estima
que la probabilidad de que aparezca la resistencia para dos antibiéticos es
aproximadamente de 10-'® (Colijn et al., 2011). A pesar de que la probabilidad
es baja, a medida que la poblacion de bacterias sensibles a los antibi6ticos
disminuye se da un incremento en la poblacion resistente, y da pauta para la
aparicion de resistencia a un segundo antibidético y por consiguiente, la
exposicidon a un segundo antibidtico, provoca la seleccion de bacterias
doblemente resistentes (Colijn et al., 2011). Se sabe que la diversidad
genotipica y las diferentes mutaciones que presenta esta bacteria, resaltan la
existencia de diversos caminos evolutivos que conllevan ala RAM y a la MDR

que aun faltan por investigar (Nguyen et al., 2017).

La bacteria Helicobacter pylori, se caracteriza por ser un patdégeno que
provoca las enfermedades infecciosas mas comunes en el mundo, se estima
que mas del 50% de la poblacién mundial ha sido infectada con este patégeno,
principalmente en paises en desarrollo (Hooi et al., 2017). Ademas, esta
relacionada con la presencia de carcinogénesis gastrica, debido a la
produccion de diferentes factores de virulencia que conducen a la ulcera
péptica y al cancer gastrico (Sukri et al., 2020). El tratamiento de H. pylori
incluye inhibidores de la bomba de protones (IBP) en conjunto con diferentes
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regimenes de tratamiento (Malfertheiner et al., 2017). En la terapia triple, se
suelen administrar antibioticos de primera linea como amoxicilina y
claritromicina junto con un IBP. Se ha demostrado que en los pacientes que
presentan resistencia a claritromicina, se emplea como alternativa, el
antibiotico metronidazol y en determinados casos que se presenta la
multirresistencia, se utiliza la terapia cuadruple que contiene bismuto
(Malfertheiner et al., 2017). La claritromicina es un antibiético que tiene gran
relevancia para el tratamiento de H. pylori, la resistencia que presenta la
bacteria para este antibidtico se debe a la presencia de las mutaciones
A2146G y A2147G en el gen 23S rRNA (lwamoto et al., 2014). Por otro lado,
ya se ha demostrado que el gen hefA de la bomba de eflujo, juega un papel
importante en la resistencia a multiples antibiéticos en H. pylori (Liu et al.,
2008). También las cepas multirresistentes tanto para las terapias triples y
cuadruples presentan mutaciones asociadas a los genes 23S rRNA, 16S
rRNA, gyrA y rpoB, estos genes se encontraron exclusivamente en aislados
de pacientes que ya habian sido tratados sin éxito en multiples ocasiones
(Wueppenhorst et al., 2009). Como ya se ha mencionado, para el tratamiento
de estos patdégenos de interés mundial, se requere la implementacion de
terapias combinatorias triples y cuadruples, debido a que la monoterapia y la
terapia con dos antibiéticos ya no es una opcion. Aunque la probabilidad de
presentar resistencia sea estadisticamente baja, esto no quiere decir que no

estemos ejerciendo una mayor presion selectiva en los patégenos, y a la larga,
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provoque el desarrollo de resistencia a las terapias combinadas como sucedio
con las monoterapias en las bacterias H. pylori y M. tuberculosis, por ello se
requieren estudios que se desarrollen en un contexto evolutivo, para poder
contribuir al entendimiento de la dinamica adaptativa en la RAM y la MDR y
asi poder prevenir mayores complicaciones con el uso de terapias
combinadas, puesto que en la actualidad son la mejor estrategia para combatir

a los patégenos resistentes y multirresistentes (Lazar et al., 2014).

Sabemos que el incremento de la prevalencia de las bacterias
multirresistentes, ha disminuido la eficacia de los tratamientos convencionales,
por lo que se han buscado alternativas que mejoran los métodos tradicionales
como en el caso de la monoterapia y las terapias combinadas con antibioticos
(Allahverdiyev et al.,, 2011). Las nanoparticulas metalicas son un nuevo
meétodo que han mostrado tener buenos resultados en combinacion con
antibidticos, ya que suelen ser eficientes al reducir la dosis altas y la toxicidad
que se puede presentar al usarlas por separado (Allahverdiyev et al., 2011).
También se ha demostrado que la combinacion de las nanoparticulas con
antibiotico, mejora en gran medida las capacidad bactericida y se da una re-
sensibilizacién de las bacterias resistentes a un determinado antibidtico, por lo
que son considerados tratamientos eficientes y novedosos con resultados
prometedores (Baptista et al., 2018; Fan et al., 2022; Garza-Cervantes et al.,

2020; Hochvaldova et al., 2022; N.-Y. Lee et al., 2019; Mba and Nweze, 2021).
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No obstante, aunque su implementacién se ha desarrollado en las
ultimas décadas, ya se han reportado estudios en donde ya existe la presencia
de resistencia para estos materiales. Graves et al. (2015) realizdé un estudio
evolutivo en el que demostro que las bacterias pueden desarrollar resistencia
a las nanoparticulas de plata (AgNP), mediante la presencia de mutaciones
simples sobre todo en los genes crl, gatC, glpR, gltP, yjcO, y mencionan que
se debe tener cuidado con el uso de las nanoparticulas en comunidades
bacterianas y la exposicion prolonga a las mismas mediante productos de uso
comun. Debido a que su aplicacion se ha incrementado en los ultimos ainos,
se estima que el mercado mundial de los productos que se basan en el uso de
la nanotecnologia tiene un incremento del 25% anual. Tan sélo para el 2020,
la produccién anual fue de aproximadamente 58,000 toneladas a nivel global,
esto conlleva a una liberacion de nanomateriales en cantidades importantes al
medio ambiente, especialmente para los nanomateriales basados en plata
(Ag), ya que ha sido uno de los productos mayormente comercializados por

sus propiedades antimicrobianas (Gunawan et al., 2017; Zhang et al., 2020).

A lo largo de la historia se ha visto que sin importar la eficacia del
tratamiento empleado, los microorganismos han desarrollado estrategias para
combatir a los nuevos desafios antimicrobianos que se han desarrollado para
contrarrestarlos, con la finalidad de seguirse manteniéndose en la carrera
evolutiva (Mba and Nweze, 2021). Gran parte se debe a la plasticidad, a la
gran capacidad de generar mutaciones y a la adquisicion de ARGs por parte
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de las bacterias, aunado a la presion selectiva que se ha ejercido sobre estos
microorganismos desde la aparicion de los antibidticos y a las nuevas
alternativas antimicrobianas (Graves et al., 2015; Mba and Nweze, 2021; Nifio-
Martinez et al., 2019). Inclusive en el caso de las nanoparticulas, se ha
demostrado que ni siquiera se requieren cambios genéticos para adquirir
resistencia, basta con realizar pequefas modificaciones en el fenotipo. Un
estudio realizado en las bacterias E. coli y Pseudomonas aeruginosa, con
nanoparticulas de plata (NPs-Ag) se determiné que las bacterias pueden
desarrollar resistencia a las (NPs-Ag) posterior a una exposicion constante, la
resistencia fue provocada por un aumento en la produccién de la proteina
flagelina, lo que con lleva a que las (NPs-Ag) se agreguen y pierdan su efecto
antimicrobiano; se determiné que no hubo alteraciones significativas en los
genes flagelares (fliC, fLgE, fliD), en el gen que codifican para el gen maestro
regulador transcripcional (FIhDC) y para el gen regulador flagelar (FIliA) entre
las cepas que presentaron resistencia y las cepas control, unicamente se
presentd la resistencia por un aumento en la produccién de la proteina

flagelina (Panacek et al., 2018).
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Mecanismos de resistencia para terapias combinadas

La efectividad de las terapias combinadas se basa en la poca frecuencia
que aparece la RAM simultanea a diferentes farmacos (Berrios-Caro et al.,
2021). No obstante, la evolucidén de la resistencia a multiples antibiéticos
puede estar relacionada con las terapias combinadas y su efecto benéfico para
contrarrestar la RAM. Angst et al. (2021) realizaron estudios epidemiolégicos
in vitro y bioinformaticos en donde demostraron las ventajas del uso de las
terapias combinadas. En su trabajo mencionan que mientras no se presente
la aparicion de una doble resistencia por parte de las bacterias, la terapia
combinada es mejor opcidn que el uso de la monoterapia. Se ha determinado
que aunque la probabilidad de que aparezca una doble mutacién es baja,
aparece cuando ocurren mutaciones que confieren resistencia de manera
independiente para la administracion de un solo antibidtico, y la posterior
administracion simultanea de un tratamiento combinado, aunado a los estudios
relacionados con los mecanismos de resistencia de los patdgenos, se tiene
que tomar en cuenta lo complejo que es la dinamica y la cinética entre las
interacciones de los diferentes antibiéticos, ya que esto puede generar una
mayor problematica (Angst et al., 2021; Trindade et al., 2009; Vestergaard et

al., 2016).
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Los cambios genéticos sobre todo las mutaciones que confieren RAM y
MDR en los microorganismos son costosas, por causa de los efectos
negativos que aparecen en la aptitud bacteriana (Trindade et al., 2009). Sin
embargo, estudios de competencia microbiana han demostrado que el costo
de la resistencia a un antibiético depende de la presencia de alelos que
también confieran resistencia para otros antibiéticos. Trindade et al. (2009)
menciona que cuando se utilizan terapias combinadas, la epistasis positiva
puede provocar la aparicion de la doble resistencia en microorganismos;
especificamente en mutaciones puntuales. La epistasis suele ocurrir cuando
la expresion de un determinado fenotipo en un locus depende de diversas
mutaciones que estan presentes en otros loci, es por ello que ha tomado gran
relevancia en el caso de la evolucién y aparicién de la RAM (Trindade et al.,
2009). Se sabe que determinadas combinaciones alélicas, terminan en
compensaciones rapidas, lo cual explica porque las bacterias que presentan
multirresistencia son frecuentes, esto puede estar ligado a la implementacién

del uso de las terapias combinadas (Trindade et al., 2009).

Vestergaard et al. (2016) realizd un estudio evolutivo de la bacteria P.
aeruginosa, en donde se probo6 la monoterapia y la terapia combinada de los
antibidticos ceftazidima y la ciprofloxacina. Las mutantes que desarrollaron
resistencia posterior a la exposicidon a un solo antibiético, se eligieron para el

tratamiento combinado de ambos antibiéticos y encontraron que este ultimo,
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selecciond cepas mutantes que expresaron mecanismos de resistencia de

amplio espectro con mejoras en la aptitud bacteriana.

Berrios-Caro et al. (2021) utilizaron modelos matematicos para comparar
diferentes métodos de crecimiento (Exponencial, logaritmico y sin
competencia por recursos) tanto para la monoterapia como para la terapia con
dos 0 mas antibiéticos y encontraron que cuando los recursos son escasos,
aunado a la competencia entre bacterias, se ve afectada la aparicion de un
solo tipo de resistencia, mientras que la doble resistencia se expresa mas en
el crecimiento sin competencia por recursos. Sin embargo, la doble resistencia
se produce a partir de la aparicion de los microorganismos que presentan
resistencia simple, es decir a un solo antibiético. Aunque sélo se hayan hecho
estimaciones con modelaciones matematicas, éste trabajo resalta que existe
la posibilidad de la aparicion de una doble resistencia cuando se utilizan
terapias combinadas bajos ciertas condiciones, que pueden ser provocadas
por factores intrinsecos y extrinsecos tanto del organismo huésped como del

patdgeno per se y de los antibidticos que se utilizan.

Otro enfoque a considerar para el tratamiento de las terapias
combinadas, es la busqueda de efectos sinérgicos entre antibidticos, asi como
potenciar su actividad en microorganismos de interés clinico; es por ello que
se han realizado diversos trabajos enfocados encontrar estas caracteristicas

en las terapias combinadas (Barbee et al., 2014; Coates et al., 2020; Ni et al.,
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2016; Terbtothakun et al., 2021). Por otro lado, se ha demostrado que la
sinergia puede tener efectos opuestos en la RAM, debido a que promueve la
eliminaciéon de los patégenos con mayor rapidez y con ello reduce el tiempo
en el cual los microorganismos pueden generar mutaciones que les confieran
multirresistencia (Torella et al., 2010). No obstante, esto promueve la seleccién
de resistencia a un solo antibiético (Torella et al., 2010) y como se menciond
anteriormente, en determinadas condiciones, éste fendmeno puede propiciar
que surja una doble resistencia en el cual, las terapias combinadas ya no

tendria efecto sobre los patégenos (Berrios-Caro et al., 2021).

Munck et al. (2015) demostraron que el desarrollo de la RAM se ve
alterado a causa de la sensibilidad colateral, ademas de que las interacciones
de los antibidticos cambian cuando los microorganismos patdégenos
desarrollan RAM, generando un menor efecto sobre la adaptacién microbiana
en mayor tiempo. Su estudio se baso en la evolucién adaptativa de la bacteria
E. coli, a 5 diferentes antibioticos y a 10 combinaciones en pares (clorhidrato
de Cip, clorhidrato de Tet, sulfato de Amk, Chl y sulfato de Pip) y demostraron
que una combinacion especifica de antibidticos puede reducir la evolucién de
la RAM y mencionan que la sensibilidad colateral entre antibiéticos, potencia
la evolucidon de la RAM en terapias combinadas, debido a que la sensibilidad
y la resistencia que se producen de manera colateral, se presentan cuando las
mutaciones que confieren resistencia a un antibiético aumenta o reduce la
sensibilidad hacia otro antibiético (Munck et al., 2015).
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Lazar et al. (2014), realizaron estudios evolutivos y genéticos en la
bacteria E. coli para el tratamiento de 12 antibi6ticos solos y en combinacion,
y determinaron que la evolucion en la parte genética prevalece en los
diferentes tratamientos posterior a una primera exposicién, ademas de que la
resistencia cruzada entre la interaccion de dos antibioticos es independiente
de la presencia de sinergia entre ambos. Sin embargo, la evolucién hacia la
multirresistencia fue frecuente bajo la presion de un solo antibidtico y
mencionan que las interacciones evolutivas que pueden estar influyendo en
los tratamientos combinados y la multirresistencia, se rigen por distintos
mecanismos, por lo que es importante considerarlos en el desarrollo de nuevas

estrategias antimicrobianas.

Presion selectiva y mecanismos evolutivos en microorganismos

resistentes a los antibiéticos

La evolucién de los microorganismos resistentes se puede considerar un
fendmeno natural, que se desencadena a través de la presion selectiva que se
ejerce sobre una determinada poblacién de microorganismos (Palmer and
Kishony, 2013). No obstante, en los ultimos afos esta presion se ha visto
alterada por el uso excesivo de los antibitticos, y ha provocado que aparezcan
nuevos mecanismos de resistencia en microorganismos patégenos (Klein et
al., 2018). Un estudio realizado del 2000 al 2015 en 76 paises, demostrd que

el consumo de antibidticos en dosis diarias, incrementé un 65%, mientras que
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la tasa de consumo presentd un incremento del 39% y se predijo que para el
2030 sin cambios en los regimenes de consumo, estos valores tendran un

aumento de mas del 200% a nivel mundial (Klein et al., 2018).

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) constituyen un
mecanismo clave de la RAM en las bacterias Gram negativas, y diversos
estudios las han tomado como modelo para entender la evolucion en tiempo
real de la RAM. Por ejemplo, en el caso de la B-lactamasas CTX-M, se utilizd
una combinacion de enfoques filogenéticos y moleculares para establecer las
trayectorias evolutivas de la resistencia, demostrando que los antibiéticos
cefotaxima y ceftazidima actuaron como fuerzas selectivas para impulsar la
diversificacion de la enzima B-lactamasas CTX-M, fomentando la RAM para
estos farmacos; este fenomeno se presentd unicamente cuando estaban
presentes los dos antibidticos (Novais et al., 2010). Por otro lado, la RAM
puede evolucionar a través de la acumulacion de multiples mutaciones, esto
se ha demostrado en la bacteria E. coli, en la cual se analizaron las trayectorias
evolutivas de los antibidticos cloranfenicol, la doxiciclina y la trimetoprima
durante un periodo de exposicidén de 20 dias, y se encontrd que la resistencia
aumentoé drasticamente con trayectorias fenotipicas similares, mientras que los
analisis genéticos revelaron cambios generales y también especificos para
cada farmaco, lo cual sugiere que descubrir la trayectoria genética puede
ayudar a entender la propagacién de la RAM en microorganismos patégenos
(Toprak et al., 2011). Otro aspecto importante que afecta la trayectoria
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evolutiva, es la capacidad de adaptacion a través de la migracion con
diferentes desafios ambientales (Baym et al., 2016). En el 2016 se realizé un
estudio en el cual se construyd un dispositivo experimental llamado Microbial
Evolution and Growth Arena (MEGA-plate) por su nombre en inglés. El cual
permitid la observacion visual y genotipica de la adaptacion de la bacteria
frente al desafio con el antibidtico trimetoprima, demostrando que la
resistencia aumentaba constantemente en los linajes de la bacteria E. coliy se
observo la diversificacion fenotipica y genotipica hacia la RAM en la bacteria

(Baym et al., 2016).

E. coli multirresistente a los antibiéticos y su impacto en la salud

Los MDR tienen un gran impacto en el sector salud, tan solo para la Unién
Europea se ha reportado que causan mas de 33,000 muertes al afo, de las
cuales la gran mayoria son provocadas por pocas especies de
microorganismos como es el caso de la bacteria E. coli multirresistente, P.
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Acinetobacter spp., Enterococcus spp. 'y
Klebsiella pneumoniae (Kakoullis et al., 2021). Estos MDR presentan
diferentes mecanismos de RAM dentro de los que se destacan: la

modificacion, inactivacion y la expulsiéon del farmaco (Reygaert, 2018).

La bacteria E. coli es resistente a una gran variedad de agentes
antimicrobianos que se catalogan como clinicamente relevantes, ademas de

que posee una alta capacidad para adquirir y acumular ARGs (Redondo-Salvo
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et al., 2020). Se ha demostrado que los mecanismos de resistencia de mayor
preocupacion que presenta esta bacteria, se basan en genes que codifican
para las p-lactamasas de espectro extendido, las carbapenemasas, las
cefalosporinas, las 16s rRNA metilasas, la resistencia a las quinolonas
mediada por plasmidos, entre muchos otros (Kakoullis et al.,, 2021). La
Organizacion Mundial de la Salud publicé en 2017 la lista de los principales
microorganismos de interés, para las cuales se requieren de la creacion de
nuevos farmacos para combatir los MDR. La lista tiene una clasificacién
basada en la necesidad de la creacidén de nuevas alternativas para combatir a
estos patdgenos, siendo la mayoria bacterias Gram negativas. Como prioridad
critica se encuentran P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii y miembros de
la familia Enterobacteriaceae resistentes a los carbapenémicos (Breijyeh et al.,
2020). Como se ha demostrado, E. coli es resistente a casi todos los agentes
antimicrobianos, lo que la convierte en un patdogeno de gran interés para el
sector clinico y un excelente modelo para el estudio de la RAM (Poirel et al.,

2018).

Carbapenémicos y aminoglucésidos como antibiéticos de interés

clinico en la aparicion de la RAM

Los carbapenémicos son antibiéticos B-lactamicos. Cuentan con una
estructura que se define por un carbapenem que se encuentra acoplado a un

anillo betalactamico que le brinda proteccion contra la accién de las enzimas
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B-lactamasas, éste acople es lo que les da la capacidad de ser antibiéticos de
espectro extendido. (Aslam et al., 2020; Papp-Wallace et al., 2011) Su
mecanismo de accidén se basa en la penetracion de la pared celular de las
bacterias y en la union con las proteinas fijadoras de penicilina (PFP), con ello
provocan la inactivacion de las enzimas autoliticas intracelulares provocando
la muerte de la bacteria. Otra caracteristica importante es que suelen dirigirse
a la enzima de inhibicion de la transpeptidasa en el proceso de sintesis de la
pared celular y con ello, evitan que se dé el entrecruzamiento de los péptidos
provocando una mayor actividad autolitica en la bacteria (Aslam et al., 2020).
Los carbapenémicos son los antibidéticos con mayor uso en el sector clinico,
debido a que poseen un espectro amplio con gran efectividad contra bacterias
Gram positivas y Gram negativas, siendo el imipenem y el meropenem los mas

prescritos (Breijyeh et al., 2020; Elshamy and Aboshanab, 2020).

Se ha demostrado la eficacia de los tratamientos combinados de los
antibioticos carbapenémicos con otros agentes antimicrobianos, no obstante,
estos resultados siguen siendo controversiales porque también puede generar
un efecto negativo al aumentar la RAM en los microorganismos
(Assimakopoulos et al., 2019; Doi, 2019; Park et al., 2016; Paul et al., 2014;
Savoldi et al., 2021; Schmid et al., 2019). Los carbapenémicos presentan un
espectro antimicrobiano mas amplio que las combinaciones de penicilinas,
cefalosporinas e inhibidores de B-lactamicos (Bassetti et al., 2009). Se sabe
que el imipenem y el panipenem son antibiéticos importantes contra las
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bacterias Gram positivas, y el meropenem, biapenem, ertapenem y doripenem
suelen ser mas efectivos contra los organismos Gram negativos (Bassetti et
al., 2009; Salmon-Rousseau et al., 2020). Los principales mecanismos de
resistencia que se han reportado para los carbapenémicos son: la produccion
de enzimas carbapenemasas, las bombas de eflujo y las mutaciones
relacionadas con las pérdidas de las porinas, provocando que la bacteria sea
privada de los portadores que permiten la entrada del antibidtico a través de la

membrana externa (Durante-Mangoni et al., 2019).

Los genes que confieren los mecanismos de resistencia a los antibioticos
en las bacterias se encuentran en el cromosoma o en los plasmidos. En el
caso de miembros de la familia Enterobacteriaceae, se han detectado diversos
ARGs que confieren resistencia a los carbapenémicos como el gen bla NDM,
bla VIM y bla NDM (Nagaraj et al., 2012). También se han encontrado ARGs
y mutaciones para las cefalosporinas, carbapenémicos y quinolonas en cepas
de E. coli, como es el caso de los genes el bla TEM 'y bla CTX-M. La resistencia
a quinolonas se debid a mutaciones en los genes gyr Ay par C, asi como la

presencia del gen NDM-1 para los carbapenémicos (Chandran et al., 2014).
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El antibiético Meropenem

El meropenem es un antibiético betalactamico que pertenece a la clase
de los carbapenémicos de espectro extendido y baja citotoxicidad, es uno de
los mas prescritos para el tratamiento de infecciones en donde se presenta la
RAM y la MDR. Se considera un antibiotico dependiente del tiempo y su accién
se basa en la inhibicién de la pared celular, por lo que inhibe el crecimiento y
provoca la muerte del patégeno (Steffens et al., 2021). Los antibidticos que
dependen del tiempo de administracion, son aquellos que superan la
concentracion minima inhibitoria (MIC) en el sitio de la infeccién, es decir, entre
mas tiempo permanezca una concentracion superior a la MIC en el torrente
sanguineo de los pacientes, mayor sera la posibilidad de éxito en contrarrestar
la infeccion (Steffens et al., 2021). El meropenem ha demostrado ser eficaz
contra diversos patégenos que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae
como; Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloaceae, E.
coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Morganella morganii, Proteus
vulgaris, Serratia marcescens, entre muchos otros, por lo que resalta su

importancia en el uso clinico en humanos (Baldwin et al., 2008).
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Meropenem en combinacion

Un estudio realizado con el compuesto Equol y el antibiético meropenem
en combinacion contra las bacterias E. coli resistente a los carbapenémicos,
confirmaron que los genes PaKPC y PaOXA-48 y algunos otros genes de
carbapenemasas son la causa de que estos microorganismos presenten
resistencia (Kim and Eom, 2021). Sus resultados demostraron que el
compuesto Equol fue capaz de restaurar la susceptibilidad en E. coli para el
antibiético meropenem, y ademas de suprimir significativamente los niveles de
transcripcion de los genes relacionados con las carbapenemasas, de
mostrando que el Equol tiene un efecto sinérgico y puede ser un buen

coadyuvante para el meropenem (Kim and Eom, 2021).

Torres et al. (2018) evaluaron la eficacia del tratamiento combinado de
los antibidticos ceftazidima y avibactam, en pacientes que presentaban la
infeccion por neumonia nosocomial que esta asociada a patégenos Gram
negativos, frente al antibiético meropenem en un ensayo doble ciego. Se
eligieron pacientes que presentaban neumonia nosocomial incluida aquella
que estaba asociada a la ventilacion mecanica, en 136 hospitales de 23 paises
diferentes y encontraron resultados en términos de eficacia similares para

ambos tratamientos (Torres et al., 2018).
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Se ha demostrado que el meropenem tiene efectos sinérgicos en
combinacion con antibioticos aminoglucésidos, esto se determiné mediante el
ensayo de tablero de ajedrez y tiempo de muerte. Se obtuvieron 35 aislados
de los cuales 19 presentaron resistencia para los antibiéticos carbapenémicos
imipenem y meropenem con una MIC de 16 a 128 ug/ml. Las caracteristicas
moleculares de estos aislados mostraron la presencia de las carbapenemasas
(Pla NDM-1, b2 NDM-5 y bl OXA-48) asi como genes de B-lactamasas de
espectro extendido (P2CTX-M, PaSHV y YaTEM). No obstante, en combinacion
presentaron efectos sinérgicos del meropenem con los aminoglucésidos
gentamicina, estreptomicina, kanamicina, tobramicina y amikacina en un
84.2%, 79% y 68.4% respectivamente (Terbtothakun et al.,, 2021).
Desafortunadamente, diversos estudios han demostrado que la resistencia a
los carbapenémicos esta en aumento, y son catalogados como prioridad critica
de acuerdo con lista que publico la OMS en el 2017, dejando pocas alternativas
para contrarrestar a los MDR (Breijyeh et al., 2020; Chouchani et al., 2011; “La
OMS publica la lista de las bacterias para las que se necesitan urgentemente

nuevos antibidticos,” n.d.; Lin et al., 2021; Papp-Wallace et al., 2011).

Aminoglucésidos

Los aminoglucésidos son antibidticos bactericidas de amplio espectro
principalmente contra microrganismo Gram negativos, este grupo incluye a la

gentamicina, amikacina, tobramicina, neomicina y estreptomicina (Krause et
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al., 2016). El primer aminoglucésido aislado fue la estreptomicina obtenida de
la bacteria Streptomyces griseus, se introdujo en el sector clinico en 1944,
posteriormente entre 1949 y 1972 se introdujeron otros antibioticos del mismo
grupo tales como: la neomicina, kanamicina, gentamicina, netilmicina,
tobramicina y amikacina. Sin embargo, su uso clinico disminuyé en la década
de 1980 debido a la introduccion de las cefalosporinas, carbapenémicos y
fluoroquinolonas de tercera generacion que se consideraban menos toxicos y

con mayor aplicacién (Krause et al., 2016; Serio et al., 2018).

Estos antibidticos se caracterizan por ser polares y presentan mala
absorcion gastrointestinal, por lo que es necesaria su administracion
intravenosa o intramuscular en los pacientes enfermos (Krause et al., 2016).
El mecanismo de accion de los aminoglucésidos se basa en la inhibicion de la
sintesis de proteinas. Los aminoglucdsidos son azucares hidrofilos con
funciones amino e hidroxi, ademas son considerados policatidnicos y tienen
afinidad de unidn con los acidos nucleicos especialmente con fragmentos de
ARN procaridtico (Serio et al., 2018, 2017). Estos antibioticos se unen al sitio
A que es un sitio de reconocimiento de aminoacil-tRNA en el 16S del rRNA de
la subunidad 30S, esta union provoca la inhibicion de la sintesis de
polipéptidos y conlleva a la muerte celular (Doi et al., 2016). Los tratamientos
con los antibiéticos aminoglucésidos tienen alta afinidad por algunos sitios en
el rRNA, lo cual permite que se forme una encuadernacion que depende de la
complejidad estructural de ambos. Especificamente, la gentamicina y la
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kanamicina se une al sitio A del rARN 16S en la bacteria E. coli y con ello se
brinda una proteccién en las bases A1408 y G1494 de manera muy similar en
el sitio A del rRNA. Se sabe que las bases A1408, A1492, A1493 y G1494 en
el sitio A del rRNA, son las encargadas de interactuar con el tRNA, al estar
unidos los aminoglucésidos al sitio A en la region encargada de reconocer el
coddn y el anticodon, provoca la interferencia con el reconocimiento del tRNA
que tiene afinidad por el rRNA durante la traduccién y dan como resultado
interacciones codon-anticodon erraticas (Kotra et al., 2000; Moazed and

Noller, 1987).

La resistencia que presentan los microorganismos a los
aminoglucosidos, se debe principalmente a mutaciones y alteraciones
enzimaticas en la diana del ribosoma, lo que provoca la salida del antibidtico
fuera de la célula o la modificacién del mismo alterando su funcion (Serio et
al., 2017). Se sabe que la modificacién de la diana a través de mutaciones es
uno de los principales mecanismos de RAM para muchos antibiéticos. Sin
embargo, para el caso de los aminoglucésidos es poco probable que se dé por
mutaciones en los genes relacionados a los componentes estructurales del
ribosoma, debido a que la mayoria de los microorganismos presentan
multiples copias de los genes que codifican el rRNA por lo que la probabilidad
de que las multiples copias adquieran la mutacién requerida para generar
resistencia es poco probable (Serio et al., 2017). Se ha reportado el caso de
los géneros de microorganismos Mycobacterium y Borrelia los cuales tienen
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una sola copia de estos genes, por lo que la RAM a los aminoglucésidos
provocada por mutaciones ribosomicas, es relevante para estos
microorganismos (Bercovier et al., 1986; Schwartz et al., 1992; Serio et al.,
2018). En el caso de la bacteria M. tuberculosis se ha reportado que los genes
que confieren resistencia a la estreptomicina, se debe a mutaciones que
codifican los componentes del rARN 16S y a la proteina S12 especialmente el
gen rpsL, lo que afecta la unién de la estreptomicina al verse alterada el rRNA
16S (Prammananan et al., 1998; Serio et al., 2017). Existen dos mecanismos
principales que confieren resistencia de estos antibiéticos a microorganismos
de interés clinico; las enzimas modificadoras de los aminoglucésidos (AME) y
las enzimas metiltransferasa ribosomicas RMTasas (Bottger and Crich, 2020).
Las enzimas AME son modificadoras que sustituyen los grupos hidroxi o amino
especificos en el compuesto y se encuentran tres familias diferentes; la familia
aminoglucosido acetiltransferasas (AAC), las enzimas aminoglucdésido
fosfotransferasas (APH) y la aminoglucdésido nucleotidil transferasas (ANT).
Para el caso de las RMTasas que modifican la unién del antibiético mediante
la metilacion, especificamente en el sitio N7 de la base G1405, se han
reportado diversas enzimas que presentan la misma modificacion sobre todo
en especies Gram negativas tales como: RmtA, RmtB, RmtG, RmtH, RmtC,
RmtD, RmtE, RmtF, y ArmA, respectivamente (Bottger and Crich, 2020). En el
caso de la bacteria E. coli, se ha identificado la enzima NpmA, (RMTasa), esta

enzima confiere resistencia de amplio espectro para los aminoglucésidos

38



neomicina y apramicina, gentamicina, tobramicina y amikacina por lo que es
una enzima de gran importancia en la multirresistencia de esta bacteria (Doi et

al., 2016).

Los aminoglucésidos suelen utilizarse contra infecciones provocadas por
los MRD resistentes a los carbapenémicos como la tigeciclina, la gentamicina
y la colistina, siendo la tigeciclina la que ha demostrado mayor actividad contra
los MRD, ya que tiene una alta afinidad a hacia los ribosomas bacterianos y el
antibiético no se ve afectado por los mecanismos comunes de resistencia que
tienen las bacterias hacia las tetraciclinas (Ni et al., 2016). No obstante,
diversos estudios demostraron variacion en la respuesta que presentaron los
microrganismos con el uso de la tigeciclina ya que se ha requerido de dosis
altas, asi como el uso de terapias combinadas con los carbapenémicos para
el tratamiento de las infecciones por MRD. Sin embargo, no esta claro si la
terapia combinada o el uso de dosis mas altas es mas efectivo para
contrarrestar el problema de RAM y la MRD, aunque se demostré que esta
combinacion potencia la respuesta de los carbapenémicos (Bedenic et al.,
2018; Cayci et al., 2021; Li et al., 2021; Ni et al., 2016). Sin embargo, ya se
han reportado diversos genes que confieren resistencia a la tigeciclina, se
encontré la presencia de mutaciones en los genes TetA, TetM y TetX que
pueden causar resistencia a este antibiotico en la bacteria E. coli, y se predice
que el gen TetX es un gen de relevancia para la resistencia a la tigeciclina en
MDR. Por otro lado se han relacionado las mutaciones del gen TeA, en la
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diseminacion de la RAM en miembros de la familia Enterobacteriaceae (Chiu

etal., 2017; Du et al., 2018).

La gentamicina se caracteriza por ser eficaz contra bacterias resistentes
a diversos antibioticos, debido a su efecto bactericida contra bacterias Gram
negativas y positivas, suele distribuirse sin cambios en el espacio extracelular
antes de su excrecion via renal. Sin embargo, su uso suele estar limitado por
los efectos adversos graves que se desencadenan en ototoxicidad y
nefrotoxicidad en los humanos, a pesar de ello, la gentamicina ha tomado gran
relevancia para las terapias combinadas, sobre todo con antibidticos

carbapenémicos (Hayward et al., 2018; Terbtothakun et al., 2021).

Importancia de la secuenciacion gendmica en el entendimiento de

la evolucion de la RAM.

Los avances tecnologicos en las técnicas de secuenciacion de alto
rendimiento, como la secuenciacion del genoma completo (SGC). Han
propiciado que se convierta en una de las principales herramientas para

entender y mejorar la problematica que presenta la RAM (Koser et al., 2014;
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Van Camp et al., 2020). Es por ello que en la actualidad los usos y aplicaciones
que se le pueden atribuir, abarcan diferentes areas, las cuales han fomentado
el desarrollo de nuevos antibidticos, pruebas diagndéstico, asi como la
elucidacion de los factores que contribuyen en la aparicion de la RAM en
microorganismos de interés clinico (Kdser et al., 2014; Van Camp et al., 2020).
Por otro lado, también se han utilizado para estudiar la evolucion de la
resistencia en diferentes condiciones y esto ha permitido obtener avances en

la comprension de esta problematica (Palmer and Kishony, 2013).

Un estudio realizado con cepas de M. tuberculosis, en donde se
secuencido genoma completo y caracterizé bioquimicamente a las bacterias
que presentaban diferencias en la aparicion de la RAM, al antibiético
etambutol en diferentes concentraciones, determind la aparicion de
mutaciones en los genes Rv3806c, Rv3792, embB y embC, asi como la
presencia de un nuevo mecanismo asociado a una mutacion sindénima en el
gen Rv3792, también se pudo observar que la resistencia para este antibiético
surge a partir de un proceso gradual que se determina por la diferentes
concentraciones a las cuales la bacteria esta expuesta (Safi et al., 2013). Por
otro lado, la identificacion de los mecanismos de resistencia mediante la SGC,
tiene importantes aportaciones en el disefio de ensayos clinicos, ya que la
determinacién de la RAM con base en la MIC, suelen dar como resultado
concentraciones minimas a comparacion de las MIC que presentan las cepas
bacterianas tipo silvestres, por o que se ha mejorado la dosificacion en los
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tratamientos para intentar disminuir este fenémeno (Mdller et al., 2013). Otra
aportacion de la SGC, es el descubrimiento de la resistencia cruzada que
influye en la eleccion de los antibidticos que se incluyen para el tratamiento de
la RAM y la MDR (Mdller et al., 2013). No obstante, la SGC también puede
aportar informacion en un contexto evolutivo que se apoya con el
descubrimiento de los genes involucrados en la adaptacion a determinados

antibiéticos (Baym et al., 2016).

A pesar de los grandes avances que se han logrado en la mejora de esta
tecnologia en términos de costo y procesamiento de muestras, es necesario
el desarrollo de plataformas adecuadas que utilicen técnicas estructurales y
de analisis, que contenga grandes bases de datos biolégicos obtenidos
mediante SGC, para la determinacion de nuevas predicciones o0 nuevas
aportaciones en el area de la biologia, especificamente para poder
comprender y aplicar toda la informacion que el uso de esta tecnologia nos
esta brindando, en el desarrollo y propagaciéon de la RAM (Hendriksen et al.,
2019; Saeb et al., 2017). Como en el caso de aquellas relacionadas con la

identificacion de ARGs en cepas de interés clinico (Papp and Solymosi, 2022).
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CAPITULO 3

3. Aportacion cientifica, hipétesis y objetivos

Aportacion cientifica

El desarrollo y la propagacion de la resistencia a los antibioticos en las
comunidades bacterianas, representa un excelente modelo para probar el
potencial de los principios evolutivos, genotipicos y fenotipicos en escalas de
tiempo cortas. La mayoria de los estudios que se han realizado sobre todo en
terapias combinadas, dejan afuera la parte evolutiva que conlleva a la
adquisicién de la RAM y la MDR por ello, la capacidad de entender su
aparicion esta incompleta, al menos que se integre el conocimiento de las
fuerzas evolutivas que actuan sobre los procesos de diversificacion genética y
adaptacién, para poder proponer terapias mas eficientes y contrarrestar la
aparicion de patdgenos de interés clinico a nivel mundial, sobre todo en los
trabajos realizados con las terapias combinadas debido a la eficacia que han
demostrado para combatir a los microrganismos patdgenos resistentes y

multirresistentes.

Hipoétesis

La metodologia de la placa MEGA-plate permitira identificar vy

caracterizar las trayectorias genéticas y fenotipicas de los mecanismos
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evolutivos que la bacteria E. coli desarrolla para resistir a los antibidticos

meropenem y gentamicina, tanto en combinacion como por separado.

Objetivo

Elucidar la trayectoria genética y fenotipica de los mecanismos evolutivos
que generan la resistencia en la bacteria E. coli a los antibiéticos meropenem

y gentamicina, tanto en combinacion como separados.

Objetivos particulares

1. Disefar y estandarizar la placa MEGA-plate para determinar la
adaptacion de E. coli a los antibidticos meropenem y gentamicina por
separado y en combinacion.

2. Secuenciacién de las colonias de E. coli obtenidas de la MEGA-plate
con los antibiéticos meropenem y gentamicina.

3. Evaluar la trayectoria genética de la bacteria E. coli en la placa MEGA-
plate con los antibiéticos meropenem y gentamicina.

4. Comparar los mecanismos de resistencia desarrollados por la
bacteria E. coli con otros mecanismos reportados en la literatura, dentro

de un contexto evolutivo.
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CAPITULO 4

4. Materiales y métodos

Cepa y condiciones microbianas (overnight)

Las cepa bacteriana utilizada fue E. coli ATCC (# de catalogo 11229)
cultivada en medio Luria-Bertani (LB;Difco). Para realizar el overnight, se
cultivd 5 ml de medio de cultivo LB con 200 ul de la bacteria E. coli (37°C a
150 rpm) durante toda la noche, posteriormente se realizdé un resembrado en
las mismas condiciones hasta que la bacteria alcanzé una densidad optica

(DO) de 0.2 + 0.02 para su posterior uso.

Determinacién de la Concentracion minima inhibitoria (MIC)

Las MIC’s se desarrollaron con base en la metodologia de Garza-
Cervantes et al. (2020). En placas de 96 pozos Costar (Corning). El stock de
antibiéticos meropenem y gentamicina (Laboratorios Quimica SON’S. Puebla,
México y laboratorio AMSA, México), se preparé siguiendo las
recomendaciones del proveedor. De estas soluciones, se agrego el volumen
necesario para lograr las concentraciones de 1 pug/ml del antibidtico
meropenem y 32 ug/ml del antibidtico gentamicina respectivamente, dentro de
un volumen final de 200 pL. A continuacion, se realizaron diluciones en serie

tomando 100 uL de cada pocillo siguiente con 100 yL de medio de cultivo y
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desechando los ultimos 100 pL. Asi, las concentraciones probadas fueron de
1 a 0.0625 ppm para el antibiético meropenem y de 16 a 0.5 ppm de

gentamicina.

Para inocular con la bacteria cada pocillo de la placa con tratamiento, se
utilizé un cultivo de una noche (Overnight, cultivo de 20 h incubado a 37 °C-
150 rpm) de la cepa (E. coli ATCC 11229) y se incubd hasta alcanzar una
densidad optica critica a 600 nm (DO 600) de 0.2 + 0.02; ajustandolo con
medio fresco si era necesario para alcanzar la concentracion celular necesaria.
Se alcanzo un rango de concentracion de 10-7-10-8 células/ml, respaldado por
observaciones de recuento de placas medidas por el método de dilucion en
serie determinadas por Garza-Cervantes et al. (2020). A partir de esto, se hizo
una dilucién 1:100 con medio fresco en un tubo de 15 ml, y luego se agregaron
100 uL de esta dilucion a cada pozo de prueba para lograr una concentracion
final de 10-° células/ml, posteriormente se incubaron a 37°C-150 rpm. Después
de 24 h de incubacion en estas condiciones, se midieron las densidades
Opticas (OD) de los in6culos de control y tratados. La determinacion de MIC
fue el valor en el que no se observé un crecimiento significativo (OD 600 <
0.05). Todas las pruebas y sus respectivas muestras de control se realizaron

en réplicas de tres
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Determinaciéon de la MIC para tratamientos combinatorios de los

antibiéticos gentamicina y meropenem

El ensayo de tablero de ajedrez (Montelongo-Peralta et al., 2019), se realizé
en placas de 96 pozos Costar (Corning). El stock de antibiéticos meropenem
y gentamicina (Laboratorios Quimica SON’S. Puebla, México y laboratorio
AMSA, México), se preparé siguiendo las recomendaciones del proveedor. Las
fracciones de la MIC (0, 0,5, 0,25 y 0,125) del antibiético gentamicina se
colocaron en el eje horizontal y las fracciones (0, 0,5, 0,25 y 0,125) del
antibiético meropenem se colocaron en el eje vertical de la placa. Las
concentraciones de ambos antibidticos fueron de 8x respecto a la MIC

obtenidas por separado (8 y 0.125 ug/ml).

Para el cultivo de la bacteria E. coli ATCC (# de catalogo 11229) se realizo la
técnica de overnight descrita anteriormente. Las fracciones de MIC de 0.5,
0.25 y 0.125 de cada antibidtico se combinaron para lograr un volumen final
de 200 pL incluido el indculo bacteriano. Se realizé dilucion de las
combinaciones (2 veces) transfiriendo 100 yL a la dilucién siguiente, se
descartd los ultimos 100 uL de la linea 3. La placa se incub6 37 °C durante 24
horas. Se midi6 la densidad 6ptica (DO) del control y de los indculos tratados
para poder determinar la MIC combinatoria. Todas las pruebas y sus

respectivas muestras de control se realizaron en réplicas de tres.
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Disefo de la placa de acrilico MEGA-plate de 40 x 54 cm

El disefio de la MEGA-plate se realizé con el software AutoCAD 2023

(https://www.autodesk.com/) bajo la licencia estudiantil, siguiendo la

metodologia establecida por Baym et al. (2016) con algunas modificaciones

(ver figura 1).

e Para la base y la tapa se requiere una lamina de acrilico de 44 cm x 60
cm x 0.6 cm.

e Para las paredes de la placa, se requiere de 2 tiras de 40 cm x 5 cm X
0.6cmy 2tirasde 58 cm x 5 cm x 0.6 cm

o Para las 5 separaciones intermedias, se requiere de 4 tiras de 40 cm X
2.5 cm x 0.6 cm. La separacion de las 5 bandas tendra un ancho de 10

cm que se extenderan a lo largo de la placa.

La placa se pego con dicloramentano y se sellé con adhesivo de silicona

para evitar derrames.

.25 mm |

Figura 1. Disefio de la placa Mega-plate con el software AutoCAD (version 2023).
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Estandarizacién

Para las pruebas de estandarizacion de los medios de cultivo y la
temperatura, se corrid una prueba piloto en un recipiente de plastico de 15x 27
cm de largo, y se realizo la misma metodologia que se describe a continuacion

ajustando los volumenes necesarios para el recipiente de plastico.

Esterilizacion de la placa MEGA-plate y medios de cultivo

Antes del vaciado de los medios, la placa se desinfecté con hipoclorito
diluido (5-10%) durante toda la noche. Se utilizaron 6 litros de medio LB con
doble ciclo de esterilizacion para reducir el riesgo de contaminacion y fueron
distribuidos en la placa en 3 capas (capa base, intermedia y superficial) con
diferentes porcentajes de agar bacterioldégico (BD Bioxon). Para la base se
utilizé 2 litros del medio LB con agar bacteriolégico al 2 % y se le agrego el
antibiético Kanamicina (Sigma-Aldrich) (30ug/ml) cuando el medio ya estuvo
atemperado. En el caso de la capa intermedia, se agreg6 2 litro de LB con agar
al 2% sin antibidtico. A la capa base e intermedia, se le agregé 4 ml de tinta
china (Stafford Azor) antes de la esterilizacion del medio con la finalidad de
crear un contraste y poder observar el crecimiento bacteriano. Posteriormente,
para la capa superficial se utilizé 2 litros de medio LB con agar al 0.28% para
crear un medio semisélido, y se le agrego el antibidtico a desafiar de acuerdo

con la MIC establecida para la cepa de E. coli ATCC (# de catalogo 11229).

49



Inoculacién de la bacteria E. coli

Se inoculé 300 ul la bacteria E. coli previamente activada en una de las

bandas de los extremos, y se incubd a 37°C durante un periodo de 9 a 22 dias.

Seleccion de fenotipos resistente

Se tomaron muestra de 6 puntos de las colonias resistentes de cada carril
de la capa superior y se resembraron en placas de medio LB con agar
bacteriologico y LB liquido, que contenian las mismas concentraciones de
antibidtico de las cuales fueron aisladas (0, 0.125, 1.25, 12.5y 125 ug/ml) para
el antibiético meropenem y para el antibioético gentamicina de (0, 4, 40, 400 y
4,000 ug/ml), en las muestras de gentamicina que corresponden a la
concentracion mas alta se tomo un total de 10 muestras. En el caso del cultivo
liquido, las muestras se inocularon en un tubo falcén de 15 ml con 10 ml de
medio LB a la concentracion de antibidtico correspondiente a cada carril por
triplicado a 37°-150 rpm hasta observar crecimiento, y las muestras de cultivo
soélido se incubaron a 37°C respectivamente. Para el caso de las muestras
solidas de la placa combinatoria se tomaron entre 8 y 16 muestras de cada

carril y se resembraron a las concentraciones correspondientes.
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Tincién de Gram

Se realizé el procedimiento de la tincion de Gram para observar los
fenotipos de las bacterias evolucionadas (Tripathi and Sapra, 2024). Con un
asa bacteriolégica, se tomé muestra de las bacterias obtenidas de la MEGA-
plate. La muestra se extendidé en un portaobjetos con una gota de agua
destilada estéril colocado previamente y se dejé secar. Una vez que seco se
fijé con fuego durante unos segundos y se procedié con la tinciéon con los

siguientes pasos:

e Se agrego el colorante primario cristal violeta durante 1 minuto
posteriormente se lavé con agua corriente.

e Se agreg6 Lugol durante 1 minuto, después se realizo el lavado

e Se agreg6 alcohol a 96% durante 15 segundos

e Se agrego el colorante secundario safranina durante 1 minuto.

e Se dejaron secar y se observaron en el microscopio.

Extraccién y secuenciacion del ADN

Para la extraccién de ADN, utilizamos el kit PureLink Genomic DNA Mini
Kit (60 preparaciones, Invitrogen) para obtener ADN gendmico de ocho
aislados resistentes al antibiético meropenem y 10 aislados resistentes al
antibiético gentamicina. Las muestras de ADN extraidas se enviaron a la

empresa Secoya Labs en el Parque de Investigacion e Innovacién Tecnoldgica
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(PIIT) en Nuevo Ledn, México para la secuenciacion por el método de
nanoporos, de acuerdo con el protocolo descrito por Wang et al. (2021).
Secoya Labs se especializa en secuenciaciéon de ADN de alta calidad y cuenta
con instalaciones de ultima generacion que utilizan la tecnologia mas
avanzada para garantizar resultados precisos y eficientes. La calidad de las
muestras de ADN secuenciadas se evalué en funcién de los puntajes de
calidad y la precision de las lecturas. Para asegurar la precision de los datos
de secuenciacion, es importante evaluar cuidadosamente la calidad de las

muestras de ADN antes de proceder con analisis adicionales.

Procesamiento de las secuencias y analisis bioinformaticos

Se realiz6 el analisis da puntuacion de calidad Phred y puntuaciones de
calidad y precisién de lectura (“Quality Scores And Read Accuracy,” 2021) de
8 genomas completos para el antibiotico meropenem y 10 genomas completos
para el antibiético gentamicina. El formato fasta de los 18 genomas fueron
sometidos a evaluacion en la base de datos The Comprehensive Antibiotic

Resistance Database CARD, 2024 ( https://card.mcmaster.ca/) (McArthur et

al., 2013). Se realizé un analisis exhaustivo para detectar la presencia de los
genes de resistencia (ARGs). Los criterios de seleccionados fueron en
términos estrictos y perfectos. Se cargaron los archivos por separados en la
plataforma RGI (Resistance Gene ldentifier), para poder tener la interaccién

entre las diferentes muestras de los genomas de E. coli. Se construyd un
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mapa de calor y una red de asociacion utilizando el programa R Core Team
(2024) (“R: The R Project for Statistical Computing,” n.d.). Los genes de
resistencia que se obtuvieron fueron analizados en el programa Cytoscape
3.10.2 (Otasek et al., 2019) y se utilizé la aplicaciones ClueGo (Bindea et al.,
2009) para determinar las funciones biolégicas a las cuales, los ARGs estaban

relacionados.

Determinacion de las matrices de presencia y ausencia de los ARGs

del desafio con meropenem y gentamicina

El indice de similitud de Jaccard (Jaccard, 1901) se utilizé6 para evaluar la
similitud por pares de la presencia o ausencia de genes en diferentes carriles,
correspondientes a diversas concentraciones del antibidtico gentamicina. En
este indice, la proporcién de la interseccion a la unidn de genes entre dos
condiciones cualesquiera cuantifica la proporcion de genes compartidos en
relacion con el numero total de genes observados en los carriles. El indice de
Jaccard se calculo para cada par de carriles que representan concentraciones
distintas de gentamicina para determinar la superposicion en la presencia de
genes. Un valor de 1 indicaba que los mismos genes estaban presentes en
ambas condiciones, mientras que 0 denotaba que no habia genes compartidos
entre las dos concentraciones. Este analisis nos permitio comparar los perfiles
genéticos en diferentes tratamientos con gentamicina y visualizar el grado de

similitud o divergencia en los patrones de presencia de genes. Los resultados
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se presentan como una matriz de similitud, una herramienta integral que
identifica posibles grupos de genes que responden de manera similar a los
antibioticos. El calculo del indice de Jaccard se realizd para todas las
combinaciones posibles por pares de concentraciones de gentamicina,
resultando en una matriz de similitud integral. Esta matriz proporciona
informacion sobre los efectos dependientes de la dosis de gentamicina en los

patrones de ausencia/presencia de genes.

Ademas, se aplicd un agrupamiento jerarquico a la matriz de similitud para
identificar concentraciones grupales con perfiles genéticos similares,
revelando potencialmente efectos umbral o respuestas no lineales a los
antibioticos. La matriz de similitud generé una matriz de adyacencia con un
valor umbral de 0.65. Los valores por debajo del umbral se establecieron en 0,
mientras que los valores por encima del umbral se establecieron en 1. Este
proceso produce una matriz binaria que facilita la representacion de datos
como una red. En esta red, cada nodo correspondia a un carril (indicando una
concentracion especifica de gentamicina), y la conexion entre nodos indicaba
una similitud en los perfiles de presencia de genes que superaba el umbral.
Esta estructura de red permite una comparacion cuantitativa de la similitud
genética entre condiciones y proporciona una representacion visualmente
atractiva, destacando asi grupos de carriles con perfiles genéticos
compartidos. Este enfoque basado en redes permitid la identificacion de
patrones y relaciones clave dentro de los datos de presencia de genes en

54



diferentes concentraciones de gentamicina. Al visualizar los datos, podemos
detectar tendencias, valores atipicos y posibles efectos dependientes de la
dosis en la expresion génica. Ademas, este método de representacion de
datos puede ser particularmente util para identificar grupos de genes que se
comportan de manera similar bajo diferentes concentraciones de antibidticos,
revelando potencialmente informacién sobre los mecanismos regulatorios

compartidos o las relaciones funcionales.

En nuestro analisis del conjunto de datos de meropenem, empleamos un
enfoque similar para construir una red. Inicialmente, utilizamos el indice de
similitud de Jaccard (Jaccard, 1901) para evaluar la similitud de pares de
genes en varias concentraciones de meropenem. Similar al analisis de
gentamicina, primero generamos una matriz de similitud y luego aplicamos un
valor umbral para convertirla en una matriz de adyacencia binaria. Para este
analisis, utilizamos un valor umbral consistente de 0.65 para transformar las
puntuaciones de similitud en datos binarios, estableciendo las puntuaciones

por debajo del umbral en 0 y por encima del umbral en 1.

El analisis involucrd la visualizacion, comparacion e interpretacion de la
presencia o ausencia de genes en diferentes antibiéticos como gentamicina,
meropenem y florfenicol. Se creé un mapa de calor utilizando genes
codificados por colores (azul para ausencia y rojo para presencia) para

representar visualmente la presencia de genes en los antibidticos.
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Posteriormente, se generd un mapa de calor mas detallado utilizando la
biblioteca pheatmap para agrupar tanto las filas (genes) como las columnas
(antibidticos) y observar patrones de similitud genética en los tratamientos
(“pheatmap function in R,” 2021). Luego se utilizdé un grafico de barras para
ilustrar el numero total de genes presentes para cada antibidtico, seguido de
un grafico de barras apiladas para representar la proporcion de genes
presentes o0 ausentes para cada antibiético. Se aplicaron escalas de colores
personalizadas para diferenciar entre presencia y ausencia en los mapas de

calor y graficos de barras.

Por ultimo, se generé un mapa de calor integral con nombres de filas (muestras
de genes), agrupando filas y columnas para dilucidar patrones de presencia y
ausencia de genes (“El paquete ggplot2,” n.d.). Esta visualizacion fue crucial
para proporcionar informacion sobre qué antibidticos exhiben perfiles
genéticos similares, observando las relaciones entre la presencia de genes y

los tratamientos con antibiéticos.
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CAPITULO 5

5. Resultados

Estandarizaciéon de placa MEGA-plate

Se logré la determinacion de la de las caracteristicas del vaciado del
medio LB y los tiempos de secado para lograr la formacion de las 3 capas
necesarias, asi como el contraste de color negro con el uso de la tinta china y
la determinacion de los diferentes linajes que se suelen dar en estas
condiciones, similares a las obtenidas por Baym et al. (2016), en refractarios

de 15x27 cm (ver figura 2).

Figura 2. En a) y b) se puede observar los linajes que formaron de la bacteria E. coli,
al ir creciendo en el medio LB, c) estratificacion de las 3 capas de medio en el
refractario.
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MIC de los antibidéticos meropenem y gentamicina

Se determind la MIC del antibiético meropenem en 0.125 ug/ml y para la
gentamicina en 4 ug/ml. En el caso de la MIC combinatoria, se establecio una
concentracion de 0.015625 ug/ml para el meropenem y de 1 ug/ml para la
gentamicina. El incremento en la concentracion de cada carril fue en 10x

respecto a la MIC establecida.

Crecimiento de la MEGA-plate para el antibiético meropenem

La placa que corresponde al antibiotico meropenem se dejé por un
periodo de 9 dias en incubacion a 37°C, hasta que creciera al carril con mayor
concentracion del antibidtico (125 pg/ml). No se logré obtener evidencia
fotografica de los linajes en los diferentes carriles en escala de tiempo, debido
al sellado y a la condensacion que se forma en la superficie, Unicamente se
obtuvieron fotografias al término del crecimiento en el ultimo carril cuando se

destapo para la colectar las muestras (ver figura 3).
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Figura 3. Placa de meropenem con las diferentes concentraciones del antibiético
meropenem.

Colecta de cepas evolucionadas

Se colectaron 6 muestras al azar a lo largo de cada carril, como se puede
observar en la figura 4. Esto con la finalidad de obtener diferentes cepas

evolucionadas, abarcando la mayor parte del carril muestreado.
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Figura 4. Placa de meropenem con los puntos de muestra marcados que se
tomaron.

Las muestras colectadas se inocularon en medio LB sdlido y liquido con
las respectivas concentraciones del antibiético. Se logré obtener 6 muestras
de los carriles 1 al 4 (0, 0.125, 1.25, 12.5ug/ml). Para el carril 5 (125 ug/ml)

unicamente se logro el crecimiento de 4 cepas (ver figura 5).
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Figura 5. Crecimiento de la bacteria E. coli en medio LB liquido y sélido a las
diferentes concentraciones que se probaron.

Fenotipo de las cepas resistentes al antibiético meropenem

Las cepas mostraron diferencias en el fenotipo y en los tiempos de
crecimiento en placa, que va de crecimiento rapido a crecimiento lento, con la
coloracion y consistencia tipica de la bacteria E. coli. Sin embargo, para las
concentraciones mas altas (12.5 y 125 ug/ml) se dejaron incubando por un
periodo de 2 a 4 dias y presentaron la caracteristica de ser colonias pequefias

y escasas a lo largo de la placa de Petri (ver figuras 6, 7 y 8).
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Figura 6. a) Crecimiento de la bacteria E. coli del carril 1 sin antibidtico, b)
crecimiento de la bacteria E. coli del carril 2 con 0.125 pg/ml del antibidtico
meropenem.

Figura 7. a) Crecimiento de la bacteria E. coli del carril 3 con 1.25 pg/ml del
antibiético, b) crecimiento de la bacteria E. coli del carril 4 con 12.5 pg/ml del
antibiotico meropenem.

62



Figura 8. Crecimiento de la bacteria E. coli del carril 5 con 125 pg/ml del antibiético
meropenem.

Los resultados de la morfologia observada mediante la tincion de Gram,
mostraron morfologias atipicas en comparacion con la morfologia de baston
que presenta la bacteria E. coli en condiciones normales. En las muestras M1
se encontré la morfologia de baston, no obstante, en muestras tomadas
pegadas al carril 2 empez6 a mostrar morfologia de bastén alargado. En el
caso de las muestras M2, encontramos morfologia de bastéon alargada y
filamentosa, mientras que las cepas que corresponden al carril M3 perdieron
la morfologia filamentosa y presentaron morfologia ovalada de menor tamafo

que en las muestras M2. Las muestras que corresponden al carril M4 también
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presentaron cambios en la morfologia con menor tamafo que las muestras M3
y tendiendo a una morfologia circular. La morfologia circular la presentaron las
cepas del ultimo carril que tenia la mayor concentracion de antibidtico (125

pg/ml) (ver figuras 9-11).

Figura 9. Tincién de Gram de las muestras obtenidas del carril 1 sin antibiotico y E.
coli control. MER=meropenem, C1 corresponde al carril 1 sin antibiético M= N° de
muestra del mismo carril.
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Figura 10.Tincion de Gram de las muestras obtenidas del carril 2. MER=meropenem,
C2 corresponde al carril 2 y M= N° de muestra del mismo carril.

Figura 11. Tincion de Gram de las muestras obtenidas de los carriles 3, 4 y 5.
MER=meropenem, C3, C5y C5 corresponden a los carriles 3,4 y 5, M= N° de muestra
del mismo carril.
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Crecimiento de la MEGA-plate para el antibiético gentamicina

La placa que corresponde al antibiético gentamicina se dejé crecer por
un periodo de 13 dias en incubacién a 37°C, hasta que creciera al carril con
mayor concentracion del antibiético (4,000 pg/ml). No se logré obtener
evidencia fotografica de los linajes en los diferentes carriles en escala de
tiempo, debido al sellado y a la condensacién que se forma en la superficie,
unicamente se obtuvieron fotografias al término del crecimiento en el ultimo

carril cuando se destapo6 para la colectar las muestras (ver figura 12 y 13).

Figura 12. Crecimiento de la bacteria E. coli después de 13 dias de exposicion al
antibidtico gentamicina.
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Figura 13. Placa de gentamicina con los puntos de muestra que se tomaron.

Fenotipo de las cepas resistentes al antibiético gentamicina

Las cepas mostraron diferencias en el fenotipo del cultivo en placa
unicamente en las muestras del carril 5 que contenia la mayor concentracion
del antibiético, aunque no mostraron diferencias en el tiempo de cultivo como
en el caso de la placa de meropenem, las colonias fueron de menor tamano

en comparacion con los demas carriles (ver figuras 14, 15y 16).
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Figura 14. a) Crecimiento de la bacteria E. coli del carril 1 sin antibiético, b)
crecimiento de la bacteria E. coli del carril 2 con 4 ug/ml de antibiotico.

Figura 15. a) Crecimiento de la bacteria E. coli del carril 3 con 40 ug/ml, b)
crecimiento de la bacteria E. coli del carril 4 con 400 pg/ml del antibiético gentamicina.
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Figura 16. Crecimiento de la bacteria E. coli del carril 5 con 4,000 pg/ml del
antibiético gentamicina.

No se encontraron diferencias morfologicas tan marcadas como en el
desafio con el antibiético meropenem. No obstante, las bacterias presentaron
morfologia de bacilos alargados en los carriles 1 y 2. A partir del carril 3, se

encontraron bacterias con morfologia filamentosa (ver figuras 17 y 18).
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Figura 17. Tincion de Gram de las muestras obtenidas de los carriles 1, 2 y 3.
GEN=gentamicina, C= N° de carril, M= N° de muestra del mismo carril.
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Figura 18. Tincion de Gram de las muestras obtenidas de los carriles 3 y 5.
GEN=gentamicina, C= N° de carril, M= N° de muestra del mismo carril.

71



Crecimiento de la MEGA-plate para la combinacién de los

antibiéticos meropenem y gentamicina

La placa combinada con los antibiéticos gentamicina y meropenem se
incubod durante 22 dias. Durante este periodo, no se observd evolucion que
permitiera el paso a los carriles 4 y 5 (ver figura 18). Se observo un crecimiento
lento en la transicion del carril 2 al 3. La bacteria tardé6 mas de 10 dias en

colonizar el carril y no logré invadirlo por completo.

1.15625

Figura 19. Crecimiento de la bacteria E. coli después de 22 dias de exposicion a los
antibiodticos meropenem y gentamicina en combinacion.
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6. Fenotipo de las cepas resistentes a los antibiéticos en combinacién

Se obtuvieron 9 cepas del carril 1 sin antibiético, las cuales mostraron
diferencias fenotipicas, como se observa en la figura 19. Se encontré variacion

en el tamafo de las colonias; sin embargo, no hubo diferencias en el tiempo

de crecimiento.

Figura 20. Crecimiento de la bacteria E. coli del carril 1 sin antibidtico.
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En el carril 2 se logro aislar 8 cepas las cuales presentan colonias de
menor tamano que las que se obtuvieron en el carril 1 (ver figura 20). En el
caso de las cepas del carril 3, se intentd aislar 16 cepas; no obstante, solo

crecieron 8, mostrando morfologias no definidas y muy pocas colonias (ver

figura 21). El periodo de crecimiento para estas bacterias fue de 5 dias.

Figura 21. Crecimiento de la bacteria E. coli del carril 2 con el antibiético meropenem
y gentamicina en combinacion.
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Figura 22. Crecimiento de la bacteria E. coli del carril 3 con el antibiético meropenem
y gentamicina en combinacion.

Se encontraron bacterias con morfologia filamentosa en el carril 1. No
todas las bacterias presentaron este fenotipo, como en el caso de las cepas
aisladas durante el desafio con el antibiético meropenem (ver figuras 22, 23 y

24).
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Figura 23. Crecimiento de la bacteria E. coli del carril 1 sin antibidtico. C1= N° de
carril, M= N° de muestra.

Figura 24. Crecimiento de la bacteria E. coli del carril 1 sin antibiético. C1= N° de
carril, M= N° de muestra.
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Figura 25. Crecimiento de la bacteria E. coli del carril 1 sin antibiético. C1= N° de
carril, M= N° de muestra.

Las cepas correspondientes al carril 2 no presentaron la morfologia
filamentosa observada en el carril 1, y algunas muestras mostraron morfologia
circular. Todas las cepas del carril 3 tienen morfologia circular y algunas

presentan bacilos alargados (ver figuras 25, 26 y 27).
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Figura 26. Crecimiento de la bacteria E. coli del carril 2 con antibiético. C2= N° de
carril, M= N° de muestra.

Figura 27. Crecimiento de la bacteria E. coli del carril 3 con antibiético. C3= N° de
carril, M= N° de muestra.
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Figura 28. Crecimiento de la bacteria E. coli del carril 3 con antibiético. C3= N° de
carril, M= N° de muestra.
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Analisis bioinformaticos de la MEGA-plate con el desafio de los

antibiéticos meropenem y gentamicina.

Se construyod la base de datos de los 8 y 10 genomas de las muestras
obtenidas de la placa del antibidtico meropenem y gentamicina de los 5 carriles
con las concentraciones (0x, 1x, 10x, 100x, 1000x) respecto a la MIC obtenida,
con un total de 325 ARG para el caso del antibiético meropenem siendo 57
genes unicos que confieren resistencia a 20 antibiéticos diferentes incluidos
los antibioticos penam, penem y carbapenémicos especificamente los genes;
acrB, AcrE, AcrS, CPR, E. coli acrA, el gen E. coli AcrAB-TolC with AcrR y
MarR mutation, E. coli ampC beta-lactamase, E. coli soxR, E. coli soxS, evgA,
evgS, gadX, Haemophilus influenzae PBP3, H-NS, marA, mdtE, mdtF y Tolc.
También se encontraron ARGs desinfectantes y antisépticos (ver anexo |). En
el caso de los genomas de las muestras obtenidas de la placa con el antibiético
gentamicina encontramos 378 ARGs con 37 genes unicos, mostrando también
ARGs para 20 antibiéticos diferentes incluidos los ARGs baeR, baeS, K.
pneumoniae KpnE, K. pneumoniae KpnF que confieren resistencia a los
aminoglucosidos, asi como ARGs para antisépticos y desinfectantes (ver
anexo |). Todos los ARGs encontrados para ambos antibiéticos cumplen con

los criterios estrictos determinadas en la base de datos CARD.

En el caso de las 8 muestras de meropenem; las muestras, M2, M4,

M6, y M7 comparten la mayoria de los ARGs mientras que las muestras M1,
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M3, M5 y M8 se encuentran separadas como se puede observar en el mapa
de calor y en la red de asociacion que corresponde a los ARGs que comparten
las muestras entre si (ver figura 18 y 19). Los genes AcrS, eptA, E. coli emerE,
evgA, H-NS y VanG, se encontraron presentes en todas las muestras. Los
genes EC-13, y leuO se encontraron en la muestra M1 y el gen E. coli UHPT
se encontrd solo en la muestra M8. Los demas genes se comparten entre

todas las muestras.
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Figura 29. Mapa de calor de las 8 muestras obtenidas con el antibiético meropenem.
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Figura 30. Red de asociacién de las 8 muestras de meropenem M= Numero de
muestra.

El mecanismo de resistencia detectado en las muestras de meropenem
fue el sistema de bombas de eflujo principalmente, alteracion de la diana de
los antibidticos e inactivacion de antibioticos. En el caso de las bombas de
eflujo se encontro la presencia de las familias: el transportador de casete de
unién a ATP (ABC), la superfamilia de facilitadores mayores (MFS), la pequefia
resistencia a multiples farmacos (SMR) y las familias de divisién de nodulacion
de resistencia (RND). No se encontré la presencia de la familia de la extrusion
de multiples farmacos y compuestos téxicos (MATE). Los genes acrB, acrD,

AcrE, AcrF, AcrS, adeF, baeR, cpxA, CRP, E. coli acrA, E. coli AcrAB-TolC
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with AcrR mutations, E. coli AcrAB-TolC with MarR, gadx, marA, mdtA, mdtB,
mdtC, mdtE, mdtF ans rsmA presentan el mecanismo de resistencia mediado
por la bomba de eflujo RND. Mientras que los genes E. coli soxR, soxS with
mutation and TolC, estan relacionados con la presencia de las familias de las
bombas de eflujo ABC, MFS y RND. Por otro lado, los genes emrA, emrB,
emrK, emrR, E. coli mdfA, mdtG, mdtH, mdtN, mdtO, mdtP y leuO pertenecen
al mecanismo de la bomba de eflujo MFS y los genes E. coli emrE, K.

peneumoniae kpnF y qacJ corresponden a la familia SMR.

Los genes ArnT, bacA, eptA, E. coli EF-TU, E. coli UhpT y VanG estan
relacionados con el mecanismo de la alteracion de la diana de los antibioticos.
Los genes EC-13y E. coli ampc beta-lactamase presentaron el mecanismo de
inactivacion del antibiotico. También encontramos la presencia del gen kdpE
cuyo mecanismo de accion es el sistema de dos componentes KdpDE, este
gen se encontrd presente en todas las muestras a excepcion de la muestra

M8.

En el caso de las muestras cuyo desafio fue con el antibiético
gentamicina, las muestras M1, M2 y M6 son iguales en términos de los ARGs
que comparten, asi mismo las muestras M9 y M10, las muestras M3, M4, M5,
M7 y M8 mantienen una correlacion alta con las demas, esto se puede
corroborar con la red de asociacion y el mapa de calos de los ARGs presentes

en la cual, todas las muestras estan altamente relacionadas, no mostrando
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diferencias como en el caso del antibiético meropenem (ver figura 20 y 21). El
gen E. coli UhpT se encontro presente en las muestras M1, M2, M3, M6, M7 y
M8 y el gen mdtF se encontré en las muestras M1, M2, M6, M9 y M10, los
demas genes se mantuvieron presentes en todas las demas. Los mecanismos
de resistencia fueron los mismos encontrados con el antibiético meropenem
con mayor presencia de la familia RND de las bombas de eflujo con los genes;
Acrs, adeF, baeR baeS, CRP, E. coli AcraAB-TolC with MarR mutation, gadX,
marA, mdtE, mdtF, rsmA, y Shigella flexneri acrA. En el caso de la familia MFS
se encontraron los genes emrB, emrK, emrR, emrY, leuO, mdtM, mdtN, mdtP
y mdtP. Para la familia SMR se encontraron los genes E. coli emrE, K.
pneumoniae KpnE y KpnF, asi como el gen gacJ. Unicamente el gen mbsA
pertenece a la familia ABC de las bombas de eflujo. Para el mecanismo de
inactivacion del antibiético solo el gen ACT-17 presentd este mecanismo. No
se encontré6 ARGs relacionados con la presencia de las tres familias (ABC,
MFS and RND), como en el caso del antibiético meropenem, no obstante, los
genes evgA, evgS y H-NS presentan el mecanismo de resistencia para las

familias MFS y RND.
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Figura 31. Mapa de calor de las 10 muestras obtenidas con el antibiético
gentamicina.
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Figura 32. Red de asociacion de las 10 muestras del antibiético M= Numero de
muestra.

En ambos desafios se encontraron ARGs con modificaciones en
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP). Para el caso de meropenem
encontramos cambios en 5 ARGs; E. coli AcrAB-TolC with MarR mutations, E.
coli EF-Tu, E. coli GlpT, E. coli UhpT, H. influenzae PBP3, con los SNPs
Y137H, G103S, R234F, E448K, E350Q, D350N, S357N. Con el antibidtico
gentamicina se encontraron en 3 genes con cambios a nivel de SNPs en; E.
coli EF-Tu, E. coli UhpT, H. influenzae PBP3 con los SNPs; R234F, E350Q y

D350N, S357N respectivamente.
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Meropenem, gentamicina y florfenicol

Se realiz6 la comparacion entre los ARGs obtenidos en nuestro estudio
con los genes obtenidos por Kerek et al. (2024) con el antibiético florfenicol.

Se encontraron un total de 64 genes unicos presentes en los tres antibidticos

Los tres antibiéticos comparten los ARGs; AcrS, baeR, CRP, emrB,
emrK, emrR, emrY, eptA, E. coli emrE, evgA, evgS, gadX, H-NS, marA, mdtE,
mdtF, mdtM, mdtN, mdtO, mdtP, msbA, pmrF. Lo cual resalta la relevancia de
estos 22 genes que estan presentes en 3 grupos diferentes de antibidticos
(carbapenémicos, aminoglucésidos y fenicoles) que pueden estar jugando un

rol importante en la aparicion de la resistencia en varios grupos de antibioticos.

Se encontraron genes unicos que no se comparten entre los 3
antibioticos; Los genes E. coli ampH, gadW, ugd estan presentes en antibidtico
florfenicol, mientras que los genes EC-13, E. coli AcrAB-TolC with AcrR
mutation, E. coli GIpT, E. coli soxR y soxS se en encontraron presentes solo
en las muestras desafiadas con el antibiético meropenem y en el caso del
antibiético gentamicina se encontraron los genes ACT-17 y Shigella flexneri

acrA. (Ver figura 22).
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Figura 33. Mapa de calor que muestra la presencia de genes de resistencia a
antibiéticos en E. coli con los antibiéticos meropenem, gentamicina y florfenicol. Los
cuadros en rojo representan la presencia de un gen de resistencia en los antibiéticos
analizados, mientras que los cuadros en azul representan la ausencia de un gen de
resistencia.

88



Funciones biolégicas

En relacion con los analisis de las funciones bioldgicas de los ARGs
encontrados mediante el uso del programa ClueGo gene ontology enrichment
plugin, pudimos establecer las ontologias de los diferentes ARGs que se
obtuvieron con los antibioticos gentamicina y meropenem, asi como realizar la
comparacion con los datos obtenidos por Kerex et al (2024) con el antibiético

florfenicol (ver anexo II).

En el caso del antibidtico meropenem y gentamicina se encontraron 5
grupos diferentes que corresponden a: La regulacion positiva de la expresion
génica, transporte de sulfatiazol, respuesta a medicamentos, respuesta a
antibidticos y transduccion de sefiales intracelulares. El antibiético florfenicol
presentd 7 grupos de funciones bioldgicas (ver anexo Il): Proceso catabdlico
de metilglioxal a D-lactato a través de S-lactoil-glutation, proceso metabdlico
de lipopolisacaridos, exportacion de farmacos, respuesta a antibidticos,
respuesta a medicamentos, sistema de transduccién de senales por fosforrelé

y transporte de sulfatiazol (ver figura 23, 24 y 25).

Se realizo el analisis con los ARGs que presentaron los tres antibioticos
y se encontraron 7 grupos; Proceso catabdlico de metilglioxal a D-lactato a
través de S-lactoil-glutation, proceso metabdlico de lipopolisacaridos,
respuesta a antibidticos, respuesta a medicamentos, exportacion de

medicamentos, sistema de transduccién de senales por fosforrelé y transporte
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de sulfatiazol (ver figura 26). También se analizaron los 22 ARGs que
comparten entre si y se encontraron 4 grupos de funciones bioldgicas:
Regulacion positiva de la expresion génica, transporte de sulfatiazol, respuesta

a medicamentos y la respuesta a antibiéticos (ver figura 27).
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Figura 34. Funciones bioldgicas asociadas a los ARGs obtenidos del desafio con el
antibiético meropenem.
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Figura 35. Funciones biolégicas asociadas a los ARGs obtenidos del desafio con el
antibiético gentamicina.

Florfenicol ARGs

Figura 36. Funciones bioldgicas asociadas a los ARGs obtenidos del desafio con el
antibiético florfenicol.
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ARGs de meropenem, gentamicina y florfenicol
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Figura 37. Funciones bioldgicas asociadas a los ARGs obtenidos de los antibiéticos
meropenem gentamicina y florfenicol.
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Figura 38. Funciones bioldgicas asociadas a los 22 ARGs que comparten los
antibioticos meropenem gentamicina y florfenicol.
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CAPITULO 6

7. Discusion

Estudiar los mecanismos evolutivos de adaptacion en la resistencia a
antibidticos es clave para entender su rapida propagaciéon en diversos
entornos. El sistema MEGA-plate permite observar cambios adaptativos de
mutacion y seleccion en multiples linajes coexistentes, asi como la
diversificacién fenotipica y genotipica constante en esta dinamica evolutiva
(Baym et al., 2016). Esto se observo en los desafios con los antibidticos
gentamicina, meropenem en combinacion y por separado. Particularmente
llama la atencion los resultados del desafio con el antibiético meropenem en
el MEGA-plate, ya que mostraron variaciones en los ARGs de las muestras,
siendo las muestras M1, M3, M5 y M8 las que presentaron mayores diferencias
en los ARGs encontrados, estas variaciones pueden indicar diversas
estrategias que la bacteria desarrolla para resistir concentraciones mas altas
del antibidtico meropenem. Se sabe que, en poblaciones bacterianas sensibles
a determinados antibidticos, pueden surgir bacterias resistentes por
mutaciones (Lipsitch and Samore, 2002), y se infiere que el tamafio de la
poblacién es un factor importante que favorece la seleccion de las mismas
(Blondeau, 2009). Sin embargo, no todas las bacterias resistentes sobreviven
a las concentraciones mas altas de antibiético, como demostré Baym et al.
(2016), con el antibiotico trimetroprima, donde bacterias susceptibles, pero no
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altamente resistentes llegaron a las concentraciones mas altas en el desafio
de la MEGA-plate, las mutantes altamente resistentes quedaron atrapadas por
la propagacion mayor de cepas que eran mas sensibles. En nuestro trabajo,
aunque no secuenciamos un mayor numero de muestras, encontramos
diferencias significativas en las muestras tomadas a lo largo de todo el desafio,
lo que nos da pauta para explicar la variacion encontrada con el antibiético
meropenem. Las muestras M1, M5 y M6, particularmente, presentaron mas

ARGs que la muestra del carril 5 con la mayor concentracién del antibidtico.

En sistemas de alta densidad y concentraciones elevadas de antibioticos,
se ha demostrado que las bacterias presentan diferentes estrategias de
supervivencia, no todas con resultados positivos para el linaje (Baym et al.,
2016). Por otro lado, la homogeneidad encontrada en las muestras de
gentamicina en nuestro trabajo y las muestras de florfenicol en el trabajo de
Kerek et al. (2024), hace referencia a una estabilidad en la presencia de ARGs,
lo que indica una estrategia diferente de respuesta a los aminoglucésidos y
fenicoles, probablemente relacionada con el mecanismo de accién de cada

grupo de antibiéticos.

El meropenem, un antibiético B-lactamico de la clase de los
carbapenémicos, actua inhibiendo las proteinas de union a la penicilina, lo que
impide la reticulacion de las cadenas de peptidoglicano en la pared celular y

provoca la lisis celular (Drusano, 1997; Thomson et al., 2022). Para el caso del
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meropenem diversas estrategias de resistencia se han reportado en la familia
Enterobacteriaceae, como la respuesta SOS en un estado de mutagénesis y
reparacion del ADN (Bos et al., 2015), la aparicidon de esferoplastos (Cross et
al., 2019), y la relaciéon de la RAM con funciones biologicas clave para la
division celular, la sintesis y mantenimiento de la envoltura celular, el
metabolismo de ATP y la regulacién de la transcripcién (Thomson et al., 2022).
También se ha documentado la aparicion de bacterias persistentes (J. S. Lee

et al., 2019; Urbaniec et al., 2023).

En el caso de la gentamicina, no se ha reportado la activacion del sistema
SOS, ni cambios morfologicos notables, lo que sugiere respuestas mas
estables. Sin embargo, se ha demostrado que, tras la exposicion a
gentamicina en E. coli, disminuye la concentracion de ribosomas, ya que inhibe
la sintesis de proteinas bacterianas al unirse a los ribosomas 30S. Ademas,
se observd que las bacterias presentaban alargamiento celular en
comparacion con las cepas control no expuestas al antibidtico, similar a la
morfologia que encontramos en nuestro trabajo a partir del carril 2 (Muhamad
Hendri et al.,, 2024). Esta estrategia menos variada que en el caso del
meropenem, coincide con el mantenimiento de los ARGs en gentamicina, ya
que las respuestas tienden a ser mas estables sin cambios morfoldgicos
drasticos. En el desafio con los antibidticos en combinacién, se demostré que
las terapias combinadas con carbapenémicos y aminoglucésidos, son una
buena opcion para contrarrestar la RAM y la MDR, como se habia establecido
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previamente (Terbtothakun et al., 2021), debido a que la bacteria no logré
evolucionar por completo hasta los carriles que tenian la mayor concentracion
de los antibidticos. Ademas de mostrar cambios a nivel morfolégico en los
primeros carriles a diferencia de los cambios observados en la bacteria con los
antibiéticos por separado. Un ejemplo de esto es la morfologia circular
encontrada en muestras del carril 5 en el desafio de meropenem, mientras
que, en la placa combinada, esta morfologia se presenté en los carriles 2 y 3.
Esto nos indica que esta estrategia es la ultima que la bacteria emplea para
sobrevivir a la exposicion a altas concentraciones de antibiéticos. Sin embargo,
en la terapia combinada se encontraron a la mitad del desafio, limitando la

capacidad de la bacteria para crecer en concentraciones mas altas.

Los genes AcrS, eptA, E. coli emerE, evgA, H-NS y VanG, presentes en
todas las muestras expuestas a meropenem, ya han sido ampliamente
descritos, al igual que su rol en la aparicion de la RAM en microorganismos de
interés clinico (Ammam et al., 2013; Brandi et al., 2020; Depardieu et al., 2003;
Erol et al.,, 2006; Hirakawa et al., 2008; Huang et al., 2018; Masuda and
Church, 2002; McKessar et al., 2000; Nishino et al., 2003; Nishino and
Yamaguchi, 2004, 2002; Ovchinnikov et al., 2018; Samantha and Vrielink,
2020; Yelin et al., 1999). Estos ARGs podrian estar jugando un papel clave en
la aparicion de las diversas respuestas de la RAM observadas para

meropenem en este trabajo.
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Ademas, resaltamos la importancia de la presencia constante de H-NS en
los tres antibidticos, ya que es una proteina similar a las histonas, crucial para
el nucleoide bacteriano (Nishino and Yamaguchi, 2004). Esta proteina esta
altamente relacionada con la regulacion genética en bacterias Gram negativas.
Se ha reportado que mas de 60 genes interactuan con H-NS, la mayoria
relacionados con el metabolismo, la tolerancia al estrés y la aparicion de
resistencia a multiples antibiéticos (Erol et al., 2006; Nishino and Yamaguchi,

2004).

Las muestras expuestas a gentamicina y florfenicol mantuvieron el numero
de ARGs a lo largo de todo el desafio. Gentamicina presenté 37 genes unicos,
mientras que florfenicol reportd un total de 44 ARGs. En el caso de
gentamicina, se observo variacion en la presencia de los genes E. coli UhpT y
el gen mdtF. El gen E. coli UhpT, esta relacionado con la expresion del sistema
de transporte de fosfato de azucar y esta regulado por glucosa 6-fosfato
externa mediante tres genes reguladores vinculados a uhpABC, principalmene
relacionados con la resistencia a fosfomicina (Garallah and Al-Jubori, 2020;
Island et al., 1992). ElI gen MdtF codifica para un transportador de membrana
interna involucrado en el eflujo, mediante el complejo MdtEF-TolC, (Nishino et
al., 2008) de diversos compuestos téxicos, incluidos antibidticos (Elkins and

Nikaido, 2003).
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En el caso de florfenicol, no hubo diferencias en el numero de ARGs,
aunque se mencionan mutaciones genéticas que disminuyeron la
susceptibilidad al antibiético, posiblemente causadas por el estrés relacionado

con la expresion de los ARGs (Kerek et al., 2024).

La RAM en microorganismos ha sido evaluada principalmente mediante el
crecimiento en monocultivos y la medicion de la MIC mediante microdiluciones
o antibiogramas (Andrews, 2001, 2001). No obstante, en las ultimas décadas,
se ha reconocido la importancia de otros factores como la densidad
poblacional, el crecimiento en biopeliculas, las concentraciones sub-MIC de
antibioticos y la tolerancia en el aumento de las mutaciones y la tasa evolutiva
de la RAM (Gullberg et al., 2011; Levin-Reisman et al., 2019, 2017; Macia et
al., 2014; Olson et al., 2002; Yu et al., 2018). Ademas, las interacciones entre
comunidades microbianas y su nicho ecolégico también influyen en la
aparicion de RAM. El sistema MEGA-plate, ofrece una ventaja sobre otros
estudios evolutivos al permitir observar la evolucion de la RAM en
concentraciones altas de antibioticos y la aparicién de linajes que muestran
diferentes estrategias para resistir en un contexto evolutivo de espacio y

tiempo.

Se ha demostrado que los ARGs, pueden propagarse en diferentes
medios ambientales, aumentando la posibilidad de que surjan

microorganismos resistentes, lo cual representa un riesgo para la salud publica
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(Chen et al.,, 2022). Por ejemplo, se ha estudiado ampliamente la
contaminacion por ARGs en hospitales, (Alexander et al., 2022; Chen et al.,
2022; Hanafiah et al., 2024; Ma et al., 2022; Perry et al., 2021; Rowe et al.,
2017; Talat et al., 2023; Wu et al., 2022; Zhang et al., 2022) y han sido
identificados como una fuente principal de ARGs y de bacterias resistentes
(Chen et al., 2022). Por lo tanto, detectar la presencia de ARGs en bacterias
potencialmente resistentes podria ser clave para una deteccion temprana de
la RAM. Un estudio determiné que la asociacion entre especies abundantes y
la presencia de los ARGs en muestras de hospitales, tiene una conexion entre
las especies de microorganismos y los ARGs encontrados. Por lo tanto, es
importante considerar las caracteristicas particulares de la especie microbiana,
asi como las de los antibidticos a los cuales se estan exponiendo (Chen et al.,
2022). Esto no es unidireccional, sino que depende de cientos de variaciones
que pueden estar contribuyendo a que la bacteria active determinada
estrategia que le permita continuar creciendo en presencia de antibioticos.
Esto se pudo determinar por la variacion de los ARGs que presento la bacteria
E. coli al desafio con el antibiético meropenem, asi como los cambios
morfolégicos encontrados para el mismo, aunado a la estabilidad en la
presencia de genes con los antibioticos gentamicina y florfenicol, lo cual es un
indicador de que la bacteria es capaz de montar diferentes respuestas

dependiendo del mecanismo de accion del antibiético al cual fue expuesta.
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Una estrategia que ya se ha descrito y que favorece la aparicion de la RAM
es mediante la respuesta al sistema SOS. Bos et al. (2015) analizaron la
evolucion de la bacteria E. coli con el antibiético ciprofloxacino y demostraron
que la bacteria cambia su forma de bastén por una forma filamentosa que
presenta multiples cromosomas. En concentraciones inhibitorias minimas, la
bacteria flamentosa presenta una division asimétrica en la punta formando
brotes que contienen estos cromosomas y si resultan en un fenotipo resistente,
la bacteria se propaga con un linaje no filamentoso y este linaje presenta mayor
resistencia al antibidtico expuesto. Ellos propusieron que esta morfologia
filamentosa multinucleada, es una estrategia que permite la continuacion de
los siguientes linajes que son mutantes mejorados debido a la respuesta del
sistema SOS. En nuestro trabajo, encontramos la presencia de la morfologia
filamentosa con el desafio del antibiético meropenem. En las muestras M1,
esta morfologia comienza a formarse, aunque no esta bien definida, sobre todo
en aquellas muestras que se tomaron cerca del carril 2, donde comienza el
desafio con el antibiético. Estos cambios que presento la bacteria en el carril
1, nos dan un claro indicador de como la bacteria se prepara para pasar al
carril que ya cuenta con antibidtico para continuar con su replicacion. Las
muestras tomadas del carril M2 ya muestran la formacion de esta morfologia
filamentosa, lo que nos permite inferir que es una de las primeras respuestas
que presenta la bacteria a la exposicion de antibidticos. No obstante, las cepas

que fueron desafiadas con el antibidtico gentamicina y en combinacién con
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meropenem, mostraron la morfologia filamentosa a partir de carril 2 y no todas
las bacterias presentaron este cambio como ocurrid con el antibiotico
meropenem. Por otro lado, diversos estudios han reportado los efectos que
provocan los antibiéticos en el crecimiento bacteriano (Bos et al., 2015; Cross
et al., 2019; Martinez, 2017; Muhamad Hendri et al., 2024; Ponmalar et al.,
2022). No obstante, no se tenia presente todas las estructuras reportadas en
un solo sistema como en el caso de la MEGA-plate. En el trabajo realizado por
Muhamad Hendri et al. (2024), se describieron las alteraciones morfolégicas y
estructurales en la pared celular, la membrana plasmatica, la densidad
citoplasmatica y en la sintesis de proteinas, encontrando morfologias
irregulares similares a las que encontramos en las muestras M3 y la morfologia
filamentosa. No obstante, no encontraron la morfologia circular. Cross et al.
(2019) demostraron que la tolerancia a los p-lactamicos, incluido el antibiotico
meropenem, podia estar mediada por esferoplastos, aunque no los
encontraron presentes en el caso de la bacteria E. coli. Sin embargo,
encontraron la formacion de una morfologia circular, la misma que nosotros
encontramos en el carril M5 con meropenem y en los carriles 2 y 3 del desafio
con los antibioticos combinados. En su estudio mencionan que, después de 6
horas de exposicion al antibiético, la bacteria E. coli no presenta esta
morfologia y solo encontraron restos celulares. Por otro lado, en nuestro
trabajo logramos el crecimiento de la bacteria, aunque la morfologia no

correspondia a la formacién de esferoplastos, lo cual es un indicador de la
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presencia de otra estrategia que aun no ha sido descrita y que suele darse
cuando la bacteria esta en condiciones de mayor estrés, como en este caso,
al ser expuesta a concentraciones altas del antibidtico. Con el antibiético
gentamicina, la bacteria presenté cambios a nivel fenotipico, pero no en el
numero de ARGs encontrados a lo largo de los 5 carriles. Sin embargo, varios
mecanismos de resistencia han sido reportados para los aminoglucoésidos que
no involucran cambios en su morfologia, tales como: la modificacion
enzimatica e inactivacion de los aminoglucosidos, bombas de eflujo,
disminucién en la permeabilidad bacteriana, asi como las modificaciones de la
subunidad ribosdmica 30S que alteran la union de los aminoglucésidos (Doi et

al., 2016).

Aunque hace relativamente poco que se empez06 a determinar lo que es el
resistoma, ha sido un concepto que ha tomado gran importancia desde sus
comienzos (D’Costa et al., 2006; Kim and Cha, 2021). Aqui tomamos la
definicion de Kim and Cha (2021) para el resistoma antibiético, el cual abarca
los diferentes ARGs de forma intrinseca y adquirida, asi como los precursores
y los mecanismos de resistencia dentro de comunidades microbianas que
requieren de cambios en un contexto evolutivo para adquirir RAM. Nosotros
pudimos establecer el resistoma antibidtico para meropenem y gentamicina
mediante el desafio evolutivo de la MEGA-plate en la bacteria E. coli, y lo
comparamos con los datos obtenidos con Kerek et al. (2024) con el antibiotico
florfenicol. Encontramos un grupo de 22 ARGs que comparten los 3
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antibioticos que pueden estar jugando un papel importante en la aparicion de

la RAM en diferentes familias de antibidticos.

Nuestro trabajo permitié identificar, en un contexto evolutivo, las diversas
estrategias que presenta la bacteria E. coli para resistir a concentraciones altas
en dos familias de antibi6ticos. Si bien el sistema de la MEGA-plate no iguala
las condiciones en los sectores clinicos y ambientales a los cuales los
microorganismos estan expuestos diariamente, nos permite tener un
panorama mas claro en términos de las diversas estrategias que desarrollan
las bacterias en respuesta a la exposicion constante de antibidticos, ya que los
microorganismos tienen una fuerte capacidad de adaptacién que les permite
activar varios mecanismos y estrategias para sobrevivir a la exposicion
constante de antibiéticos. No solo hay cambios en los ARGs, como en el caso
de meropenem, sino que también presentan una plasticidad fenotipica y
genotipica dependiendo del antibidtico y de las condiciones intrinsecas y

extrinsecas a las cuales las bacterias estan siendo desafiadas.

El poder comparar los antibidticos gentamicina y meropenem, con el
antibiético florfenicol que es de uso veterinario y encontrar este grupo
compartido de 22 ARGs, nos brinda la oportunidad incluir en nuestro analisis
una perspectiva integradora debido a que los ARGs se encuentran presentes
en humanos, animales y en el medio ambiente en general, por lo que ha sido

un tema relevante en las ultimas décadas (Salud, 2017). Los antibiéticos que
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son de uso veterinario estan asociados con la expansion del resistoma en
animales y por ende, tienen una fuerte correlacién en la transferencia a
humanos (Kim and Cha, 2021), por lo que no debemos intentar estudiarlos por
separado, sino que se deben incluir en analisis sistematicos, todos los posibles
factores que pudieran estar contribuyendo al problema de la aparicion de la

RAM, asi como integrar antibiéticos de uso veterinario.

Funciones biolégicas

De los 5 grupos funcionales que se determinaron para los antibiéticos
gentamicina y meropenem, en particular nos parecio interesante el grupo de
las funciones relacionadas con la regulacion positiva de la expresion genética
que abarca 10 funciones bioldgicas y estan relacionadas especificamente con
tres genes; baeR, gadX y marA. Esta funcidon también se encontr6 presente
con el antibidtico florfenicol. Se ha demostrado que el sistema de dos
componentes BaeSR tiene relevancia en la resistencia a diversos antibiéticos
(Baranova and Nikaido, 2002; Nagakubo et al., 2002). Especificamente el
regulador baeR modula la expresion de mdtABC y acrD, para bombas de eflujo
multiples (Hirakawa et al., 2003), confiriendo resistencia contra B-lactamicos,
novobiocina, dodecil sulfato de sodio y sales biliares (Baranova and Nikaido,
2002; Nagakubo et al., 2002; Nishino et al., 2005). No obstante, se sabe que
mas de 50 genes son activados por baeR afectando diversas funciones como

la expresidn de grupos de genes relacionados con la transduccién de sefales
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de dos componentes, el transporte de maltosa, las respuestas quimiotaticas,
la biosintesis flagelar y el transporte de multiples farmacos (Nishino et al.,
2005). Como se demostrd6 con nuestros resultados el gen baeR, esta
relacionado con multiples funciones relacionadas a la regulacién positiva y
biosintesis en diversos procesos. Por otro lado, varios estudios han
demostrado que el gen gadX esta relacionado con reguladores
transcripcionales relacionados con funciones involucradas en el catabolismo
de azucares, la respuesta al estrés y la virulencia (Gallegos et al., 1997; Martin
and Rosner, 2001; Tramonti et al., 2002). También se ha demostrado que el
gen marA presenta una interconexion con funciones reguladoras relacionadas
con el metabolismo, cambios en la expresion génica, respuesta a diversas
condiciones de estrés y el metabolismo celular, ademas de tener una gran
relevancia en la aparicién de la multirresistencia (Martin and Rosner, 2001;
Ruiz and Levy, 2010; Schneiders et al., 2004). Es por ello que estos genes
tienen un alto impacto en diversas funciones importantes en la regulacion

bacteriana y, ademas, estan directamente relacionados con la RAM.

A diferencia de los antibi6ticos gentamicina y meropenem, el antibiético
florfenicol presentd 7 grupos funcionales. Una de las funciones mas relevantes
es la que esta relacionada con el proceso catabdlico de metilglioxal a D-lactato
a través de S-lactoil-glutatidon, que se encuentra directamente relacionado con
el metabolito metilgioxal que es un subproducto de varias reacciones
metabdlicas como la glucdlisis, la peroxidacién lipidica, la degradacion de
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proteinas y la fotosintesis (Jain et al., 2018). Este metabolito es producido por
todos los organismos incluyendo bacterias y levaduras, también se ha
relacionado con la respuesta a estrés en concentraciones bajas. No obstante,
cuando aumenta su concentracion provoca efectos negativos en la célula y es
necesario que se realice un proceso de desintoxicacion para evitar dafnos
mayores (Jain et al., 2018). Se sabe que la via de la glioxalasa es el principal
sistema para realizar este proceso (Misra et al., 1995; Thornalley, 1990). Esta
via se compone principalmente de dos enzimas, la glioxalasa | (GLYI), que
convierte la enzima metilglioxal en SD-lactoilglutatién (SLG), y la glioxalasa Il
(GLY1I), que convierte SLG en D-lactato. Por otro lado, se ha demostrado que
la enzima, la D-lactato deshidrogenasa (D-LDH) también esta involucrada en
el proceso de desintoxicacion del metilglioxal (Misra et al., 1995; Thornalley,
1990). Los ARGs encontrados con el desafio florfenicol que estan relacionados
con este proceso son: gadW, gadX, marA. Particularmente los genes gadw y
gadX estan asociados con respuestas al acido y su funcioén en la resistencia
se basa en el regulador GadW que pertenece a la familia AraC, este promueve
la expresion de mdtEF y les confiere resistencia a multiples farmacos (Tucker

et al., 2003.

La funcién del proceso metabdlico de los lipopolisacaridos se presentd
unicamente para los ARGs asociados al antibiético florfenicol. Se sabe que la
alteracion en la biosintesis de los lipopolisacaridos, especialmente en
bacterias Gram negativas, suele generar un fenotipo rugoso (Seregina et al.,
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2022). Esto es interesante en relacién con los cambios morfolégicos
observados con meropenem, o que nos hizo esperar la presencia de
funciones vinculadas a la biosintesis de esta molécula, aunque no lo
encontramos para este desafio. El fenotipo rugoso, producto de la alteracion
en la biosintesis de los lipopolisacaridos, provoca mayor sensibilidad a
compuestos hidréfobos y antibiéticos como la novobiocina, actinomicina D y
eritromicina, entre otros (Seregina et al., 2022). Se ha demostrado que las
bacterias con deleciones en los genes ADP-heptosa, implicados en la sintesis
de lipopolisacaridos, son hipersensibles a antibiéticos como aminoglucésidos,
B-lactamicos y algunos inhibidores de la ARN polimerasa (Seregina et al.,
2022). En nuestros analisis se determind que los genes que estan
relacionados con este proceso en el desafio con el antibiético florfenicol son
los ARGs: arnC, eptA, ugd. Se sabe que el operén arn (arnBCADTEF ) esta
ampliamente conservado en bacterias Gram negativas (Baron et al., 2018;
Cheung et al., 2020; Gunn et al., 2000; Jiang et al., 2010; Liang et al., 2023;
Lin et al.,, 2014; McPhee et al.,, 2003). Los productos de este operdn se
encargan de la biosintesis de 4-amino-4-desoxi- |- arabinosa (I -Ara4N) y la
transferencia de | -Ara4N a la fraccion de lipido A del lipopolisacarido en
bacterias Gram negativas (Gunn et al., 2000; Poirel et al., 2017). Se sabe que
el sistema modificado del lipopolisacarido Arn es un importante mecanismo de
resistencia en bacterias (Gunn et al., 2000; Poirel et al., 2017). El gen eptA ha

sido ampliamente estudiado en diversos patégenos debido a que confiere
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resistencia al antibiotico polimixina. Este gen es el encargado catalizar la
adicion de una fraccion de fosfoetanolamina al lipido A. La modificacion de
fosfoetanolamina, modifica la carga negativa de la membrana externa en
bacterias Gram negativas y esto hace que las bacterias sean resistentes al
antibiético polimixina (Freire et al., 2021; Samantha and Vrielink, 2020). Por
otro lado, el gen ugd, produce la UDP-glucosa deshidrogenasa (Ugd) que
genera el acido UDP-glucurénico y es considerado un precursor importante
para algunas glicoestructuras en la superficie bacteriana (Mainprize et al.,
2013). Particularmente este proceso se ha estudiado en la bacteria E. coli K-
12, ya que su participacion esta relacionada con la sintesis del acido colanico
que también es necesario en la produccion de polisacaridos capsulares que

son importantes en la virulencia de E. coli K-12 (Mainprize et al., 2013).

Aunque varias funciones de los ARGs presentes en florfenicol no se
comparten con los antibiéticos meropenem y gentamicina, encontramos cuatro
funciones biolégicas relacionadas con los 22 genes que comparten los tres
antibidticos. Esto es relevante porque estudios futuros podrian centrarse en
identificar nuevas dianas, no solo a nivel de los ARGs, sino también en las
funciones biologicas que describimos para combatir la resistencia a los

antimicrobianos.
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Finalmente, no todos los ARGs identificados en este estudio se
relacionaron con funciones biolégicas especificas, lo que sugiere que futuros
analisis deberian enfocarse en elucidar su papel en las funciones celulares,
mas alla de la resistencia. Mantener y expresar los ARGs implica un costo para
las bacterias, lo que sugiere que su funcién podria ir mas alla de proporcionar

resistencia (Lai and Cooper, 2024).

Este estudio ofrece una vision amplia de la RAM desde una perspectiva
evolutiva, demostrando las diversas estrategias que las bacterias desarrollan
para resistir a los antibiéticos. Sin embargo, quedan aspectos por integrar,
como la transferencia horizontal de genes mediante plasmidos y las
mutaciones compensatorias que permiten a las bacterias mantener su aptitud
sin dejar de replicarse (Bottery et al., 2021; Redondo-Salvo et al., 2020). Estos
factores deben considerarse en estudios futuros sin perder de vista el enfoque
evolutivo. Ademas se demostr6 que las terapias combinadas de los
antibioticos carbapenémicos y aminoglucésidos son una buena opcion para

contrarrestar la RAM y la MDR (Terbtothakun et al., 2021).
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CAPITULO 7

8. Conclusion

Estudiar la RAM desde una perspectiva evolutiva utilizando el sistema MEGA-
plate, nos permitié observar que los microorganismos son capaces de montar
diversas respuestas para sobrevivir a la exposicion a antibioticos. Estas
respuestas se activan por multiples factores a los cuales el microrganismo esta
expuesto. En este trabajo encontramos el resistoma que presenta la bacteria
E. coli para responder a los antibidticos meropenem con 57 ARGs vy
gentamicina con 37 ARGs, ademas se realizé la comparacion de los 44 ARGs
reportados con el antibidtico florfenicol que es de uso veterinario. Por otro lado,
se determind la presencia de 22 ARGs que se encontraron presentes en los 3

antibiéticos que pueden ser dianas para tratamientos futuros.

Se encontraron cambios a nivel morfoldgico en los tres desafios. No obstante,
las cepas desafiadas con el antibiético meropenem mostraron mayor variacion
a nivel morfolégico y en la presencia de los ARGs a lo largo de todo el desafio.
Esto es un claro indicador de que la respuesta de la bacteria a la exposicion
de los antibiéticos depende del mecanismo de accién del antibidtico al cual fue
expuesta, demostrando que los microorganismos presentan una gran
plasticidad tanto fenotipica como genotipica que les permite adaptarse vy
adquirir RAM y MDR. Por otro lado, se demostré la eficacia de las terapias

combinadas con los antibidticos carbapenémicos y aminoglucésidos, ya que
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la bacteria no logro crecer hasta los ultimos carriles que contenian una mayor
concentracion de los antibidéticos combinados, por o que son una buena
opcion para el tratamiento de microorganismos resistentes y multirresistentes.
Aunado a esto, se demostrd la importancia que presentan los ARGs no sélo
en la adquisicion de la RAM, sino que también que estan relacionados con
funciones bioldgicas importantes para el funcionamiento de la bacteria E. coli.
Lo cual resalta la importancia de que la RAM es un problema complejo que
abarca cientos de factores intrinsecos y extrinsecos que contribuyen en la
aparicion de esta. Por consiguiente, este trabajé contribuyé en ampliar la
perspectiva del estudio de la RAM desde un contexto evolutivo el cual debe
ser considerado en los estudios futuros que se realicen para combatir este

problema.
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ANEXO |

Aro Term: Mecanismo
: SNP Familia de genes de AMR Clase de farmaco de Matching Longitud
Meropenem . .
resistencia
- Antibidtico fluoroquinolona, cefalosporina,
Bomba de expulsion de S e - .
e : . glicilciclina, penam, antibidtico tetraciclina, Flujo de
acrB antibioticos de resistencia- e . . s . L 99.9 100
S antibiético rifamicina, antibiotico fenicol, agentes antibioticos
nodulacion-division celular (RND) ; A
desinfectantes y antisépticos
Bomba de eflujo de antibiéticos Fluio de
acrD de resistencia-nodulacion- Antibiético aminoglucésido / -~ 99.9 100
L antibioticos
division celular (RND)
Bomba de eflujo de antibiéticos Antibidtico fluoroquinolona, cefalosporina Flujo de
AcrE de resistencia-nodulacion- - q ’ P ’ Jo de 100 100
S cefamicina, penam antibioticos
divisién celular (RND)
Bomba de eflujo de aniibisticos Antibidtico fluoroquinolona, cefalosporina Flujo de
AcrF de resistencia-nodulacion- - q ’ P ’ JO d€ 99.61 100
L cefamicina, penam antibioticos
divisién celular (RND)
Bomba de eflujo de antibidticos Ar_1t!b|_ot|_co fluoroqgl_nolona, cefalospo_r’ln_a, .
- . - glicilciclina, cefamicina, penam, antibiotico Flujo de
AcrS de resistencia-nodulacion- o e . . e AU 99.09 100
L tetraciclina, antibiético rifamicina, antibidtico antibioticos
divisién celular (RND) . . P
fenicol, desinfectantes y antisépticos
Bomba de eflujo de antibidticos S . S .
adeF de resistencia-nodulacion- Antibictico fluoroguinolona, antibistico de Fluode 14162 |o7.02
L tetraciclina antibioticos
divisién celular (RND)
. Alteracién
AmT PMR fosfoetanolamina Antibiético peptidico de ladiana | 63.7 99.82

transferasa

antibiotica




Proteinas relacionadas con el

Alteracién

bacA . . Antibidtico peptidico de ladiana |99.63 100
pirofosfato de undecaprenil S
antibidtica
Bomba de eflujo de antibidticos S . - S .
baeR de resistencia-nodulacion- Ant.'b'Ot'co amlnogluc03|do, antibiético Flu!o.qg 96.23 100
S aminocumarina antibiéticos
divisién celular (RND)
Bomba de eflujo de antibiéticos D . - S .
CcpxA de resistencia-nodulacion- Ant.|b|ot|co amlnoglucos:ldo, antibidtico F|UJ.O.(:J(? 100 100
S aminocumarina antibidticos
division celular (RND)
Bomba de eflujo de antibidticos S - O . .
CRP de resistencia-nodulacion- Antibiético macrélido, antibiético fluoroquinolona, Flu!o.c’ig 99 52 100
S penam antibiéticos
division celular (RND)
Inactivacién
EC-13 Betalactamasas EC Cefalosporina de 98.67 100
antibioticos
Bomba de eflujo de antibidticos Fluio de
emrA de la superfamilia facilitadora Antibidtico fluoroquinolona JO g€ 99.74 100
o antibioticos
principal (MFS)
Bomba de eflujo de antibiéticos Fluio de
emrB de la superfamilia facilitadora Antibidtico fluoroquinolona Jo de 100 110.26
e antibidticos
principal (MFS)
Bomba de eflujo de antibiéticos Fluio de
emrK de la superfamilia facilitadora Antibiotico de tetraciclina antJibiéticos 100 110.26

principal (MFS)
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Bomba de eflujo de antibidticos

emrR de la superfamilia facilitadora Antibiético fluoroquinolona ZLLftJigioqﬁcos 100 100
principal (MFS)
Bomba de eflujo de antibidticos Fluio de
emrY de la superfamilia facilitadora Antibidtico de tetraciclina antJibiéticos 100 100
principal (MFS)
. Alteracion
eptA t':g"n'zf‘;‘);‘;oaetano'am'“a Antibiético peptidico de la diana |99.63 100
antibidtica
Resistencia-nodulacion-division Antibidtico fluoroquinolona, cefalosporina,
Escherichia coli acrA celular (RND) bomba de eflujo de | Icilciclina, penarn, antibiotico te]fra‘?'c'l'“a’ Flujpde 1445 100
antibioticos ant|p|ot|co rifamicina, ant!blotlco enicol, agentes antibidticos
desinfectantes y antisépticos
Escherichia coli
ACrAB-TolC con Antibidtico fluoroquinolona, cefalosporina alteracion
mutacion AcrR que Bomba de eflujo de antibiéticos licilciclina ena?n antibié’tico tetrae:iclina’ de la diana
confiere resistencia de resistencia-nodulacion- gicficiciina, penam, S ; ’ antibiotica, | 100 100
. . L antibiético rifamicina, antibiotico fenicol, agentes .
a ciprofloxacino, division celular (RND) . A eflujo de
. desinfectantes y antisépticos S
tetraciclina 'y antibidticos
ceftazidima
Escherichia coli
ACrAB-TolC con Antibidtico fluoroquinolona, cefalosporina alteracion
mutaciones en MarR Y137H Bomba de eflujo de antibiéticos licilciclina ena?n antibi()’tico tetrapciclina’ de la diana
que confieren ’ de resistencia-nodulacién- glcliciclina, penam, S . ’ antibidtica, |98.14 100
; . G103S o antibiético rifamicina, antibiotico fenicol, agentes .
resistencia a division celular (RND) ; S eflujo de
- . desinfectantes y antisépticos S
ciprofloxacino y antibidticos

tetraciclina
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Escherichia coli Inactivacion
ampC Betalactamasas de tipo ampC Cefalosporina, penam de 98.14 100
betalactamasa antibiéticos
Escherichia coli EF- .
Tu mutantes que Alteracion
. . | R234F EF-Tu resistente a la elfamicina | Antibiético elfamicina de ladiana |99.75 96.33
confieren resistencia S
= antibidtica
a la pulvomicina
o . Pequefia bomba de eflujo de .
Escherichia coli antibidticos para resistencia Antibidtico macrdlido Flu!o.qg 99.09 100
emrE e antibiéticos
multiple (SMR)
Escherichia coli GIpT .
con mutacion que Alteracion
N que E448K GIpT resistente a los antibiéticos | Antibiético de acido fosfénico de la diana |99.56 100
confiere resistencia S
- antibidtica
a la fosfomicina
. . Bomba de eflujo de antibiéticos S - . .
Escherichia coli de la superfamilia facilitadora Antllb!OtI.CO de tetraciclina, desinfectantes y F|UJ.O.C’1(? 9707 100
mdfA L antisépticos antibiéticos
principal (MFS)
Bomba de eflujo de antibidticos
Escherichia coli en casete de union a ATP (ABC), S . . alteracion
., . I Antibiotico fluoroquinolona, cefalosporina, .
soxR con mutacién bomba de eflujo de antibidticos S L - de la diana
) e o glicilciclina, penam, antibidtico tetraciclina, N
que confiere de la superfamilia facilitadora L e S : antibiética, | 100 100
. ) e . antibidtico rifamicina, antibiotico fenicol, agentes .
resistencia a los principal (MFS), bomba de eflujo . C eflujo de
N P . desinfectantes y antisépticos S
antibiéticos de antibioticos de division celular antibiéticos

de resistencia-nodulacion (RND)
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Bomba de eflujo de antibidticos alteracion
en casete de uniéon a ATP (ABC), de la diana
Escherichia coli ngab:udeerefgmﬁigiaiﬁittlglc%r?s Antibiético fluoroquinolona, monobactam, :S.tc')béoetlca’
SO0XS con mutacion finci alp(MFS) bomba de efluio carbapenémico, cefalosporina, glicilciclina, anjtibiéticos
que confiere ze an?ibic')ticos ée division ceIuIJar cefamicina, penam, antibidtico tetraciclina, reduccion * {100 100
resistencia a los de resistencia-nodulacion (RND) antibidtico rifamicina, antibiotico fenicol, penem, de la
antibidticos porina bacteriana general con ’ | agentes desinfectantes y antisépticos permeabilid
permeabilidad reducida a los ad al
betalactamicos antibiotico
Escherichia coli
UhpT con mutacion Alteracion
que confiere E350Q UhpT resistente a los antibiédticos | Antibidtico de acido fosfonico de ladiana |95.25 100
resistencia a la antibidtica
fosfomicina
Facilitador principal bomba de
eflujo de antibiéticos de la
evgA superfamilia (MFS), bomba de Antibiotico macrélido, antibidtico fluoroquinolona, Flujo de 100 100
eflujo de antibidticos de penam, antibidtico tetraciclina antibioticos
resistencia-nodulacion-division
celular (RND)
Facilitador principal bomba de
eflujo de antibiéticos de la
evgS superfamilia (MFS), bomba de Antibiético macrélido, antibiético fluoroquinolona, Flujo de 99.25 100
eflujo de antibiéticos de penam, antibidtico tetraciclina antibiodticos ’
resistencia-nodulacion-division
celular (RND)
gadX SgTebs?s?:niifgj-Jr?o(gjiIzrc]:;[lcsbr:?tlcos Antibidtico macrdlido, antibiotico fluoroquinolona, Flujo_qe_: 08 54 100
penam antibidticos

divisién celular (RND)
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Haemophilus

Mutaciones en proteinas de

influenzae PBP3 que D350N unién a la peniciling que Alteracién
confiere resistencia 8357N’ fi per tenci q | Cefalosporina, cefamicina, penam de ladiana |53.11 96.39
a los antibiéticos contieren resistencia a 1os antibidtica
betalactamicos antibidticos betalactamicos
Facilitador principal bomba de
eflujo de antibiéticos de la Antibiotico macrolido, antibiodtico fluoroquinolona
superfamilia (MFS), bomba de . e S ’ Flujo de
H-NS ) S cefalosporina, cefamicina, penam, antibidtico de L 100 100
eflujo de antibidticos de tetraciclina antibiéticos
resistencia-nodulacion-division
celular (RND)
kdpE kdpDE Antibiético aminoglucsido Flupde g9 56 100
antibioticos
Pequefia bomba de efluio de Antibiético macrolido, antibiético aminoglucésido,
Klebsiella q e etiujo | cefalosporina, antibiético tetraciclina, antibiético Flujo de
. antibioticos para resistencia o N L 82.2 100.83
pneumoniae KpnE multiple (SMR) peptidico, antibiético rifamicina, agentes antibioticos
P desinfectantes y antisépticos
Pequefia bomba de efluio de Antibiotico macrolido, antibidtico aminoglucésido,
Klebsiella quen etlujo | cefalosporina, antibidtico tetraciclina, antibiético Flujo de
. antibioticos para resistencia o e o NP 84.4 100
pneumoniae KpnF multiple (SMR) peptidico, antibidtico rifamicina, agentes antibidticos
P desinfectantes y antisépticos
Bomba de eflujo de antibiéticos D - . .
leuO de la superfamilia facilitadora Ant.'b',Ot'.Co nucledsido, desinfectantes y Flu!g.c’ig 99.04 100
principal (MFS) antisépticos antibidticos
Bomba de eflujo de antibidticos D . Flujo de
- . ., Antibidtico fluoroquinolona, monobactam, A
de resistencia-nodulacién- - . S antibidticos
marA L . carbapenémico, cefalosporina, glicilciclina, ; 100 100
division celular (RND), Porina - S L reducido
. .. | cefamicina, penam, antibiético tetraciclina, -
bacteriana general con reduccion permeabilid
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de la permeabilidad a los Antibiético rifamicina, antibiético fenicol, penem, ad al
betalactamicos agentes desinfectantes y antisépticos antibiotico
Bomba de eflujo de antibidticos Fluio de

mdtA de resistencia-nodulacién- Antibiotico aminocumarina antJibiéticos 99.52 100
division celular (RND)
Bomba de eflujo de antibidticos Fluio de

mdtB de resistencia-nodulacién- Antibiotico aminocumarina antJibiéticos 99.52 100
divisién celular (RND)
Bomba de eflujo de antibiéticos Fluio de

mdtC de resistencia-nodulacion- Antibiético aminocumarina antJibiéticos 99.71 100
division celular (RND)
Bomba de eflujo de antibidticos S - D . .

mdtE de resistencia-nodulacion- Ag:]lgrlgtlco macrolido, antibiético fluoroquinolona, ZLutJigigﬁcos 100 100
divisién celular (RND) P
Bomba de eflujo de antibiéticos D - D . .

mdtF de resistencia-nodulacion- Agrt]l::gtlco macrolido, antibiético fluoroquinolona, z:wutjigigt?cos 99.81 100
divisién celular (RND) P
Bomba de eflujo de antibidticos Fluio de

mdtG de la superfamilia facilitadora Antibiotico de acido fosfénico antJibiéticos 100 100
principal (MFS)
Bomba de eflujo de antibiéticos Fluio de

mdtH de la superfamilia facilitadora Antibidtico fluoroquinolona antJibiéticos 99.75 100

principal (MFS)
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Bomba de eflujo de antibidticos

Antibiético fluoroquinolona, antibiético lincosamida,

Flujo de

mdtM de la superfamilia facilitadora antibidtico nucledsido, antibiético fenicol, agentes A 97.56 100
e . L antibioticos
principal (MFS) desinfectantes y antisépticos
Bomba de eflujo de antibidticos S - . .
mdtN de la superfamilia facilitadora Ant.|b!ot|.co nucledsido, desinfectantes y Fluj.o.(,j(? 99.71 100
. antisépticos antibiéticos
principal (MFS)
Bomba de eflujo de antibiéticos S - . .
mdto de la superfamilia facilitadora | ~\ntibidtico nucledsido, desinfectantes y Flujpde | gg 41 100
L antisépticos antibidticos
principal (MFS)
Bomba de eflujo de antibiéticos S - . .
mdtP de la superfamilia facilitadora | Antibidtico nucledsido, desinfectantes y Fluode 1 gq 16 100
. antisépticos antibiéticos
principal (MFS)
Bomba de eflujo de antibiéticos S L Flujo de
msbA en casete de union a ATP (ABC) Antibictico nitroimidazol antibidticos 100 100
. Alteracién
PmrF PMR fosfoetanolamina Antibiético peptidico de ladiana |99.69 100
transferasa S
antibidtica
Pequefia bomba de eflujo de Fluio de
gacJ antibioticos para resistencia Agentes desinfectantes y antisépticos J0 g€ 46.58 70.09
e antibidticos
multiple (SMR)
Bomba de eflujo de antibiéticos D . S .
rsmA de resistencia-nodulacion- Antlbllotlc.o.flgo.roqumo'lo.n’a., ant'b'.Ot'CO Flu!o.c’ig 85.25 100
diaminopirimidina, antibiético fenicol antibiodticos

division celular (RND)
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Bomba de eflujo de antibidticos
en casete de uniéon a ATP (ABC),
bomba de eflujo de antibiodticos

Antibiético macrolido, antibiético fluoroquinolona,
antibidtico aminoglucosido, carbapenémico,
cefalosporina, glicilciclina, cefamicina, penam,

TolC de la superfamilia facilitadora antibidtico tetraciclina, antibidtico peptidico, gmjigigﬁcos 100 99.6
principal (MFS), bomba de eflujo | antibiético aminocumarina, antibiético rifamicina,
de antibioticos de division celular | antibiotico fenicol, penem, agentes desinfectantes
de resistencia-nodulacién (RND) |y antisépticos
Grupo de genes de resistencia a Alteracion
vanG . o . Antibidtico glicopéptido de la diana |38.23 104.3
glicopéptidos, Van ligasa N
antibiotica
. Bomba de eflujo de antibidticos D - Flujo de
Yojl en casete de union a ATP (ABC) Antibictico peptidico antibidticos 99.82 100
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Aro Term:

Mecanismo

G . SNP Familia de genes de AMR Clase de farmaco de Matching | Longitud
entamicina . .
resistencia
AcrS Bomba de eflujo de antibioticos Ant!b'.Ot'.CO ﬂuoroq%"."o"’”a’ cefaloqur’lqa, .
- . ., glicilciclina, cefamicina, penam, antibiético Flujo de
de resistencia-nodulacion- o o . . e o 100 100
S tetraciclina, antibidtico rifamicina, antibidtico antibioticos
division celular (RND) . . P
fenicol, desinfectantes y antisépticos
Inactivacion
ACT-17 ACT betalactamasa Carbapenémico, cefalosporina, cefamicina, penam | de 100 100
antibioticos
Bomba de eflujo de antibidticos S . - .
adeF de resistencia-nodulacion- Antlblf)tI.CO fluoroquinolona, antibiodtico de F|UJ.O.C’1§ 4145 97.92
S tetraciclina antibioticos
division celular (RND)
. Alteracion de
ArnT PMR fosfoetanolamina Antibiético peptidico la diana 63.52 99.82
transferasa L e
antibiotica
Bomba de eflujo de antibidticos S . - S .
baeR de resistencia-nodulacion- Ant.'b'Ot'Co ammogluco&do, antibictico Fluj.o.(,je.) 97.92 100
L aminocumarina antibioticos
division celular (RND)
Bomba de eflujo de antibidticos S . - S .
baeS de resistencia-nodulacion- Ant.'b'Ot'CO amlnoglucosmo, antibidtico FIUJ_o_c’Jq 93.15 100
S aminocumarina antibioticos
divisién celular (RND)
Bomba de eflujo de antibidticos S - D . .
CRP de resistencia-nodulacion- Antibidtico macrdlido, antibiético fluoroquinolona, F|UJ.O.('ie. 99.05 100
S penam antibiéticos
division celular (RND)
Bomba de eflujo de antibidticos Fluio de
emrB de la superfamilia facilitadora Antibidtico fluoroquinolona antJibi()ticos 93.79 120.7

principal (MFS)

121




Bomba de eflujo de antibidticos

Flujo de

emrK de la superfamilia facilitadora Antibiético de tetraciclina A 100 110.26
. antibioticos
principal (MFS)
Bomba de eflujo de antibidticos Fluio de
emrR de la superfamilia facilitadora Antibidtico fluoroquinolona JO g€ 94.86 100
L antibioticos
principal (MFS)
Bomba de eflujo de antibiéticos Fluio de
emrY de la superfamilia facilitadora Antibidtico de tetraciclina Jo de 99.61 100
. antibioticos
principal (MFS)
. Alteracion de
eptA PMR fosfoetanolamina Antibiético peptidico la diana 99.63 100
transferasa D e
antibiotica
Escherichia coli alteracion de
AcrAB-TolC with . . Antibiotico fluoroquinolona, cefalosporina, .
} Resistance-nodulation-cell S o o la diana
MarR mutations . o glicilciclina, penam, antibiético tetraciclina, N
. . division (RND) antibiotic efflux e o ; antibiotica, 90.28 100
conferring resistance antibiético rifamicina, antibiotico fenicol, agentes .
. . pump . N eflujo de
to ciprofloxacin and desinfectantes y antisépticos P
. antibioticos
tetracycline
chr:i:::’:: coli EF- Alteracion de
. . R234F EF-Tu resistente a la elfamicina | Antibidtico elfamicina la diana 98.73 96.33
conferring resistance (e
. antibiotica
to Pulvomycin
Escherichia coli Pequefia bomba de eflujo de Flujo de
antibidticos para resistencia Antibiético macrélido L 99.09 100
emrE antibioticos

multiple (SMR)
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Escherichia coli
UhpT con mutacion

Alteracion de

que confiere E350Q UhpT resistente a los antibiéticos | Antibidtico de acido fosfonico la diana 95.25 100
resistencia a la antibiotica
fosfomicina
Facilitador principal bomba de
eflujo de antibidticos de la
superfamilia (MFS), bomba de Antibiético macrélido, antibiético fluoroquinolona, Flujo de
evgA . S o o 100 100
eflujo de antibidticos de penam, antibidtico tetraciclina antibiodticos
resistencia-nodulacion-division
celular (RND)
Facilitador principal bomba de
eflujo de antibidticos de la
superfamilia (MFS), bomba de Antibiético macrélido, antibiético fluoroquinolona, Flujo de
evgS . S S N 99.08 100
eflujo de antibidticos de penam, antibidtico tetraciclina antibiodticos
resistencia-nodulacion-division
celular (RND)
Bomba de eflujo de antibidticos S . D . .
gadX de resistencia-nodulacion- Antibiético macrélido, antibiético fluoroquinolona, F|UJ.0.(’1§ 08.54 100
S penam antibiéticos
division celular (RND)
Haemophilus Mutaciones en proteinas de
influenzae PBP3 que L | pr Alteracion de
. : D350N, union a la penicilina que ' - .
confiere resistencia S357N confieren resistencia a los Cefalosporina, cefamicina, penam la diana 52.57 96.39
a los antibioticos o . antibiotica
betalactamicos antibioticos betalactamicos
gﬁ&'gtzioén%?g{i‘?;lsbggza de Antibidtico macrdlido, antibiético fluoroquinolona, Fluio de
H-NS ! - cefalosporina, cefamicina, penam, antibiético de | s 94.12 100
superfamilia (MFS), bomba de antibiéticos

eflujo de antibidticos de

tetraciclina
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resistencia-nodulacion-division
celular (RND)

Pequefia bomba de eflujo de

Antibiotico macrolido, antibiético aminoglucésido,

Klebsiella antibioticos para resistencia cefalosporina, antibiético tetraciclina, antibiético Flujo de 84.17 100
pneumoniae KpnE multiole (SMpR) peptidico, antibiético rifamicina, agentes antibioticos '
P desinfectantes y antisépticos
Pequefia bomba de efluio de Antibiotico macrolido, antibidtico aminoglucésido,
Klebsiella ant?biéticos ara resiste:mia cefalosporina, antibidtico tetraciclina, antibiético Flujo de 88.07 100
pneumoniae KpnF multiole (SMpR) peptidico, antibidtico rifamicina, agentes antibidticos '
P desinfectantes y antisépticos
Bomba de eflujo de antibidticos S L. . .
leuO de la superfamilia facilitadora A“tt.'b!"tt'.co nucledsido, desinfectantes y F'“t!g.‘,’t‘? 82.17 100
principal (MFS) antisépticos antibioticos
SgTet;?s?:ni}lu}r?occjiiIzg}gbrftlcos Antibiotico fluoroquinolona, monobactam, Flujo de
division celular (RND), porina carbapenémico, cefalosporina, glicilciclina, antibioticos,
marA bacteriana aeneral cor‘1p cefamicina, penam, antibiotico tetraciclina, permeabilidad | 94.35 99.21
ermeabilidgad reducida a los antibidtico rifamicina, antibiético fenicol, penem, reducida al
getalactémicos agentes desinfectantes y antisépticos antibiotico
Bomba de eflujo de antibidticos S - D . .
mdtE de resistencia-nodulacion- Agrt]l::gtlco macrolido, antibiético fluoroquinolona, gLutJigigﬁcos 100 100
divisién celular (RND) P
Bomba de eflujo de antibidticos S -, D . .
mdtF de resistencia-nodulacién- Antibiotico macrélido, antibiético fluoroquinolona, FIUJ_o_qe_: 99.81 100
penam antibidticos

division celular (RND)
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Bomba de eflujo de antibidticos

Antibiético fluoroquinolona, antibiético lincosamida,

Flujo de

mdtM de la superfamilia facilitadora antibidtico nucledsido, antibiético fenicol, agentes A 97.8 100
e . L antibioticos
principal (MFS) desinfectantes y antisépticos
Bomba de eflujo de antibidticos S - . .
mdtN de la superfamilia facilitadora Ant.|b!ot|.co nucledsido, desinfectantes y Fluj.o.(,j(? 100 100
. antisépticos antibiéticos
principal (MFS)
Bomba de eflujo de antibiéticos S - . .
mdto de la superfamilia facilitadora | ~\ntibidtico nucledsido, desinfectantes y Flujo de 99.41 100
e antisépticos antibioticos
principal (MFS)
Bomba de eflujo de antibiéticos S - . .
mdtP de la superfamilia facilitadora Antllb!OtI.CO nucledsido, desinfectantes y F|UJ.O.C’1§ 98.57 100
. antisépticos antibiéticos
principal (MFS)
Bomba de eflujo de antibiéticos S L Flujo de
msbA en casete de union a ATP (ABC) Antibiotico nitroimidazol antibioticos 94.67 100
. Alteracion de
PmrF PMR fosfoetanolamina Antibiético peptidico la diana 100 100
transferasa L
antibidtica
Pequefia bomba de eflujo de Fluio de
gacJ antibioticos para resistencia Agentes desinfectantes y antisépticos J0 g€ 46.58 70.09
e antibidticos
multiple (SMR)
Bomba de eflujo de antibiéticos D . S .
rsmA de resistencia-nodulacion- Antlbllotlc.o.flgo.roqumo'lo.n’a., ant'b'.Ot'CO Flu!o.c'ig 85.25 100
diaminopirimidina, antibiético fenicol antibiodticos

division celular (RND)
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Bomba de eflujo de antibidticos

Antibiotico fluoroquinolona, cefalosporina,

Shigella flexneri acrA de resistencia-nodulacion- gIlgnglp [lna, ']E)engr'n, antlb'lgltl’c.o teftragcl; na, Fluj.g.(,j? 85.89 100
division celular (RND) antl' ioticori ammmq, e}nt! iotico fenicol, agentes antibidticos
desinfectantes y antisépticos
Grupo de genes de resistencia a S . o Alte.raC|on de
vanG licopéntidos. Van ligasa Antibidtico glicopéptido la diana 39.2 105.44
glicopephidos, 9 antibiética
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ANEXO Il

ID Meropenem | Descripcion Grupoos | Genes asociados encontrados

G0:0046677 Respuesta al antibiotico Grupo1 acrB, bacA, emrA, emrB, emrK, emrY, eptA, marA, mdtE,
mdtF, mdtG, mdtH, mdtM, mdtN, mdtO, mdtP, mprA, rsmA

G0:0007165 Transduccién Grupo2 baeR, cpxA, evgA, evgS, kdpE

G0:0035556 Transduccion de sefiales intracelulares Grupo2 baeR, cpxA, evgA, evgS, kdpE

G0:0000160 Sistema de transduccioén de sefial de fosforesforé Grupo2 baeR, cpxA, evgA, evgS, kdpE

G0:0042493 Respuesta a la droga Grupo3 acrB, acrD, baeR, emrA, emrK, mdtC, mdtE, mdtF, mdtG,
mdtM, mdtN

G0:0015893 Transporte de drogas Grupo3 acrB, acrD, emrA, emrK, mdtC, mdtE, mdtF, mdtG, mdtM,

G0:0006855 Transporte transmembrana de farmacos Grupo3 amcdr:3N acrD, emrA, emrK, mdtE, mdtF, mdtG, mdtM, mdtN

G0:0046618 Exportacién de medicamentos Grupo3 acrB, acrD, mdtC, mdtM

G0:0072348 Transporte de compuestos de azufre Grupo4 mdtN, mdtO, mdtP

G0:0042886 Transporte de amida Grupo4 mdtN, mdtO, mdtP

G0:0045117 Transporte de azoles Grupo4 mdtN, mdtO, mdtP

G0:0015906 Transporte de sulfatiazol Grupo4 mdtN, mdtO, mdtP

G0:1902599 Transporte transmembrana de sulfatiazol Grupo4 mdtN, mdtO, mdtP

G0:0009891 Regulacion positiva del proceso biosintético Grupo5 baeR, gadX, marA

GO0:0051173 Regulacion positiva del proceso metabdlico de los compuestos nitrogenados | Grupo5 baeR, gadX, marA

GO0:0010557 Regulacion positiva del proceso biosintético de macromoléculas Grupo5 baeR, gadX, marA

G0:0010628 Regulacion positiva de la expresion génica Grupo5 baeR, gadX, marA

G0:0031328 Regulacion positiva del proceso biosintético celular Grupo5 baeR, gadX, marA
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G0:0045935 Regulacion positiva del proceso metabdlico compuesto que contiene Grupo5 baeR, gadX, marA
nucleobases
GO0:0051254 Regulacion positiva del proceso metabdlico del ARN Grupo5 baeR, gadX, marA
G0:1902680 Regulacion positiva del proceso biosintético de ARN Grupo5 baeR, gadX, marA
G0:0045893 Regulacion positiva de la transcripcion, con plantilla de ADN Grupo5 baeR, gadX, marA
G0:1903508 Regulacion positiva de la transcripcion con plantilla de acidos nucleicos Grupo5 baeR, gadX, marA
ID Gentamicina | Descripcién Grupos Associated Genes Found
G0:0046677 Respuesta al antibiotico Grupo1 emrB, emrK, emrY, eptA, marA, mdtE, mdtF, mdtM, mdtN,
mdtO, mdtP, mprA, rsmA
G0:0042493 Respuesta a la droga Grupo2 baeR, emrK, mdtE, mdtF, mdtM, mdtN
G0:0015893 Transporte de drogas Grupo2 emrK, mdtE, mdtF, mdtM, mdtN
G0:0006855 Transporte transmembrana de farmacos Grupo2 emrK, mdtE, mdtF, mdtM, mdtN
G0:0007165 Transduccion Grupo3 baeR, baeS, evgA, evgS
G0:0035556 Transduccioén de sefiales intracelulares Grupo3 baeR, baeS, evgA, evgS
G0:0000160 Sistema de transduccion de sefial de fosforesforé Grupo3 baeR, baeS, evgA, evgS
G0:0072348 Transporte de compuestos de azufre Grupo4 mdtN, mdtO, mdtP
G0:0042886 Transporte de amida Grupo4 mdtN, mdtO, mdtP
GO0:0045117 Transporte de azoles Grupo4 mdtN, mdtO, mdtP
G0:0015906 Transporte de sulfatiazol Grupo4 mdtN, mdtO, mdtP
G0:1902599 Transporte transmembrana de sulfatiazol Grupo4 mdtN, mdtO, mdtP
G0:0009891 Regulacion positiva del proceso biosintético Grupo5 baeR, gadX, marA
GO0:0051173 Regulacion positiva del proceso metabdlico de los compuestos nitrogenados | Grupo5 baeR, gadX, marA
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GO0:0010557 Regulacién positiva del proceso biosintético de macromoléculas Grupo5 baeR, gadX, marA

G0:0010628 Regulacion positiva de la expresion génica Grupo5 baeR, gadX, marA

G0:0031328 Regulacioén positiva del proceso biosintético celular Grupo5 baeR, gadX, marA

G0:0045935 Regulacién positiva del proceso metabdlico compuesto que contiene Grupo5 baeR, gadX, marA

nucleobases

GO0:0051254 Regulacion positiva del proceso metabdlico del ARN Grupo5 baeR, gadX, marA

G0:1902680 Regulacion positiva del proceso biosintético de ARN Grupo5 baeR, gadX, marA

G0:0045893 Regulacion positiva de la transcripcion, con plantilla de ADN Grupo5 baeR, gadX, marA

G0:1903508 Regulacion positiva de la transcripcion con plantilla de acidos nucleicos Grupo5 baeR, gadX, marA

ID Florfenicol Descripcion Grupos Genes asociados encontrados

G0:0046618 Exportacién de medicamentos Grupo1 [acrB, acrD, mdtC, mdtM]

G0:0046677 Respuesta al antibidtico Grupo2 [acrB, acrE, arnC, bacA, emrA, emrB, emrK, emrY, eptA,
marA, mdtE, mdtF, mdtG, mdtH, mdtM, mdtN, mdtO, mdtP,
mprA, tolC, yojl]

G0:0008653 Proceso metabdlico de lipopolisacaridos Grupo3 [arnC, eptA, ugd]

GO0:0009103 Proceso biosintético de lipopolisacaridos Grupo2 [arnC, eptA, ugd]

G0:0042493 Respuesta a la droga Grupo4 [acrB, acrD, acrE, acrS, baeR, emrA, emrK, mdtC, mdtE,
mdtF, mdtG, mdtM, mdtN, yojl]

G0:0015893 Transporte de drogas Grupo3 [acrB, acrD, acrE, emrA, emrK, mdtC, mdtE, mdtF, mdtG,
mdtM, mdtN, yojl]

G0:0006855 Transporte transmembrana de farmacos Grupo3 [acrB, acrD, acrE, emrA, emrK, mdtE, mdtF, mdtG, mdtM,
mdtN]

G0:0072348 Transporte de compuestos de azufre Grupo5 [mdtN, mdtO, mdtP]

G0:0042886 Transporte de amida Grupo4 [mdtN, mdtO, mdtP, yojl]

GO0:0045117 Transporte de azoles Grupo4 [mdtN, mdtO, mdtP]

G0:0015906 Transporte de sulfatiazol Grupo4 [mdtN, mdtO, mdtP]
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G0:1902599 Transporte transmembrana de sulfatiazol Grupo4 [mdtN, mdtO, mdtP]

G0:0007165 Transduccion Grupo6 [baeR, baeS, cpxA, evgA, evgS, kdpE]
G0:0035556 Transduccioén de sefiales intracelulares Grupo5 [baeR, baeS, cpxA, evgA, evgS, kdpE]
G0:0023014 Transduccién de sefales por fosforilacion de proteinas Grupo5 [baeS, cpxA, evgS]

G0:0000160 Sistema de transduccion de sefial de fosforesforé Grupo5 [baeR, baeS, cpxA, evgA, evgS, kdpE]
G0:0018193 Modificacién de peptidil-aminoacidos Grupo5 [baeS, cpxA, evgS]

G0:0018202 Modificacién del peptidil-histidina Grupo5 [baeS, cpxA, evgS]

GO0:0046777 Autofosforilaciéon de proteinas Grupo5 [baeS, cpxA, evgS]

G0:0018106 Fosforilacion de peptidil-histidina Grupo5 [baeS, cpxA, evgS]

G0:0006081 Proceso metabdlico de aldehidos celulares Grupo7 [gadW, gadX, marA]

G0:0042180 Proceso metabdlico de cetonas celulares Grupo6 [gadW, gadX, marA]

G0:0009891 Regulacion positiva del proceso biosintético Grupo6 [baeR, gadX, marA]

G0:0046185 Proceso catabdlico de aldehido Grupo6 [gadW, gadX, marA]

GO0:0051173 Regulacion positiva del proceso metabdlico de los compuestos nitrogenados | Grupo6 [baeR, gadX, marA]

G0:0009438 Proceso metabdlico metilglioxal Grupo6 [gadW, gadX, marA]

G0:0042182 Proceso catabdlico de cetonas Grupo6 [gadW, gadX, marA]

G0:0010557 Regulacion positiva del proceso biosintético de macromoléculas Grupo6 [baeR, gadX, marA]

G0:0010628 Regulacion positiva de la expresion génica Grupo6 [baeR, gadX, marA]

G0:0031328 Regulacion positiva del proceso biosintético celular Grupo6 [baeR, gadX, marA]

G0:0045935 Regulacion positiva del proceso metabdlico compuesto que contiene Grupo6 [baeR, gadX, marA]

nucleobases

G0:0051596 Proceso catabdlico metilglioxal Grupo6 [gadW, gadX, marA]

G0:0051254 Regulacion positiva del proceso metabdlico del ARN Grupo6 [baeR, gadX, marA]

G0:0006089 Proceso metabdlico del lactato Grupo6 [gadW, gadX, marA]

G0:0061727 Proceso catabdlico metilglioxal a lactato Grupo6 [gadW, gadX, marA]

G0:1902680 Regulacion positiva del proceso biosintético de ARN Grupo6 [baeR, gadX, marA]

G0:0019243 Proceso catabdlico metilglioxal a D-lactato a través de S-lactoil-glutation Grupo6 [gadW, gadX, marA]

G0:0045893 Regulacion positiva de la transcripcion, con plantilla de ADN Grupo6 [baeR, gadX, marA]

G0:1903508 Regulacion positiva de la transcripcion con plantilla de acidos nucleicos Grupo6 [baeR, gadX, marA]
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ID GMF Descripcién Grupos Associated Genes Found
[arnC, emrB, emrK, emrY, eptA, marA, mdtE, mdtF, mdtM,

GO0:0046677 Respuesta al antibiotico Grupo1 mdtN, mdtO, mdtP, mprA]
G0:0042493 Respuesta a la droga Grupo2 [baeR, emrK, mdtE, mdtF, mdtM, mdtN]
G0:0015893 Transporte de drogas Grupo2 [emrK, mdtE, mdtF, mdtM, mdtN]
G0:0006855 Transporte transmembrana de farmacos Grupo2 [emrK, mdtE, mdtF, mdtM, mdiN]
G0:0072348 Transporte de compuestos de azufre Grupo3 [mdtN, mdtO, mdtP]
G0:0042886 Transporte de amida Grupo3 [mdtN, mdtO, mdtP]
GO0:0045117 Transporte de azoles Grupo3 [mdtN, mdtO, mdtP]
G0:0015906 Transporte de sulfatiazol Grupo3 [mdtN, mdtO, mdtP]
G0:1902599 Transporte transmembrana de sulfatiazol Grupo3 [mdtN, mdtO, mdtP]
G0:0009891 Regulacién positiva del proceso biosintético Grupo4 [baeR, gadX, marA]
G0:0051173 Regulacién positiva del proceso metabdlico de los compuestos nitrogenados | Grupo4 [baeR, gadX, marA]
G0:0010557 Regulacién positiva del proceso biosintético de macromoléculas Grupo4 [baeR, gadX, marA]
G0:0010628 Regulacion positiva de la expresidn génica Grupo4 [baeR, gadX, marA]
G0:0031328 Regulacion positiva del proceso biosintético celular Grupo4 [baeR, gadX, marA]

Regulacion positiva del proceso metabdlico compuesto que contiene
G0:0045935 nucleobases Grupo4 [baeR, gadX, marA]
G0:0051254 Regulacion positiva del proceso metabdlico del ARN Grupo4 [baeR, gadX, marA]
G0:1902680 Regulacion positiva del proceso biosintético de ARN Grupo4 [baeR, gadX, marA]
G0:0045893 Regulacién positiva de la transcripcion, con plantilla de ADN Grupo4 [baeR, gadX, marA]
G0:1903508 Regulacién positiva de la transcripcion con plantilla de acidos nucleicos Grupo4 [baeR, gadX, marA]
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