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RESUMEN
Acinetobacter haemolyticus es una bacteria gram negativa asociada a infecciones

nosocomiales debido a la creciente adquisicion de genes de resistencia a los antibioticos.
Esta adquisicion de genes se lleva a cabo a través de la transferencia horizontal, siendo
blanom-1 uno de los genes importantes adquiridos. NDM-1 es una Metalo-betalactamasa
de clase B que requiere zinc y que hidroliza todas las penicilinas, cefalosporinas y
carbapenémicos excepto aztreonam. En este estudio se trabajo in silico con la secuencia
de la proteina NDM-1, utilizando herramientas bioinformaticas para predecir los posibles
epitopes de activacion de linfocitos B y T, asi como predecir su antigenicidad,
alergenicidad, toxicidad, y la posible respuesta inmune generada. Con base a los
resultados in silico, se construyd un vector de clonacion con el gen blanowm-1, y el vector
pCR2.1-TOPO. Los resultados mostraron que la proteina NDM-1 no es alergena y no es
toxica, se obtuvieron siete posibles epitopes para linfocitos B y cuatro para linfocitos T
los cuales se encontraron no ser toxicos y ser inmunogénicos. Mediante un analisis
estructural de la proteina, se observaron que todos los epitopes estaban expuestos
menos uno. Las inmunizaciones in silico con la proteina arrojaron un perfil de
inmunoglobulinas alto en IgG e IgM y de citocinas, siendo mayor para IFN-g e IL-2. Con
base a estos resultados, se realizé la construccidn estable del vector de clonacién
pCR2.1-TOPO vy el gen blanom-1. En el presente trabajo describimos las propiedades
inmunologicas de la proteina NDM-1 /n silico, observando que es inmunogénica no
alergena y no toxica para su administracion en un biomodelo. Por lo cual la proteina
NDM-1 puede ser utilizada para generar anticuerpos policlonales en un biomodelo. Con
base a estos resultados se obtuvo el vector de clonacion pCR2.1-TOPO::ndm-1, que

posteriormente se utilizara para la construccion de un vector de expresion.

Palabras clave: Acinetobacter, NDM—1, inmunobioinformatica, vector de clonacion.



1. INTRODUCCION

1.1 Acinetobacter spp.

El término “Acinetobacter’ proviene del griego “akinetos”, que significa “no movil”. Aunque
estas bacterias no son moviles, presentan un tipo de movimiento impredecibles. En los
ultimos afos, el interés por las bacterias del género Acinetobacter ha aumentado
notablemente, principalmente debido a dos razones: su capacidad para causar
infecciones nosocomiales graves y su habilidad para desarrollar resistencia a multiples
farmacos e incluso resistencia extrema a farmacos (Knapp et al., 2006; Peleg et al., 2008;
Vanbroekhoven et al., 2004).

Las bacterias del género Acinetobacter presentan una serie de caracteristicas distintivas
que facilitan su identificacion presuntiva a nivel de género. Se trata de cocobacilos gram
negativos, aerobios estrictos, catalasa positivos, oxidasa negativos, no moviles y no
fermentadores (Baumann et al., 1968; Vallenet et al., 2008). En la tincién de Gram, estas
bacterias aparecen como bacilos cortos y robustos, que pueden ser dificiles de decolorar,
lo que puede llevar a errores en su identificacion, confundiéndolas con otros cocos gram

negativos o incluso gram positivos (Allen y Hartman, 2000).

El género Acinetobacter actualmente esta formado por 87 especies, dentro de estas, hay
seis especies fenotipicamente semejantes, siendo agrupadas en el complejo
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii (Acb), siendo las especies: A. baumannii, A.
calcoaceticus, A. lactucae, A. nosocomialis, A. pittii y A. seifertii (Mancilla-Rojano et al.,
2024). Las pruebas fenotipicas y bioquimicas convencionales (p.e. tincion de gram,
cultivo o pruebas bioquimicas) utilizadas en los laboratorios no son capaces de
diferenciar a las especies del complejo Acb, para lo cual se requieren pruebas
moleculares (p.e. PCR o secuenciacién) (Bergogne-Bérézin y Tower, 1996; Peleg et al.,
2008).

La alta frecuencia de aislamiento de A. baumannii y del complejo Acb en entornos
hospitalarios ha hecho que se considere como uno de los patégenos nosocomiales con

mayor relevancia, causante de brotes e infecciones relacionadas con la atencién



sanitaria. Esta capacidad de persistir se les ha atribuido a algunas caracteristicas como
la habilidad de sobrevivir durante largos periodos en superficies y una alta resistencia a
agentes antimicrobianos (Chapartegui-Gonzalez et al., 2018; Vazquez-Lépez et al.,
2020).

Por otra parte, las especies fuera de Acb conforman el complejo no-baumannii, donde A.
Iwoffii, A. courvalinii, A. johnsonii y A. bereziniae, se han reconocido recientemente
causantes de infecciones en medicina veterinaria (Mari et al., 2017). Sin embargo,
algunas otras especies como A. haemolyticus, A. junni, A. johnsonii y A. Iwoffi se han
identificado como causantes de infecciones en paciente inmunocomprometidos (Atrouni
et al., 2016). En los ultimos anos, A. haemolyticus ha cobrado relevancia debido a la
adquisicién de metalo-beta-lactamasas (MBL) como blanom-ike Y €nzimas modificadoras
de aminoglucésidos (AME) ademas de poseer otros mecanismos de resistencia, como
bombas de eflujo, que provocan la adaptacion de las bacterias en el entorno hospitalario,
lo que complica su tratamiento y erradicacion (Perichdn et al., 2014; Bello-Lopez et al.,
2020).

1.2 Resistencia a antibiéticos en Acinetobacter spp.
El principal desafio con Acinetobacter spp. es su elevada resistencia frente a distintos

antibidticos (Landman et al., 2002). Estos microorganismos muestran una resistencia
frecuente a varios medicamentos como la ampicilina, cefalotina, carbenicilina,
gentamicina, amikacina, cloranfenicol, tetraciclina, cotrimoxazol, ciprofloxacino vy
cefoperazona (Savov et al., 2002). Sin embargo, la creciente resistencia a estos
antibidticos ha complicado seriamente el manejo de estas infecciones, generando
preocupacion a nivel global (Doughari et al., 2009; Grotiuz et al., 2006; Perez et al., 2007).
A. baumannii, en particular, ha mostrado una evolucién significativa en su resistencia a
practicamente todos los antibiéticos empleados en su tratamiento. Hoy en dia, la mayoria
de las cepas de A. baumannii presentan resistencia a aminoglucésidos, tetraciclinas,
cefalosporinas, ampicilinas, cefotaxima, cloranfenicol, gentamicina y tobramicina, y de
forma alarmante a los carbapenémicos (Prashanth y Badrinath, 2005). Asi lo reportaron

Tocanelli et al., en 2018 ya que en la lista de patdégenos prioritarios de la Organizacién



Mundial de la Salud (WHO, 2017) para la investigacion y el desarrollo de nuevos
antibidticos, Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos ha sido designada

como patogeno critico de prioridad 1 (Tacconelli et al., 2018).

En A. haemolyticus se ha reportado la resistencia a carbapenémicos, cefalosporinas,
ciproflaxina y aminoglucésidos en cepas aisladas en un hospital de la ciudad de Puebla,
México (Bello-Lopez et al., 2020). También a netilmicina, tobramicina y niveles bajos de
amikacina (Espinal et al., 2011) Es importante destacar la resistencia a los antibioticos
de diversas familias como son aminoglucdsidos, quinilonas, betalactamicos y en especial
a carbapenémicos dado que son la ultima opcidn de tratamiento en infecciones
hospitalarias causadas por Acinetobacter, sobre todo en paises de bajos recursos. Esta

resistencia es debida a diferentes mecanismos tanto intrinsecos como adquiridos.

1.3 Tipos de resistencia a los antibiéticos

1.3.1. Resistencia intrinseca.

La resistencia intrinseca puede definirse como un rasgo que comparten universalmente
algunas especies bacterianas y que es independiente de la exposicién previa a
antibidticos (Galgano et al., 2025). En este tipo de resistencia, la causa no esta
relacionada con el uso de antibidticos, sino con las caracteristicas estructurales propias
de la bacteria (Kadhum y Hasan, 2019). La resistencia intrinseca a los antibiéticos puede
prolongar la duracion del tratamiento, provocar el fracaso de este y favorecer la
generacion de resistencia adquirida en los pacientes tratados (Espinal et al., 2006). Esto
sucede ya sea porque el microorganismo no presenta la estructura objetivo del antibiético
0 porque las caracteristicas del antibiotico impiden que alcance su objetivo (Waglechner
y Wright, 2017). Por ejemplo, las bacterias gram negativas son naturalmente resistentes
a la vancomicina porque este antibidtico no logra atravesar su membrana externa
(Antonoplis et al., 2019). Algunos ejemplos de los genes intrinsecos en Acinetobacter,
son OXA-51, abaF, ampC (Poirel et al., 2010; Lopes et al., 2012; lto et al., 2017;
Mohammad et al., 2013).
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1.3.2. Resistencia adquirida.
La resistencia adquirida puede desarrollarse a través de mutaciones o recombinaciones

genéticas, o mediante la adquisicion de genes que puede realizarse tanto por

transferencia génica vertical (VGT) como por transferencia génica horizontal (HGT).

Las mutaciones del ADN (sustituciones, deleciones, etc.) suelen estar causadas por
factores de estrés como por ejemplo inanicion, radiacion UV o productos quimicos y
pueden transferirse a la descendencia bacteriana (D’Costa et al., 2011; Coculescu et al.,
2009)

Por otro lado, la resistencia adquirida por adquisicion de material genético se basa en
material genético externo al cromosoma, como plasmidos, transposones e integrones,
que portan genes involucrados en la resistencia y que pueden transferirse entre bacterias
(Jabuk et al., 2017). Los plasmidos, son segmentos de ADN con capacidad de replicarse
de forma independiente al ADN cromosomico y suelen ser responsables de portar genes
que codifican la produccion de enzimas que inactivan los antibidticos (Thomas y Frost,
2014). Las principales vias de transferencia de material genético en las bacterias son la

transduccion, la transformacién, y la conjugacion (Fuchsman et al., 2017).

1.4 Mecanismos de resistencia

1.4.1. Disminucion de la permeabilidad de la membrana

Este mecanismo ocurre debido a alteraciones en la permeabilidad de las membranas
interna y externa, lo que reduce la entrada del farmaco a la célula o acelera su expulsion
a través de sistemas de bombeo (Santajit e Indrawattana, 2016). En A. baumannii, la
disminucién de la permeabilidad estd asociada a modificaciones estructurales en la
membrana externa, como la pérdida o reduccion de porinas y alteraciones en la
composicién de lipopolisacaridos, que limitan la penetracion de beta-lactamicos vy
carbapenémicos (Siroy et al., 2015). Ademas, mutaciones en porinas especificas
similares a la porina OprD en Pseudomonas aeruginosa, que induce resistencia a
carbapenémicos (Nikaido y Pagés, 2012) han sido documentadas en cepas resistentes
de A. baumannii, donde la regulacion negativa de las proteinas de membrana externa se

combina frecuentemente con la sobreexpresién de bombas de eflujo(Yoon et al., 2015).
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Esta coordinaciéon entre baja permeabilidad y eflujo activo explica la resistencia

multifactorial a quinolonas y aminoglucoésidos (Li ef al., 2012).

La membrana externa de A. baumannii contiene muchas de proteinas de membrana
externa (OMP), de las mas importantes OmpA, CarO, OMP similares a OprD, Omp 33-
36 kDa, AbuO, TolB, DcaP, Oma87/BamA, NmRmpM, CadF, OprF, etc. (Srinivasan et al.,
2015; Lee et al., 2017; Bhamidimarri et al., 2019; Rasooli et al., 2020). Las OMP
participan en varias funciones que ayudan a la bacteria a soportar las duras condiciones
ambientales y a combatir la amenaza que representan los compuestos antimicrobianos
(Srinivasan et al., 2015; Wang et al., 2015). La inmunizaciéon con OMP de A. baumannii
ha reportado un aumento significativo de los parametros inmunitarios protectores
(Alzubaidi y Alkozai, 2015; Bazmara et al., 2019) y los anticuerpos contra las OMP
protegen de forma pasiva a los animales de laboratorio (Goel y Kapil, 2001). Los estudios
clinicos identifican con frecuencia una expresion diferencial de las OMP en cepas de A.
baumannii resistentes a los antibiéticos, lo que establece su papel en resistencia (Cuenca
et al., 2003; Yun et al., 2008; Vashist et al., 2010; Moganty et al., 2011; Mostachio et al.,
2012).

La porina sensible a carbapenémicos o CarO se describié por primera vez en cepas de
A. baumannii sensibles al imipenem (Limansky et al., 2002). La CarO es una proteina de
canal de la membrana externa con forma de barril beta de ocho hebras que no tiene un
canal continuo (Mussi et al., 2005; Siroy et al., 2005; Zahn et al., 2015), pero que media
la entrada de betalactamicos (selectivamente imipenem) en A. baumannii (Mussi et al.,
2005).

1.4.2. Mutaciones en el sitio blanco
La resistencia a los antibidticos puede surgir a través de mutaciones en el sitio diana del

antibiotico, lo que reduce o elimina la capacidad del farmaco para unirse e inhibir su
objetivo. Estas mutaciones pueden producirse espontaneamente en los genes
bacterianos y luego se seleccionan en presencia del antibiético (Lambert, 2005). Las
modificaciones de los sitios diana de los farmacos que se encuentran en las bacterias

gran negativas son un proceso clave por el que se convierten en MDR, siendo un ejemplo
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de ello las alteraciones del lipido A. Los lipopolisacaridos (LPS) son moléculas clave que
se encuentran en la membrana externa de las bacterias gram negativas, aumentando la
estabilidad de las bacterias y protegiéndolas del entorno externo (Anandan y Vrielink,
2020). Otro sitio diana de los farmacos que puede modificarse, dando lugar a resistencia
a los antibidticos, es el ARN ribosomico 16S (ARNr) (Doi y Arakawa, 2007).

1.4.3. Sistema de bombas de expulsiéon
Las bombas activas son responsables de la resistencia mas comunmente observada en

el grupo de antibiéticos de las tetraciclinas (Breidenstein et al., 2011). A través de un
sistema de bombeo activo que requiere energia, las tetraciclinas son expulsadas de la
célula, lo que impide su concentracion dentro de ella (Li et al., 2019). Las bombas de
eflujo son proteinas localizadas en la envoltura o membrana citoplasmatica que actuan
como sistemas de expulsion, eliminando sustancias perjudiciales para las células desde
el interior hacia el exterior celular como colorantes y antibioticos. Estas estructuras estan
presentes en casi todos los tipos de células, incluyendo bacterias y células eucariotas
(Bambeke et al., 2000). Dependiendo de su naturaleza, pueden estar formadas por
multiples subunidades o ser monomeéricas. En las bacterias gram negativas, las bombas
de eflujo suelen ser complejos tripartitos que abarcan la membrana interna y externa,
conectadas a través del periplasma mediante una proteina de fusibn de membrana
(MFP) (Fernandez et al., 2019). En Acinetobacter spp. se han encontrado diversos tipos
de bombas entre los cuales podemos encontrar a las que se clasifican en: superfamilias
facilitadoras principales (MFS), sistemas de resistencia y nodulacion (RND), y sistemas
de expulsiéon para multiples farmacos y compuestos toxicos (MATE) (Vila y Sanchez -
Cespedes, 2007).

1.4.4. Creacion de una via alterna
Otra via para evitar la accion antimicrobiana es “eludir” la via metabdlica que inhibe el

antibiético mediante la sobreproduccion del objetivo del antibidtico. Un ejemplo relevante
de este mecanismo es la resistencia al trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX)

(Eliopoulos y Huovinen, 2001). Consiste en aumentar la produccién del objetivo
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antimicrobiano con el objetivo de saturar el antibiético aumentando la cantidad de
objetivos disponibles. Uno de los mejores ejemplos de este mecanismo es el desarrollo
de resistencia al TMP-SMX. Este farmaco altera la sintesis bacteriana de purinas y
algunos aminoacidos importantes al modificar la produccion de folato, aprovechando el
hecho de que la mayoria de las bacterias son incapaces de incorporar folato de fuentes

externas (Munita y Arias, 2016)

1.4.5. Enzimas hidrolizadoras o modificadoras de antibiéticos
La mayoria de las bacterias producen enzimas que inhiben los antibidticos, siendo la

inactivacion enzimatica uno de los mecanismos mas relevantes de resistencia a estos
farmacos (Pérez-Llarena y Bou, 2016). Entre los ejemplos mas comunes de este tipo de
enzimas, se encuentran las betalactamasas, las cuales pueden ser del tipo serin-
betalactamasa, la cuales en algunos casos pueden adquirir actividad carbapenemasa
como es el caso las OXAs que pertenecen a la clase D presentes en A. baumannii, que
hidrolizan antibiéticos beta-lactamicos incluyendo a los carbapenémicos (Vila y Martinez,
2018). Otro ejemplo son enzimas modificadoras de antibiéticos como las enzimas
aminoglucosido-modificantes (AME) que inactivan aminoglucésidos como los acetiles
aminoglucosidos transferasas entre otras (Poirel et al., 2020). Ademas, en
microorganismos multirresistentes como Acinetobacter también destacan enzimas que
modifican macrélidos como esterasas, fosfotransferasas y metilasas, las cuales alteran
la estructura de antibidticos como la eritromicina (Sharkey y O’Neill, 2019). Estas
enzimas son frecuentemente codificadas en genes acarreados en plasmidos o
integrones y que facilitan la diseminacion horizontal de la resistencia en entornos clinicos
(Southon et al., 2020).

1.5 Resistencia a beta-lactamicos
Uno de los mecanismos mas importantes en la resistencia a beta-lactamicos son las

beta-lactamasa, las beta-lactamasas constituyen un grupo enzimatico bacteriano de gran
relevancia clinica debido a su capacidad para hidrolizar el anillo beta-lactamico

caracteristico de antibiéticos como penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y
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carbapenémicos, inactivando asi su efecto antimicrobiano (Hamed et al., 2013). Este
mecanismo de resistencia, particularmente prevalente en bacterias gram negativas,
representa la estrategia de defensa mas eficiente contra los antibiéticos beta-lactamicos
(Bush y Jacoby, 2010). Cabe destacar que los genes que codifican estas enzimas pueden
localizarse tanto en el cromosoma bacteriano como en elementos modviles como
plasmidos, lo que facilita su diseminacién horizontal entre diferentes especies
bacterianas (Palzkill, 2013).

El uso excesivo de carbapenémicos en el ambito clinico ha ejercido una presion selectiva
que ha favorecido la emergencia y propagacion de beta-lactamasas con actividad
carbapenemasa, generando un grave problema de salud publica (Liang et al., 2021).
Estas enzimas no solo han sido detectadas en patdégenos hospitalarios, sino que también
presentan una amplia distribucion en diversos ambientes naturales, lo que sugiere la
existencia de un reservorio ambiental de genes de resistencia (Dehbashi et al., 2020).
Esta situacion es particularmente preocupante para pacientes inmunodeprimidos,
quienes enfrentan un mayor riesgo de contraer infecciones por bacterias multirresistentes

que limitan significativamente las opciones terapéuticas disponibles.

1.5.1. Enzimas betalactamasas
A nivel molecular, las enzimas betalactamasas se clasifican en cuatro grupos: A, B, Cy

D (Ambler, 1980). Las clases A, C y D difieren de la clase B, ya que estas actuan como
enzimas mediadas por éster, mientras que las de la clase B requieren del ion zinc para

funcionar como metaloenzimas (Walkty et al., 2020)

1.5.2. Beta-lactamasas de clase A
Las beta-lactamasas de clase A estan presentes en bacterias gram positivas (por

ejemplo: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Bacillus spp.) y gram negativas
(por ejemplo: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae),
generalmente estas enzimas se diseminan a través de

plasmidos o transposones (Walkty et al., 2020). Dentro de este grupo se encuentran las
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beta-lactamasas TEM, SHV y CTX-M las cuales son las mas comunes y estan
asociadas principalmente con bacterias gram negativas, siendo betalactamasas de
espectro extendido (ESBL) predominante en Enterobacterales como Escherichia coli y

Klebsiella pneumoniae (Lomovskaya et al., 2020).

En los ultimos afios, se ha identificado una nueva familia de ESBL mediadas por
plasmidos conocida como ESBL de tipo CTX-M. Estas enzimas representan un linaje
distinto dentro de las beta-lactamasas moleculares de clase Ay han mostrado una rapida
expansion (Rossolini et al., 2008). Principalmente, las ESBL de tipo CTX-M se han
detectado en cepas de Salmonella enterica serovar, S. typhimurium, A. baumanii y E.
coli, aunque también han sido encontradas en otras especies de los Enterobacterales
(Bradford, 2001; Nagano et al., 2004). En afios recientes, este grupo de ESBL se ha
convertido en el predominante en diversas regiones del mundo, como Canada, Europa,

América del Sur, India y algunas areas de Estados Unidos (Shahid et al., 2011).

1.5.3. Beta-lactamasas de clase C
Las enzimas AmpC pertenecen a la clase C de las beta-lactamasas segun la clasificacion

estructural de Ambler y se clasifican como categoria 1 en el sistema funcional propuesto
por Bush (Jacoby, 2009; Bush et al., 1995). Estas enzimas tienen residuos de serina en
su sitio catalitico activo, segun la clasificacion de Ambler (basado en la homologia
molecular de los aminoacidos). Por lo general, se encuentran en bacterias gram
negativas y normalmente estan localizadas en el cromosoma (Jacobs et al., 2018). Este
tipo de resistencia no es afectado por el acido clavulanico y algunas presentan una
caracteristica inducible, lo que significa que su produccion aumenta significativamente
en presencia de beta-lactamicos (Meini et al., 2015). Se han descrito beta-lactamasas
AmpC, de las que se ha demostrado o se prevé que estén mediadas cromosémicamente,
en Acinetobacter spp., Yersinia enterocolitica, Morganella morganii, Enterobacter
cloacae, Citrobacter freundii, Serratia marcescens, y Pseudomonas aeruginosa
(Philippon y Jacoby, 2002).

16



1.5.4. Beta-lactamasas de clase D
Las beta-lactamasas de clase D (DBL), al igual que las enzimas de clase Ay C, son

serinas beta lactamasas con actividad enzimatica basada en su sitio activo, pero se

distinguen de estas por su composicion de aminoacidos (Ambler, 1980).

Las DBL, también llamadas enzimas OXA u oxacilinasas, son un grupo diverso de mas
de 400 enzimas genéticamente distintas que se han identificado (Bush, 2013).
Principalmente se encuentran en bacterias gram negativas
como Acinetobacter, Pseudomonas aeruginosay enterobacterias, aunque también
existen en algunos patégenos gram positivos (Walther-Rasmussen y Hgiby, 2006; Bush
y Fisher, 2011).

1.5.5. Beta-lactamasas de clase B
Las beta-lactamasas de tipo B, constituyen un grupo variado de metaloenzimas capaces

de hidrolizar casi todos los antibidticos beta lactamicos, con excepcién de los
monobactamicos (Aztreonam), y que no son afectadas por los inhibidores de beta
lactamasas comercialmente disponibles, como el sulbactam, el tazobactam o el acido
clavulanico (Drawz y Bonomo, 2010). Por el uso de zinc, los quelantes metalicos como
el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) pueden inhibir su actividad (Drawz y Bonomo,
2010). A partir de la homologia de secuencia y la dependencia del ion zinc, se han
clasificado en tres subclases: B1, B2 y B3, siendo la subclase B1 la mas relevante (Mojica
et al., 2016). Las subclases B1 (P.E. Acinetobacter baumannii, Escherichia coli o
Klebsiella pneumoniae) y B3 (P.E. Stenotrophomonas maltophilia o Achromobacter
xylosoxidans) presentan un amplio espectro de hidrdlisis de sustratos que incluye
penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos, mientras que la subclase B2 solo hidroliza
carbapenémicos (P.E. Pseudomonas aeruginosa o Serratia fonticola) (Salahuddin et al.,
2018).

Las metalo-betalactamasas han emergido como uno de los mecanismos clave de
resistencia a los carbapenémicos, considerados el ultimo recurso terapéutico para tratar
infecciones provocadas por cepas con fenotipos multirresistentes (Walsh et al., 2005).

Actualmente, estas enzimas se encuentran en diversas especies de bacterias gram
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negativas y su presencia suele estar vinculada a la resistencia frente a multiples tipos de
antibidticos, lo que reduce significativamente las opciones de tratamiento (Queenan y
Bush, 2007). Las infecciones clinicas causadas por cepas productoras de MBL muestran

tasas mas elevadas de morbilidad y mortalidad (Deshmukh et al., 2011).

Las metalo-betalactamasas suelen localizarse en elementos genéticos moviles y
movilizables, como plasmidos, transposones e integrones, lo que facilita su diseminacion
entre diferentes bacterias, incluidas Enterobacterales y gram negativos no fermentadores
como Acinetobacter spp. (Kateete et al., 2016). No obstante, los tipos mas importantes
estan asociados a elementos genéticos moviles como plasmidos, como se ha visto para
IMP (Imipenemasa), VIM (Metalo-beta-lactamasa codificada por integron de Verona) y
NDM (Metalo-beta-lactamasa de Nueva Delhi) (Lauretti et al., 1999).

1.5.6. Metalo-beta-lactamasa de Nueva Delhi (NDM)
La metalo-beta-lactamasa de Nueva Delhi (NDM-1), identificada inicialmente en 2009 en

un aislamiento clinico de K. pneumoniae procedente de un paciente sueco con
antecedente de viaje a la India (Yong et al., 2009), representa actualmente uno de los
mecanismos de resistencia mas criticos en salud publica global. Esta enzima,
perteneciente a la clase B de metalo-beta-lactamasas (MBL), ejerce su accién mediante
la hidrélisis dependiente de cationes divalentes (Zn?*) del anillo beta-lactamico,
inactivando practicamente todos los antibidticos de esta clase, incluidos los
carbapenémicos de ultimo recurso como meropenem, imipenem y ertapenem (Wang et
al., 1999).

A diferencia de otras metalobetalactamasas la NDM-1 es Unica por ser una proteina
unida a la membrana. Esta localizacion celular favorece su secrecion y diseminacion en
vesiculas de la membrana externa. También, la NDM-1 es secretada selectivamente en
forma activa en las vesiculas de la membrana externa por diferentes bacterias, por lo
que queda protegida contra la accion de las proteasas extracelulares. (Gonzalez et al.,
2016). Estas vesiculas de la membrana externa poseen una potente actividad

carbapenemasa que ayuda a titular la cantidad de antibidtico disponible en el lugar de la
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infeccion y puede proteger a las bacterias vecinas que, de otro modo, serian susceptibles
a los antibidticos (Rumbo et al., 2011; Chatterjee et al., 2017).

1.6 Transferencia de resistencia en Acinetobacter spp.
La resistencia a los antibidticos puede transferirse y adquirirse mediante plasmidos,

integrones y transposones.

1.6.1. Transposones
Los transposones (Tns) son elementos de ADN que pueden desplazarse desde la

molécula de ADN a otros lugares del mismo ADN o a otras moléculas de ADN (Lambert,
2007).

Los elementos transponibles se dividen en cuatro categorias en las bacterias: secuencia
de insercion (IS), Tns compuestos, Tns no compuestos y fago transponible Mu (Streips
y Yasbin, 2002; Makalowski et al., 2012) Los elementos méviles (como los transposones
de ADN) pueden provocar la propagacion de la resistencia a los antibiéticos en las
especies bacterianas (Malachowa y DelLeo, 2010). Hoy en dia, ha quedado claro que las
IS pueden causar la resistencia bacteriana a los antibioticos de diferentes maneras
(Fowler y Hanson, 2014). La secuencia de insercion puede causar la inactivacion de los
genes en el sitio de insercion por integracion directa y, con los transposones compuestos,
causar la transmision de genes de resistencia a los antibidticos a otras bacterias
(Malachowa y DelLeo, 2010).

1.6.2. Integrones
Los integrones son elementos genéticos que contienen un sistema de recombinacion

especifico del sitio capaz de integrar, expresar e intercambiar elementos de ADN
especificos, denominados casetes génicos (Hall y Collis, 1995). Se ha informado de que
los integrones estan muy extendidos y se encuentran en especies clinicas, y su
movimiento se ha citado como una de las principales fuentes de preocupacion en relacion

con la resistencia clinica a los antibidticos (Verraes et al., 2013; Partridge et al., 2018)
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Dado que los integrones han evolucionado notablemente como marcadores potenciales
para identificar la resistencia a los antimicrobianos en los portadores digestivos humanos,
se ha informado de que los integrones que codifican genes de resistencia a los
antibioticos se encuentran abundantemente en E. coli comensal de huéspedes humanos

que reciben dosis de antibidticos (Kheiri y Akhtari, 2016).

1.6.3. Plasmidos
Los plasmidos son elementos de ADN que se replican de forma extracromosémica dentro

de los genomas bacterianos. Normalmente se transfieren horizontalmente mediante
conjugacion, pero también pueden hacerlo por transformacion, transduccion o a través
de vesiculas extracelulares. Los plasmidos son conocidos por propagar genes implicados
en la virulencia (Brouwer et al., 2013) y la interaccion ecoldgica (Hulter et al., 2017), y
son el principal mecanismo de propagacion de la resistencia a los antimicrobianos. Los
plasmidos son ADN extracromosomal portadores de genes de resistencia a antibioticos
y también a metales pesados, tienen la capacidad de replicarse por si mismos mientras
que los transposones son secuencias de ADN que pueden moverse a otras posiciones
en el genoma bacteriano. Estos elementos son frecuentes en bacterias resistentes
ademas que han sido identificados en aislados clinicos de Acinetobacter spp. (Gallego y
Towner, 2001).

Por medio de la conjugacion genética, los plasmidos pueden pasar de una bacteria a otra
con facilidad. Este proceso ocurre comunmente entre diferentes cepas de Acinetobacter
spp. debido a su alta adaptabilidad y frecuencia de transformacién. La capacidad de
ciertas especies para colonizar multiples ambientes facilita la transferencia de genes de
resistencia a los antibiéticos desde especies ambientales hacia los aislados clinicos y
viceversa. Por otro lado, la transduccién se da a través de numerosos bacteriéfagos que
tienen un rango de hospedadores mas limitado (Rathinavelu et al., 2003).

Ejemplo de la participacion de la diseminacion de la resistencia mediada por plasmidos
tenemos a la rapida diseminacion global de blanowm-1, reportado en mas de 40 paises
desde 2010 (incluyendo paises de Europa, América, Asia y Africa), la cual se ve facilitada

por su asociacion con elementos genéticos mdviles versatiles (Rolain et al., 2010).
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Estudios moleculares han demostrado su localizacion en plasmidos conjugativos de tipos
IncL/M, IncA/C e IncF, asi como su integracion en estructuras de integrones asociados
al elemento de insercion ISAba125, lo que explica su transferencia horizontal entre
diversas especies de Enterobacterales y otros bacilos gram negativos (Palzkill, 2013). La
presencia de NDM en plasmidos de Acinetobacter ya se ha reportado anteriormente ya
sea en origen de comida animal, muestras clinicas, aguas residuales o muestras
ambientales (Bing y Dongchang, 2015; Hu et al., 2012; Wan et al., 2013; Zhiyong vy
Xingzhuo, 2013)

1.7 Mecanismos de resistencia en A. haemolyticus
En 2020, Bello-Lopez y colaboradores investigaron cepas de Acinetobacter spp. con el

objetivo de identificar las especies presentes en pacientes pediatricos y detectar genes
de resistencia a los antibidticos. Se recolectaron un total de 54 cepas no duplicadas y no
consecutivas de Acinetobacter spp. de pacientes pediatricos de las cuales 24 se
identificaron como Acinetobacter haemolyticus, 24 Acinetobacter calcoaceticus—
baumannii y una cepa de cada una de las siguientes especies: Acinetobacter junii,
Acinetobacter radioresistens, Acinetobacter indicus, Acinetobacter Iwoffii, Acinetobacter
ursingii y Acinetobacter venetianus. Los 24 A. haemolyticus se consideraron
genéticamente no relacionados, una cepa era resistente a los carbapenémicos, dos a las
cefalosporinas, dos a la ciprofloxacina y dieciséis a los aminoglucésidos. Los genes de
resistencia a los antibioticos blaoxa-214 (29 %), blaoxa-215 (4 %), blaoxa-264 (8 %), blaoxa-265
(29 %), blanom-1 (4 %), aac (6 )-1g (38 %) y las nuevas variantes blaoxa-s575 (13 %), blatem-
229 (75 %), aac(6 )-Iga (4 %), aac(6 )-Igb (13 %) y aac(6 )-Igc (42 %) (Bello-Lépez et al.,
2020).

También, Bello-Lopez y colaboradores en 2019 secuenciaron una de las cepas aislada
la A. haemolyticus ANS54 portadora de blanom-1, y analizaron sus mecanismos de
resistencia a los antibidticos y la presencia de seis plasmidos del cual el plasmido
pAhaeAN54e contiene blanom-1. También estudié las caracteristicas de este nuevo
plasmido (pAhaeAN54e), concluyendo que la presencia de este tipo de plasmidos en un
patdgeno oportunista desempefia un papel importante en la diseminacion de genes de
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resistencia a antibidticos, especialmente frente a carbapenémicos, en los hospitales
mexicanos. La cepa y el plasmido mencionado previamente son con los cuales se

trabajaron en este proyecto (Bello-Lopez et al., 2019).

Por otro lado, el conocer si una beta-lactamasa como NDM-1 puede ser inmunogénica
tiene varios usos importantes como por ejemplo el desarrollo de vacunas, terapias con
anticuerpos o diagnostico, y en el caso de este trabajo usarla para la produccion de
anticuerpos para ser utilizados en diferentes trabajos con este microorganismo u otros
portadores de esta enzima. La investigacion en inmunologia actual genera cantidades
grandes de datos. Los nuevos avances en areas como protedmica, genomicay el estudio
de patégenos y sus interacciones con los organismos que infectan han creado la
necesidad de desarrollar sistemas eficientes para almacenar, organizar y analizar toda
esta informacion. Para responder a este desafio, surge la inmunoinformatica, que aplica
métodos computacionales para estudiar el funcionamiento del sistema inmunoldgico.
Este campo integra conocimientos de biologia, informatica, matematicas y estadistica

para procesar y analizar datos inmunoldgicos con mayor precision (Raoufi et al., 2020).

1.8 Inmunoinformatica
La inmunoinformatica utiliza herramientas bioinformaticas que incluyen: creacion y

gestion de bases de datos especializadas, identificacion de patrones estructurales y
funcionales, y desarrollo de modelos predictivos. La combinacién de estos enfoques
permite comprender mejor los mecanismos inmunitarios en humanos y animales, incluso
frente a patdogenos especialmente complejos (Pritam et al., 2019; Hegde et al., 2018;
Raeven et al., 2019). La enorme complejidad del sistema inmunitario vertebrado, sumada
a la diversidad de patégenos y antigenos ambientales con sus intrincadas vias
regulatorias, demanda el manejo de grandes volumenes de datos. Si bien esta
complejidad antes limitaba el progreso en el campo, hoy la vacunologia computacional
ha revolucionado el disefio de vacunas, haciéndolo mas preciso, accesible y especifico
(Mills et al., 2015; Michalik et al., 2016).

Para entender mejor los procesos complejos relacionados con los patdgenos, se han

creado modelos computacionales que abordan patégenos de origen viral, bacteriano,
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parasitario y fungico (Qiu et al., 2019; Imle et al., 2019; Miller et al., 2016). Estas
herramientas bioinformaticas son particularmente Uutiles para identificar epitopes
prometedores para posible desarrollo de vacunas. Analizan secuencias proteicas
buscando patrones especificos que puedan unirse a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad, lo que permite disefiar vacunas basadas en epitopes efectivas para

poblaciones humanas genéticamente diversas (Fonseca et al., 2017; Utesch et al., 2018).

1.8.1. C-ImmSim
El modelo C-ImmSim es una herramienta computacional que reproduce cédmo reacciona

el sistema inmunoldgico de los mamiferos cuando se enfrenta a agentes infecciosos
como virus o bacterias, tanto en su respuesta humoral como celular. Para ello, recrea
digitalmente una pequefna porcion de un 6rgano linfoide secundario (como un ganglio
linfatico) utilizando una estructura tridimensional con bordes periddicos, permitiendo
incluso modelar multiples 6érganos mediante diferentes configuraciones de malla
(Bernaschi & Castiglione, 2001; Castiglione & Celada, 2020).

Este modelo pertenece a la categoria de Modelos Basados en Agentes (ABM), lo que
significa que las células se representan como agentes individuales que conservan sus
propias experiencias durante su ciclo de vida simulado. En el modelo se incluyen las
principales células del linaje linfoide, como los linfocitos T helper (TH), los citotoxicos
(CTL), los linfocitos B y las células plasmaticas productoras de anticuerpos (PLB), asi
como algunas células del linaje mieloide, como los macrofagos (MA) y las células
dendriticas (DC). Ademas, C-ImmSim es policlonal, lo que permite simular una gran
variedad de linfocitos en lugar de limitarse a una poblacion uniforme de células
genéticamente idénticas, que eso es lo que ocurre en los modelos monoclonales
(Chiacchio et al., 2014; Palumbo et al., 2023; Mastrostefano et al., 2023).

El modelo representa principalmente una parte de un 6rgano terciario (P.E. ganglio
linfatico, amigdala o el bazo) y estos érganos terciarios son lugares donde los antigenos
se presentan a las células del sistema inmune. C-ImmSim simula al mismo tiempo tres
compartimentos que corresponden a diferentes regiones anatémicas en mamiferos: (1)

la médula ésea, donde se producen las células madre hematopoyéticas responsables de
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generar nuevas ceélulas linfoides y mieloides; (2) el timo, donde se seleccionan las células
T virgenes para evitar que ataquen tejidos propios; y (3) un érgano linfatico terciario,
como un ganglio linfatico. La difusién de las entidades en cada momento simula como

se propagan fisicamente las moléculas en el 6rgano linfatico (Rapin et al., 2010).

1.9 Vectores de clonacion
La clonacion molecular es una técnica para desarrollar herramientas experimentales

basadas en ADN que se utilizan para expresar genes en células de bacterias o de
mamiferos. Algunos ejemplos de estas construcciones de ADN incluyen un promotor
unido a un gen informador o una secuencia de ADNc controlada por un promotor que se
encuentra en todas las células. El proceso de clonacion molecular requiere varios pasos
hay que preparar el vector (que actua como vehiculo) y el fragmento de ADN que se va
a insertar, unir la insercion al vector, transformar las células competentes de E. coli e

identificar las clonas positivas (Mahmoud et al., 2021; Shahinaz et al., 2021).

Los vectores que se usan en laboratorios son versiones mas pequenas de los plasmidos
naturales y tienen varias caracteristicas como un origen de replicacion, un gen que
confiere resistencia a farmacos y sitios de restriccion unicos que ayudan a insertar
fragmentos de ADN. Muchas veces, varios sitios de restriccion se agrupan en lo que se
conoce como regiones polilinker, lo que facilita elegir combinaciones de enzimas de
restriccidon que sean convenientes dependiendo el fragmento de ADN que queramos
insertar (Nora et al., 2019). Elegir las enzimas de restriccion correctas es clave para
disefar una estrategia de clonacion ya que algunas dejan unos extremos sobresalientes
de unas pocas bases en el punto de corte, estos extremos se emparejan facilmente, lo
que mejora la eficacia de la ligadura y aumenta las probabilidades de éxito en la clonacién
(Dusek et al., 2020).

La clonacién mediante PCR es una herramienta que se ocupa mucho en ingenieria
genética gracias a su gran versatilidad, una de sus principales ventajas es que permite
trabajar con cantidades pequefias de material genético, facilitando la insercion de
fragmentos de ADN en vectores incluso cuando solo se tienen pequefias muestras

(Bertero et al., 2017). En este proceso, el fragmento de ADN que se amplificé mediante
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una PCR se une directamente al vector. Entre los distintos métodos disponibles, la
clonacion TA destaca por su simplicidad y eficiencia, sin embargo, requiere un disefio
cuidadoso de los oligonucleétidos y ajustar bien las condiciones de la reaccion de PCR.
Durante la amplificacién, la Tag polimerasa afiade una molécula de adenosina en los
extremos 3', estos sitios con Adenosina pueden unirse facilmente a vectores con cola

Timina, de ahi el nombre de clonacion TA (Zhou y Gomez-Sanchez, 2000).

Los vectores de clonaciéon son herramientas fundamentales en la biologia actual,
actuando como vehiculos moleculares que permiten la insercion, replicacion y expresion
de genes (Rosano y Ceccarelli, 2020). Gracias a estos sistemas, es posible disefar
microorganismos para producir proteinas recombinantes con diversas aplicaciones como
meédicas, industriales, agriculturas, entre otras. Sin los avances en vectores de clonacién
(como los plasmidos pET o sistemas basados en CRISPR-Cas9), la produccién masiva
de estas proteinas resultaria dificil que pasara (Terpe, 2020; Adli, 2023). Una proteina
codificada en ADN recombinante y expresada en un huésped heterdlogo es una proteina
recombinante (Young et al., 2012). En 1973, Herbert Boyer y Stanley Cohen fueron los
primeros en el uso del ADN recombinante en procesos de clonacion y expresion génica.
En esa década el uso de la expresion de ADN recombinante para la producciéon de
proteinas recombinantes se desarrolld mucho y hoy en dia la produccion de proteinas
recombinantes se ha utilizado mucho. De hecho, las vacunas contra el COVID-19 son un
buen ejemplo del uso de esta tecnologia (Francis et al., 2022; Ghiasi et al., 2021) y esta
tecnologia de ADN recombinante podria ser ocupada como terapia para tratamientos,
por ejemplo, contra el cancer y otras enfermedades que hoy resultan incurables (Souriau
y Hudson, 2003) (Kelliny et al., 2021).

En el presente trabajo describimos las propiedades inmunolégicas de la proteina NDM—
1 In silico, para sabes si puede ser administrada en un biomodelo. Por otro lado, con
base a los resultados obtener el vector de clonacion pCR2.1-TOPO::ndm-1, que
posteriormente se utilizara para la construccién de un vector de expresion, el cual se
utilizara en un futuro para expresar, purificar la proteina y administrarla en un biomodelo

para obtener anticuerpos.
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2. JUSTIFICACION
En la actualidad Acinetobacter haemolyticus se ha comenzado a asociar a infecciones

nosocomiales debido a la creciente adquisicion de genes de resistencia a los antibidticos.
La resistencia adquirida se obtiene a través de la transferencia horizontal de genes,
siendo blanom-1 uno de los principales adquiridos por muchas especies del género
Acinetobacter. Debido a su importancia de la proteina NDM-1 en la resistencia, es
necesario conocer su capacidad inmunogénica y obtener anticuerpos policlonales que
nos permita determinar la presencia de esta proteina en aislados clinicos, microvesiculas
secretadas por Acinetobacter spp. Asi como poder ocupar en un futuro los anticuerpos
para estudios de deteccién y diagndstico de enfermedades infecciosas o para el

desarrollo de vacunas.
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3. HIPOTESIS

Mediante herramientas bioinformaticas in silico, se predice que la proteina NDM-
1 presenta capacidad inmunogénica. Por lo que la proteina recombinante podria
servir como antigeno para la generacidon de anticuerpos policlonales en
biomodelos animales.

Es posible clonar blanow-1, responsable de la resistencia a carbapenémicos en
Acinetobacter haemolyticus, en el vector pCR2.1-TOPO mediante técnicas de

PCR y clonacion, generando una construccion estable en E. coli.
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4. OBJETIVO

4.1 Objetivo general

Identificar y evaluar las caracteristicas inmunogénicas de la proteina NDM - 1 in silico y
generar un vector de clonacién de la proteina NDM-1 de Acinetobacter haemolyticus
AN54.

4.2 Objetivos particulares
1. Identificar in silico los epitopes de activacion de linfocitos B y T de la proteina NDM.

2. ldentificar in silico las predicciones de antigenicidad, alergenicidad y toxicidad de
la proteina NDM-1.

3. ldentificar in silico la respuesta inmune humoral y celular activadas por la proteina
NDM-1.

4. Realizar el modelado in silico de la proteina NDM-1

5. Realizar la construccién del vector de mantenimiento pCR2.1-TOPO ::blanpm-1
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5 METODOLOGIA

5.1 Diseino experimental
En la Figura 1 se presenta el esquema de trabajo que se llevo a cabo en este trabajo de

investigacion.

Perfil de toxicidad,
alergenicidad e
inmunogenicidad

Anélisis
bioinformatico de
NDM -1

Prediccion de la
respuesta inmune

Acinetobacter Predicciones de e o
haemolyticus: onstruccion de

AN Sﬁ;g%ﬁiz E)I'i/raB modelo estructural

Obtencion del ADN Amplificacién del Construccion del
plasmidicode A. Gy gen blaypy. POr  pummmmmd Vector de clonacion
haemolyticus PCR pcrTOPO:: blaypm.-1

Figura 1. Esquema general de trabajo.

5.2 Cepas de estudio
Se trabajé con la cepa de A. haemolyticus AN54 portadora de blanowm-1, la cual fue aislada

de un paciente del Hospital Para El Nifio Poblano (HNP), previamente estudiada por

(Bello et al., 2020), la cual fue almacenada a -70°C.
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5.3 Técnicas y procedimientos

5.3.1. Identificacion de epitopes de la proteina NDM-1 y Modelado.

A partir de la secuencia de la proteina NDM- 1 obtenida de la base de datos GenBank
(Genbank: KP772181.1), se buscaron los posibles epitopes para linfocitos B y T. Para
determinar los epitopes que reconocen a linfocitos B se utilizé la plataforma BepiPred 2.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/BepiPred-2.0/) y para determinar los
epitopes que reconoceran a linfocitos T se utilizé la plataforma NetCTL 1.2
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetCTL-1.2/=). Swissmodel
(https://swissmodel.expasy.org/) fue la plataforma que se usé para el modelado de la
proteina y el software Pymol (https://www.pymol.org/) para visualizar los epitopes
encontrados en la estructura terciaria de la proteina resaltando los epitopes para

linfocitos T y B.

5.3.2 Predicciones de la toxicidad e inmunogenicidad de los epitopes
La inmunogenicidad de los epitopes predichos se analiz6 mediante el servidor de

inmunogenicidad de clase | IEDB (http://tools. immuneepitope.Org/immunogenicity/). Y
ToxinPred se utilizd para confirmar la no toxicidad de los epitopes

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/design.php).

5.3.3. Predicciones de Antigenicidad, Alergenicidad, Toxicidad y Propiedades
inmunogénicas de la proteina NDM-1

Se utilizé la plataforma Vaxijen 20 (http://www.ddg-
pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html) para obtener las predicciones de antigenos
protectores, para la predicciéon de alergenicidad se utilizé AllerTOP 2.0 (https://www.ddg-
pharmfac.net/AllerTOP/) y para toxicidad se utilizo ToxinPred2

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/design.php). Ademas, se utilizé la plataforma

C-ImmSimm (https://kraken.iac.rm.cnr.it/C-IMMSIM/index.php) para determinar la

viabilidad de las proteinas como inmundgenos para su desarrollo como biosensor.
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5.3.4 Diseino de oligonucleétidos para la amplificacion de blanpm-1
Los oligonucledtidos que se utilizaron para la amplificacion del blanom-1 se disefiaron

buscando las variantes de NDM mas comunes en México, encontrando que son NDM-1,
2 y 3. Se hizo un alineamiento en el programa Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msal/clustalo) para poder observar la similitud de las

secuencias, después se ocuparon los programas NEBCutter 2.0
(https://nc2.neb.com/NEBcutter2/?noredir) y Bioinformatics

(https://www.bioinformatics.org/sms2/rest_map.html) para hacer los mapas de restriccion

de los genes de las proteinas y posteriormente seleccionar los sitios de restriccidon con
base al sitio de clonaciéon multiple (MCS) del vector pCR2.1-TOPO y adicionarlos en los

oligonucledtidos disefiados.

5.3.5. Obtencién ADN plasmidico conteniendo el plasmido pAhaeAN54e portador
de blanom-1 de la cepa A. haemolyticus AN54

La purificacién del ADN plasmidico se realiz6 a través de lisis alcalina, la cual se basa en
la diferencia en las condiciones de desnaturalizacién del ADN cromosdmico y plasmidico,
lo que permite separarlos. Las bacterias se lisan, durante este paso, tanto el ADN
cromosémico como el plasmidico se desnaturalizan. La neutralizacion posterior con
acetato de potasio permite que solo el ADN plasmidico cerrado covalentemente vuelva
a unirse y permanezca solubilizado. La técnica ocupada fue la reportada por Bello Lopez
en 2019 (Bello-Lépez, 2019)

Se colocé una colonia en 1 mL de PBS en un tubo ependorf, posteriormente se centrifugd
a 13,000 rpm durante 5 minutos y se repitid este paso. A continuacion, se decanté el
sobrenadante, y se anadié 1 mL de solucién salina, se centrifugd nuevamente a 13,000
rom durante 5 minutos y se repitié el proceso. Después, se decantd el sobrenadante y
se afadido 1 mL de EDTA, se centrifugo a 13,000 rpm durante 5 minutos y se repiti6 el

procedimiento.

Una vez completados estos pasos, se adicionaron 400 pyL de Solucion 1 (30 mL de
sacarosa 0.3M, 25 mL de EDTA 25 mM ajustado a un pH de 8, 25 mL de Tris-HCL 25mM

ajustado a un pH de 8 y 31.25 mL de agua) a cada tubo y se resuspendio la pastilla
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mediante un vortex. Luego, se afiadieron 100 pL de lisozima a cada tubo y se mezclo
suavemente. Se incubo la mezcla a 4°C durante 30 minutos. Después de la incubacion,
se adicionaron 250 pL de Solucién 2 (300 yL de NaOH 5M, 1000 pL de SDS al 10% vy
3.7 mL de agua), se mezcl6 y se procedié a incubar a 55°C durante 30 minutos. Al
finalizar la incubacion, se enfrié la mezcla y se agregaron 80 uL de fenol-cloroformo. Se
resuspendid la pastilla mediante un vortex hasta obtener una solucién uniforme. Se
centrifugd a 13,000 rpm durante 10 minutos y desechd el sobrenadante, quedandose
unicamente con la pastilla. Se continué afiadiendo 100 uL de etanol absoluto al 100% e

incubo6 durante 2 minutos a -20°C.

Finalmente, se centrifugé nuevamente a 13,000 rpm durante 10 minutos, se decanto el
sobrenadante y se dejé secar la pastilla. Como ultimo paso, se resuspendié la pastilla en

20 L de agua inyectable.

5.3.6. Electroforesis en gel de agarosa
Para la visualizacién de las bandas plasmidicas, se realizo electroforesis en geles de

agarosa al 0.7 %, los cuales se corrieron a 90V por 45 minutos. Se utilizé el marcador de
peso molecular Gene Rules 100 bp Plus DNA Ladder (ThermoScientific). Los geles se
tineron con Bromuro de Etidio (0.5 g/L) por 5 segundos y lavados en agua destilada por
25 minutos. Los geles se fotografiaron en el foto documentador de imagenes MiniBIS

Pro, Bio Imagen System.

5.3.7. Amplificacién del gen blanom-1 por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Se llevé a cabo la amplificacion de blanom-1 a partir del ADN plasmidico mediante PCR

en un termociclador T Professional TRIO Thermocycler (Biometra) con un volumen final
de 10 L por reaccién y cuyos componentes se muestran en la Tabla1. Se ocup6 1 uL

del ADN plasmidico obtenido de la obtencion ADN plasmidico de A. haemolyticus como
templado para hacer la reaccion PCR. Como control negativo se ocupoé la mezcla de la

reaccion de PCR sin el ADN templado.
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Tabla 1. Componentes y concentraciones para la PCR

Componentes Concentracion Condiciones Concentracion

inicial para PCR final
(volumen
por tubo en
ulL)
DNA 5 U/ uL 0.1 0.5 U/ uL
Polymerase
Oligonucledtido 25 uM 0.3 0.75 uM
Forward
Oligonucledtido 25 uM 0.3 0.75 uM
Reverse
Agua libre de - 5.9 -
nucleasas
DNA - 1.0 -
plasmidico
dNTPs 10 uM 0.4 0.4 mM
Buffer 10x 1.0 1x
MgCi2 25 mM 1.0 2.5mM
Volumen final 10

Las condiciones para la PCR utilizadas fueron de 94°C por 1 minuto, 67°C por 1 minuto
y 72°C durante 1 minuto por 30 ciclos. Los oligonucledtidos utilizados para la
amplificacion del gen fueron los previamente disefiados y en cada reaccion de PCR se
colocé un control negativo, el control negativo consistié en la misma mezcla de reaccion,

pero en lugar de ADN se coloco el correspondiente volumen de agua inyectable estéril.

Los productos de PCR se visualizaron tras realizar electroforesis en geles de agarosa al
1% a 100 V por 30 min. Se utilizé un marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp
Plus DNA Ladder (Invitrogen). Los geles fueron tenidos con Bromuro de Etidio (BET) (0.5
g/L) durante 5 minutos y lavados por 5 minutos en agua destilada; para visualizar los
fragmentos de ADN, los geles se fotografiaron en un digitalizador de imagenes MiniBIS

Pro, Bio Imagen System.
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5.3.8. Purificaciéon de banda de amplificado del gen blanom-1 en gel de electroforesis
Para la purificaciéon del gen amplificado por PCR se ocup6 el kit Zymoclean Gel DNA

Recovery kit de la empresa Zymo Research, para el uso de dicho kit se siguio el protocolo

del fabricante, el cual es el siguiente:

El fragmento de ADN fue cortado del gel de agarosa utilizando un bisturi o un
cubreobjetos y se transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. Posteriormente, se
adicionaron tres volumenes de solucion ADB por cada volumen de agarosa cortado del
gel, seguido de una incubacién a 55°C durante 10 minutos o hasta que el gel se disolvio
completamente. La solucion de agarosa derretida se transfirié a una columna Zymo-Spin
colocada en un tubo de coleccion y se centrifugd durante 1 minuto, eliminando el
sobrenadante. A continuacion, se agregaron 200 uL de ADN Wash Buffer a la columna y
se centrifugd durante 30 segundos; este paso de lavado se repitid una vez mas,
descartando nuevamente el sobrenadante. Finalmente, se adicionaron 20 uL de agua
directamente sobre la matriz de la columna, se colocé la columna en un tubo limpio de

1.5 mL y se centrifugd durante 1 minuto para eluir el ADN purificado.

5.3.9. Reaccioén de ligacion de pCR2.1-TOPO y el gen blanom-1
El gen blanom-1 se cloné en el vector de clonacién pCR2.1-TOPO. Este vector tiene

extremos de timidina 3' para clonacion TA y Topoisomerasa | unida covalentemente al
vector, por lo que no se requiere cortar previamente con las enzimas de restriccion. Se
utilizé el gen purificado de banda de amplificado de electroforesis (5.3.8) que ya tenia los
sitios de restriccion elegidos. Una vez ya obtenida la reaccion, se mezcld gentilmente e
incubd por 30 minutos a 22 — 23°C (Figura 2). La tabla 2 describe cémo se realizé la

reaccion de clonacion TOPO:
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Tabla 2. Componentes y volumenes para la reacciéon de clonacién con pCR2.1-TOPO

Reactivos Volumen

Producto
fresco de
PCR (gen
blanpm-1)
Solucion
salina
Agua

Vector
pCR2.1-
TOPO
Volumen
final

1. Afadir 1 uL de
reaccion PCRa 1 ulL de
vector de clonacion

\ TOPO®

cloning < )

vector

05-4
ML

1 yL
Anadir a
volumen
total de

5uL
1 uL

6 L

2. Incubar 5 minutos a

temperatura ambiente.

3. Transformar en E. coli
(TOP 10).

Figura 2. Protocolo de clonacion TOPO®. Modificado de Patel, 2009

5.3.10. Células competentes E. coli Top 10

4. Seleccionar colonias.

Las células competentes son células bacterianas capaces de captar ADN exdgeno de su

entorno, para este trabajo, se utilizaron para incorporarle el vector pCR2.1-TOPO::

blanom-1 y poder evaluar el vector construido. Para la preparaciéon de las células

competentes se hizo crecer una colonia toda la noche a 37°C en agitacion en 5 mL de

LB o BHI (preindculo). Posteriormente, se adiciono el preindculo a un matraz de 50 mL

de LB o BHI y se dejo crecer a 37°C con agitacion. Se midié la Densidad Optica hasta
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que el cultivo alcanzé una DO600 = 0.6. Luego, el matraz se colocé sobre hielo durante
30 minutos. Después, se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se elimino el
sobrenadante y se afiadieron 25 mL de CaCl, 200 mM, se resuspendio la muestra y se
dejo en hielo durante 1 hora. A continuacion, se centrifugd nuevamente a 13,000 rpm
durante 5 minutos a 4°C. Se retir6 el sobrenadante y se mezclaron 4 mL de CaCl, con 1
mL de glicerol. Finalmente, se anadieron 500 pL de esta mezcla a cada tubo, se

resuspendio el contenido y se almacend a -70°C.

5.3.11. Transformacion de Escherichia coli Top 10 con pCR2.1-TOPO :: blanpwm-1.
Posteriormente, se realizd6 una transformacién, de la construccidn en células

competentes de E. coli (TOP 10). Para la técnica de transformacion, se tomoé un vial de
células competentes y se adiciond el volumen de la ligacion, dejandolo en hielo durante
30 minutos. Posteriormente, se incubd a 37°C durante 10 minutos y se afadiéo 1 mL de
medio BHI. Luego, se incub6 nuevamente a 37°C durante 1 hora. Después, se centrifugd
a 13,000 rpm durante 10 minutos, se retir6 el medio y se sembraron las células mediante
un cultivo masivo en una placa de TSA o BHI con X-gal para la seleccion de colonias, y
ampicilina y kanamicina, ya que estos son los antibioticos de seleccion del plasmido de
clonacion, lo que permitié seleccionar las colonias transformantes. Finalmente, se dejo
incubar a 37°C toda la noche y posteriormente se recuperaron las colonias

transconjugantes.

5.3.12. Comprobacion de la presencia de la construccion en colonias
transformantes

Después de la incubacion, se observo el crecimiento de colonias blancas candidatas a
portar el plasmido; se seleccionaron y aislaron colonias las cuales fueron sembradas en
medio BHI liquido e incubadas a 37°C en agitacion por 8 horas, posteriormente se realizé
la extraccidon de plasmido por lisis alcalina, el ADN plasmidico obtenido fue separado

electroforéticamente en gel de agarosa.
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5.3.13. Digestion de ADN plasmidico obtenido de las colonias transconjugantes
con enzimas de restriccion

Posteriormente se realizdé una digestion con enzimas de restriccidn. La reaccion de
restriccion de ADN plasmidico se llevo a cabo con las enzimas Xhol y Kpnl, utilizando
primero Kpnly posteriormente Xhol. En la primera digestién se ocuparon 20.0 uL de ADN,
5.0 pL de Buffer de la enzima, 0.2 uL de Kpnl y 25.0 uL de agua, teniendo un volumen
final de 50.0 uL que se incubaron a 37 °C por una hora. Después se purifico la digestion
con el kit de purificacion de ADN plasmidico. Para la segunda digestion, se ocuparon
20.0 pL del plasmido linealizado previamente, 5.0 uL de Buffer R, 0.2 uL de Xhol y 25.0
uL de agua, los cuales también se pusieron a incubar por 1 hora a 37°C. Finalmente la
visualizacion de la digestion total del ADN fue mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1%.
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6 Resultados.

6.1 Propiedades Inmunogénicas In silico de la proteina NDM - 1

Se realizaron predicciones en la plataforma BepiPred para determinar los posibles
epitopes para linfocitos B. Se encontraron 7 posibles regiones con alta probabilidad de
ser reconocidos por anticuerpos, estos epitopes van de los 4 a los 17 aminoacidos de
longitud (Tabla 3). Una vez obtenidos los posibles epitopes, se recurrié al programa
Pymol para visualizar la posicién dentro de la estructura de la proteina de los posibles
epitopes encontrados, dichas regiones se muestran en la (Figura 3), donde podemos ver
que todos los epitopes para linfocitos B (rojo) estan expuestos en la estructura de la

proteina.

Tabla 3. Predicciones de epitopes para linfocitos B de la proteina NDM—1

Epitopes para linfocitos = Numero de

B aminoacidos
NIMH 4
RPTIGQQMETGDQRFGD 17
DMPGFG 6
PQEGM 5
AANGWVE
LGNLGDADTEHY 12
PDSRAAIT

Prediccién in silico de epitopes para linfocitos B en la proteina NDM—1 con la plataforma BepiPred. Alanina
(A), Arginina (R), Asparagina (N), Acido aspartico o Aspartato (D), Cisteina (C), Glutamina (Q), Acido
glutdmico o Glutamato (E), Glicina (G), Histidina (H), Isoleucina (l), Leucina (L), Lisina (K), Metionina (M),
Fenilalanina (F), Prolina (P), Serina (S), Treonina (T), Triptéfano (W), Tirosina (Y), Valina (V).

38



Figura. 3. Probables epitopes para Linfocitos B y T en la estructura terciaria de la proteina
NDM-1. Se muestra el modelaje de la proteina NDM-1 con el programa Pymol, resaltando los
cuatro epitopes para células T (azul) y siete para células B (rojo).

Por otro lado, se realizaron las predicciones para determinar los posibles epitopes para
linfocitos T en la plataforma NetCTL 1.2. Encontrando 4 posibles epitopes con una
longitud de 9 aminoacidos (Tabla 4) y al realizar la posible posicion de estos en la proteina
se encontraron que solo tres de los cuatro epitopes para linfocitos T (azul) se encuentran

expuestos (Figura 3).
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Tabla 4. Predicciones de epitopes para linfocitos T de la proteina NDM - 1 in silico

Epitopes para Numero de
linfocitos T aminoacidos
STALAAALM 9
WTDDQTAQI 9
VAAQHSLTF 9
TSDNITVGI 9

Prediccioén in silico de epitopes para linfocitos T en la proteina NDM—1 con la plataforma NetCTL 1.2.
Alanina (A), Arginina (R), Asparagina (N), Acido aspartico o Aspartato (D), Cisteina (C), Glutamina (Q),
Acido glutamico o Glutamato (E), Glicina (G), Histidina (H), Isoleucina (1), Leucina (L), Lisina (K), Metionina
(M), Fenilalanina (F), Prolina (P), Serina (S), Treonina (T), Triptéfano (W), Tirosina (Y), Valina (V).

6.2 Resultados in silico de la toxicidad y prediccion de la inmunogenicidad de los
epitopes

Los epitopes predichos presentados en las Tablas 3 y 4 se evaluaron mediante la
prediccion de inmunogenicidad IEDB. Las puntuaciones de inmunogenicidad de los
epitoposepitopes para linfocitos B oscilaron entre 0.28656 y -0.057 y para los linfocitos
T oscilaron entre 0.22147 y -0.21477. Se seleccionaron los epitopes que obtuvieron un
valor positivo. Los resultados para la inmunogenicidad se muestran en |la Tabla 5 y Tabla

6. Los resultados para la toxicidad se muestran en las Tabla 7 y Tabla 8.
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Tabla 5. Puntuaje de inmunogenicidad para los epitopes predichos para linfocitos B de NDM -1

Péptido Longitud Puntaje

AANGWVE 7 0.28656

LGNLGDADTEHY 12 0.24098

PDSRAAIT 8 0.18563
DMPGFG 6 0.1445
PQEGM 5 0.0666

RPTIGQQMETGDQRFGD 17 0.02734
NIMH 4 -0.057

Tabla 6. Puntuaje de inmunogenicidad para los epitopes predichos para linfocitos T de NDM-1

Péptido Longitud
TSDNITVGI 9
STALAAALM 9
WTDDQTAQI 9
VAAQHSLTF 9

Puntaje

0.22147
0.10301
0.0814

0.21477

Los resultados de toxicidad mostraron que todos los epitopes predichos tanto para
linfocitos B como para linfocito T son no téxicos (tablas 7 y 8).
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Tabla 7. Predicciones de toxicidad para los epitopes predichos para linfocitos T de NDM-1

Epitopes para linfocitos Numero de Resultado
aminoacidos

NIMH 4 No téxico
RPTIGQQMETGDQRFGD 17 No toéxico
DMPGFG 6 No téxico
PQEGM 5 No toéxico
AANGWVE 7 No toxico
LGNLGDADTEHY 12 No toéxico
PDSRAAIT 8 No téxico

Tabla 8. Predicciones de toxicidad para los epitopes predichos para linfocitos B de NDM-1

Epitopes para Numero de Resultado
linfocitos T aminoacidos

STALAAALM 9 No toxico

WTDDQTAQI 9 No téxico

VAAQHSLTF 9 No toéxico
TSDNITVGI 9 No toéxico

6.3 Antigenicidad, alergenicidad y toxicida In silico de la proteina NDM-1
Para determinar la alergenicidad de la proteina, se utilizé el servidor AllerTOP 2.0; para

determinar la toxicidad se utilizé ToxinPred 2.0; y para su antigenicidad como probable
uso como vacuna se utilizé Vaxign y se utilizé C-ImmSim para poder determinar la posible

inmunogenicidad de la proteina NDM-1. En la tabla 9 podemos ver las plataformas
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utilizadas, las propiedades evaluadas y su respectivo resultado obtenido, los cuales

muestran que se puede reconocer como antigeno, no alergeno y no téxico.

Tabla 9. Tabla de propiedades toxicas, alergénicas y antigénicas evaluadas para NDM-1

Plataforma Propiedades NDM-1
Vaxijen 2.0 Antigenicidad Antigeno

protectora
Puntuacion 0.4127
Umbral /
Limite
0.4
Aller TOP Alergenicidad No
2.0 alergeno
ToxinPred Toxicidad No
2.0 toxico
ML- 0.2
Puntuacion

6.4. C - ImmSim
En la Figura 4 podemos observar los graficos del comportamiento del sistema inmune,

tras la inmunizacidn con la proteina NDM-1, la cual nos permitié determinar in silico que
esta proteina es inmunogénica debido al perfil de inmunoglobulinas y de citocinas
posiblemente generados. En el panel A podemos observar el posible perfil de
Inmunoglobulinas generado después de la inmunizacion, observando una alta y rapida
respuesta de IgM, asi como una respuesta un poco mas tardada de IgG. En el panel B
se ve la poblacién de células B, destacando la alta produccion de linfocitos B de memoria.
Para el panel C podemos observar la generacién de células T-Helper, donde vemos la
activacién de células TH tanto en estado activo, como en estado de reposo. En el panel
D se observa la generacion de células T citotoxicas tras la inmunizacion, en este panel
podemos observar, asi como en el anterior, vemos la activacion de células TC tanto en
estado activo, como en estado de reposo. Por ultimo, en el panel E tenemos el perfil de

citocinas en donde destacan la estimulacion de interferon gamma y la interleucina 2.
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Figura 4. Resultados de la simulacion inmunolégica mediante C-ImmSim. A) La
produccion de inmunoglobulinas representa la proliferacion de la respuesta inmunitaria tras la
administracion de la inmunizacion. B) La poblacién activa de células B se observa con la
administracion de la inmunizacion. C) Generacion de células T-Helper. D) Se observa la
generacion de células T citotdxicas tras la inmunizacion. El “Resting” indica a las células, que
no se mostraron a los antigenos mientras que “Anergic” indica el nivel de tolerancia del
antigeno. E) El perfil de citocinas muestra el nivel IFN-g inducido tras la administracion de la

inmunizacion
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6.5 Diseio de oligonucleétidos con sitios de restriccion
Como parte de la estrategia experimental para la clonacién de blanow-1 de Acinetobacter

haemolyticus AN54, se disefiaron oligonucledétidos especificos que incluyeron sitios de
restriccion en sus extremos 5'. Estos sitios permiten la posterior insercion del gen en el
vector de mantenimiento seleccionado. Por lo que se realizé el mapeo de sitios de

restriccion del gen blanowm-1. (Figura 5)
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Figura 5. Mapa de restriccion de blanpm1. Determinacion de la presencia de los sitios de
restriccion en el gen blanowm-1 utilizando el programa NEBcutter V2.0 con el fin de poder determinar

las enzimas de restriccion a utilizar en los oligonucleétidos.

Con los resultados del mapa de restriccion y conociendo el sitio de multiclonacion del
vector, se afadié Xhol al oligonucledétido forward y Kpnl para el oligonucleétido reverse.
Obteniendo los oligonucledtidos que posteriormente se ocuparon. La parte en negritas
es el nombre que recibié el oligonucledtido, la parte en rojo es el sitio de restriccion

afadido y la parte en negro es la secuencia del gen.
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NDMprotF: CTCGAGATGGAATTGCCCAATATTAT

NDMprotR: GGTACCGCGCAGCTTGTCGGCCAT

6.6 Extraccion del ADN plasmidico de la cepa A. haemolyticus AN54
Con la finalidad de obtener el plasmido pAhaeAN54e de A. haemolyticus portador del

gen blanpwm-1, se realizo la extraccion de ADN plasmidico de la cepa AN54 por la técnica
de lisis alcalina. La Figura 6 muestra el patron de banda plasmidico de la cepa generada
por los cinco plasmidos que alberga la cepa AN54, incluyendo el plasmido pAhaeANS4e

portador de blanom-1, con un peso de 45.46 kbp.

12 34

1000kb
900kb

500kb

Figura 6. Corrimiento en gel de agarosa al 1% de la extracciéon de plasmidos por Lisis
Alcalina en A. haemolyticus AN54. Carril 1 Marcador de Peso Molecular, carril2y 3
extraccion de plasmidos de cepa ANS4, carril 4 vacio.
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6.7 Amplificacion de blanom-1 a partir de la purificacion plasmidica de la cepa A.
haemolyticus AN54

Se realizaron reacciones de PCR para detectar blanom-1 en el producto de la extraccion
de plasmidos de A. haemolyticus. La flecha que se muestra en la Figura 7 muestra el
amplificado de 813 kb para blanowm-1. Se visualizé mediante electroforesis en un gel de

agarosa al 1.0 %.

813 kb

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la amplificacién del gen blanpm-1 €n A.
haemolyticus. Carril 1 Marcador de Peso Molecular, carril 2 control negativo, carril 3,4y 5
amplificado de blanpw-1 albergado en el plasmido pAhaeAN54e de la cepa AN54.

6.8 Clonacion y transformacion
El producto de PCR de blanpm-1 se clond en el vector pCR2.1-TOPO, posteriormente, se

transformé en E. coli TOP 10 y se sembro6 en placas LB/kanamicina-ampicilina. Fueron

34 colonias que crecieron en las placas por ser resistentes a ampicilina y kanamicina
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(figura 8). Estas son las que posiblemente contenian el plasmido con pCR2.1-
TOPO::ndm1 (colonias blancas), para confirmar esto, se evaluaron 4 colonias aleatorias

mediante PCR de colonia (Figura 9).

Figura 8. Colonias de bacterias E.coli DH5a con el plasmido pCR2.1-TOPO al que se le
cloné el gen blanom-1. Placa con medio LB, X-gal, ampicilina y kanamicina.

Figura 9. Electroforesis de gel de agarosa al 1% del producto de PCR a partir de las
colonias transformadas con el plasmido pCR2.1-TOPO ::ndm1. Carril 1 marcador de peso

49



molecular, carril 2 control negativo, carril 3 control positivo (amplificacion blanom-1a partir de cepa
AN54), carril 4 amplificacion positiva de blanom-1 de PCR colonia 1, carriles 5 y 6 amplificacion
negativa de blanpm-1 de PCR de colonia 2 y 3, carriles 7 y 8 amplificacion positiva de blanpu-1 de
PCR colonia 4y 5.

6.9 Comprobacion de la construccion por restriccion enzimatica
La restriccion enzimatica del plasmido pCR2.1-TOPO se realizé con las enzimas de

restriccion Xhol y Kpnl, la digestion con ambas enzimas en el plasmido produjo 2
fragmentos de aproximadamente 4000 kb y 800 kb. Para ver el producto de la digestion

se llevé a cabo una electroforesis en un gel de agarosa al 1% (Figura 10).

Figura 10. Digestion enzimatica del vector pCR2.1-TOPO::ndm1 con las enzimas Xho y
Kpn. Gel de agarosa al 1% y TAE 1x. Carril 1 marcador de peso Thermo Scientific Gene Ruler
100 bp Plus DNA Ladder, carril 2 plasmido pCR2.1-TOPO::ndm1 digerido con Xho 1 y Kpn 1,
carril 3 control negativo, carril 4 plasmido pCR2.1-TOPO digerido con Xho1 y Kpn1.
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7 Discusion.
Debido al uso indiscriminado de antibioticos, la resistencia a los antibidticos en las

bacterias va en aumento y muchos de los antibidticos utilizados en el pasado ya no son
eficaces. El descubrimiento de nuevos antibioticos no ha podido seguir el ritmo de la
aparicion de patdégenos resistentes a los antibidticos y estamos avanzando hacia una
etapa en la que ya no es capaz de curar un gran numero de infecciones bacterianas.
(Chattopadhyay et al., 2015; Yoneyama y Katsumata, 2006). Las NDM son una de las
enzimas mas importantes que confieren resistencia a los antibiéticos, presentes en una
amplia gama de patdégenos humanos, y su prevalencia estd aumentando en todo el
mundo (Wang et al., 2025). Creemos que el estudio inmunoinformatico de esta proteina
puede aportar conocimiento para posteriormente proponer soluciones contra la
resistencia bacteriana para reducir la carga de esta crisis sanitaria mundial. Numerosos
estudios han utilizado métodos inmunoinformaticos para trabajar tanto con la proteina
NDM, como con Acinetobacter spp. principalmente en los campos como disefo de
vacunas, mapeo de epitopes, respuesta inmune y caracterizacion molecular (Fataholi et
al., 2021; Motamedi et al., 2023; Beikzadeh, 2023). En este trabajo se tuvo como objetivo
el evaluar la respuesta inmune producida por NDM, se utilizaron herramientas
bioinformaticas para encontrar epitopes que estimulan de forma adecuada y especifica
el sistema inmunitario contra las NDM y que se encuentran en la parte mas externa de
la estructura terciaria de la proteina. Dado que la presentaciéon de epitopes no protectores
desvia la potencia del sistema inmunitario y disminuye la afinidad antigeno (Ag) -
anticuerpo (Ab), por este motivo, la identificacion precisa de los epitopes inmunogénicos
es muy importante (Ahmad et al., 2016). En los ultimos afios, se ha desarrollado el uso
de herramientas bioinformaticas para la prediccion de los epitopes inmunogénicos mas
potentes (Soria et al., 2015; Pappalardo et al., 2016). Y se han realizado varios estudios
para predecir epitopes antigénicos para NDM-1y para Acinetobacter spp. principalmente
en el campo de desarrollo de vacunas (Motamedi et al., 2023; Fathollahi et al, 2021;
Barrios et al., 2014).

La variacion en la longitud del péptido es importante para la funcion de los epitopes
antigénicos para provocar la respuesta inmunitaria. Las longitudes de los epitopes

predichos deben ser preferentemente de entre 7-12 mer para la unién al MHC de clase |
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porque el surco de union a péptidos del MHC de clase | no permite la variaciéon en la
longitud de los péptidos. La mayoria de las moléculas HLA tienen una fuerte preferencia
por la union a epitopes con longitudes de 9 mers. (Nielsen y Andreatta., 2016; Chang et
al., 2006). De nuestros once epitopes predichos, siete se encuentran en el rango 6ptimo
de longitud y de los siete dentro del rango, cuatro tienen la longitud de fuerte preferencia
a union a las moléculas de HLA. Lo que pudiera sugerir que se generara una respuesta

inmune en nuestro proximo estudio de obtener anticuerpos.

AllerTOP es el primer servidor sin alineacion para la prediccion in silico de alérgenos
basada en las principales propiedades fisicoquimicas de las proteinas. Ademas de la
alergenicidad, AllerTOP es capaz de predecir la via de exposicion al alérgeno: alimento,
inhalante o toxina (Dimitrov et al. 2013). Dimitrov et al. (2014) realizaron un estudio donde
se comparo el rendimiento de AllerTop con el de nueve servidores web de libre acceso
utilizando el conjunto total de 2.427 alérgenos y 2.427 no alérgenos. Los servidores se
compararon en términos de sensibilidad, especificidad, ppv (positive predictive value),
F1 y MCC (Matthews correlation coefficient). Dando como resultado que fue el tercero
mas sensible (87.6%), el cuarto con mas especificidad (90.7%), el mas preciso (88.7%),
y el tercero en términos de ppv (0.903). Utilizando el estadistico F1, AllerTOP es de nuevo
el método con mejores resultados (0.885). Por ultimo, los valores de MCC muestran que
AllerTOP es el que mejor funciona (0.775). Asi que, aunque AllerTOP no es el primero
en cada estadistica, obtiene buenos resultados en cada medida y no muestra la alta
variabilidad que caracteriza a la mayoria de los demas servidores, por eso, es que se
decidio ocupar este servidor sobre las otras opciones. En cuanto al uso de AllerTop para
la evaluacion de NDM, se han reportado numerosos estudios, principalmente para disefio
de vacunas como el hecho por Fathollahi et al. (2021), Motamedi et al. (2023) o Naveed
et al. (2023). En cuanto a Acinetobacer, Naveed et al. (2023) evaluaron la alergenicidad
de la proteina OmpA usando AllerTop, estableciendo asi un precedente para el analisis
de proteinas de este género bacteriano, esto valida nuestro enfoque de utilizar AllerTOP

en la evaluacién inmunogénica de NDM-1 en A. haemolyticus.

La prediccion de la toxicidad de péptidos es un paso fundamental en el uso de proteinas

en biomodelos, asi, ToxinPred surge como una herramienta bioinformatica basada en
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maquinas de vectores de soporte, entrenada con un conjunto de 1805 péptidos toxicos,
que permite evaluar la toxicidad de epitopes en funcibn de sus propiedades
fisicoquimicas. Ademas, ofrece la posibilidad de identificar mutaciones especificas para
modular su toxicidad, ya sea aumentandola o disminuyéndola segun los requerimientos

experimentales (Anand et al., 2024; Gupta et al., 2013).

Esta plataforma ha sido empleada previamente en estudios relacionados con NDM-1,
como en el trabajo de Basu et al. (2022), donde se utilizd6 para disefiar péptidos
antimicrobianos dirigidos contra beta-lactamasas de importancia clinica en bacterias
gram negativas. También, otros investigadores han combinado ToxinPred con
herramientas como VaxiJen y AllerTop para el desarrollo de vacunas basadas en
epitopes, un ejemplo es el estudio de Motamedi et al. (2023), que empled estas
plataformas para disefar una vacuna multiepitdpica contra metalo-betalactamasas. Sin
embargo, no todos los estudios recurren a las mismas estrategias de prediccion. Por
ejemplo, Fathollahi et al. (2021) utilizaron Vaxiden y AllerTop para el disefio in silico de
una vacuna contra NDM-1, pero en lugar de utilizar ToxinPred como en este estudio,
evaluaron la toxicidad mediante la plataforma ToxDL. Esta variabilidad metodolégica
refleja la importancia de seleccionar herramientas bioinformaticas segun los objetivos

especificos del estudio y la disponibilidad de algoritmos validados.

Para evaluar la posible inmunogenicidad se uso la plataforma C-IMMSIMM, un servidor
que puede simular o predecir como reaccionaria el sistema inmunolégico humano frente
a un posible inmundégeno. Las respuestas que se pueden observar incluyen las
respuestas humorales y celulares, asi como diversas moléculas generadas como
anticuerpos y citocinas. Las respuestas inmunolégicas tanto innata como adquirida,
mediadas por células, estan estrechamente relacionadas con la capacidad del hospedero
para resistir infecciones (Amezcua et al., 2012), ademas, las células B y los anticuerpos
tienen un papel fundamental en la eliminacién de bacterias y en la supervivencia del
hospedero. También las células B pueden afectar directamente a las células dendriticas
y T, lo que influye en la inmunidad adaptativa (Youinou, 2007). Como se puede observar
en la figura 4, tras la inmunizacion se observd un fuerte aumento de la poblacion de

linfocitos B, incluidos los linfocitos B de memoria, lo que indica el potencial de cambio de
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isotipo y formacion de memoria. EI modelo obtenido indica que es probable que se active
la memoria de las células B. Las células B han reportado ser de vital importancia en la
proteccion temprana frente a la infeccidbn por A. baumannii y teniendo un papel
importante en la eliminacion de A. baumannii del pulmon, el higado y el bazo y en
prevenir la diseminacion extrapulmonar de A. baumannii tras la infeccion (Islam et al.,
2025), por lo que es importante la expresion de linfocitos B como ha ocurrido en nuestra

simulacion.

Para la respuesta del perfil de las inmunoglobulinas, se reconocié a la proteina como
antigeno, siendo lo esperado y ya reportado por otros autores en Acinetobacter spp.
como Magda (2022). También, mostré una respuesta rapida y alta de IgM y para IgG una
respuesta un poco mas lenta y menor de isotipo IgM en la proteina, esta respuesta en
los anticuerpos es algo esperado cuando se presenta una infeccion en un biomodelo,
ademas, de presentar una respuesta hasta el dia cuatro después de la inmunizacién (Liu
et al., 2020). Otros autores han reportado este mismo patron en la respuesta en nifios
(Aksu et al., 2006) lo cual podria ser util para la generacion de una vacuna a partir de
anticuerpos para Acinetobacter spp. Finalmente, cuando el sistema inmune reconoce un
antigeno, es normal que, como respuesta, los niveles de IgG, IgA e IgM se eleven en
comparacion a un individuo “sano” o que no esta reconociendo un antigeno,

principalmente en el isotipo IgG (Hughes et al., 2001).

Segun (Figura 4), los niveles de las poblaciones de células TH (helper) y TC (citotoxicas)
también aumentaron significativamente con respecto al desarrollo de la memoria, se
presenté una gran activacién tanto en el estado activo como en el estado de reposo.
Estudios anteriores han reportado el impacto de Acinetobacter en las células dendriticas
humanas, reportando una activacion de la respuesta de tipo TH1 (Debarry et al., 2010),
asi como proteinas de membrana externa de Acinetobacter asociadas a la citotoxicidad
(Choi et al., 2008). Ademas, en un estudié se reportd que ratones inmunizados con la
proteina NDM-1 producian células T — Helper 17, esto se alinea con los resultados

obtenidos ya que también hay una produccion de células T-Helper (Chen et al., 2011).

Finalmente, se observa un aumento significativo del interferén gamma (IFN-y) y un

aumento moderado de la interleucina-2 (IL-2) (Figura 4) después de la inmunizacion. En
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trabajos anteriores se ha identificado que el IFN-y es necesario para la resistencia del
hospedero a la infeccion virulenta por A. baumannii (Li et al., 2018). También, se ha
demostrado la necesidad de IFN-y en la mediacion de la respuesta inmune, la muerte
celular y la activacion de proteinas bactericidas inducidas por IFN-y (Li et al., 2024). El
IFN-y se ha mostrado como una citocina extremadamente versatil que puede llevar a
cabo muchas actividades bioldgicas no redundantes con otros interferones. La literatura
esta llena de informes que destacan su importancia en las patologias de la enfermedad.
En consecuencia, cualquier fallo en el sistema IFN-y-IFN-yR dificulta gravemente la
respuesta inmunitaria del hospedero frente a las infecciones. Asi pues, su relevancia en
lo que respecta a conferirinmunidad protectora en enfermedades infecciosas y canceres
es indiscutible (Kak et al., 2018). El IFN-y desempefia un papel importante en la
respuesta innata del hospedero a las infecciones por bacterias. Los ratones mutantes
con alteraciones genéticas en el IFN-y, el receptor del IFN-y o el factor de transcripcidn
Stat-1 (todos ellos necesarios para la expresion genética inducible por el IFN-y) tienen
una capacidad significativamente menor para generar una respuesta inmunitaria eficaz
contra las infecciones microbianas (Kak et al., 2018; Meraz et al., 1996; Olias et al.,
2016). En 2023, Ma et al. Concluyeron que la intoxicacion por mondéxido de carbono y la
infeccion pulmonar provocan un aumento de la sintesis de TGF-B1 en los pacientes, lo
que activa la transduccion de senales de la via TGF-f1/Smads para que surjan
respuestas inflamatorias (Ma et al., 2023). La IL-4 y el IFN-y ha reportado tener funcién
en la defensa del hospedero frente a Acinetobacter, aunque las funciones precisas
siguen siendo inciertas y merecen una mayor investigacion. También, el IFN-y y la IL-4
participan como inductores en la propagacion de epitopes de células T para
Acinetobacter (Lin et al., 2013). Ha habido experimentos animales que han revelado que
los ratones deficientes en IL-10 pretratados con A. Iwoffii, no desarrollaron proteccién
contra la inflamacién de las vias respiratorias, lo que sugiere que la IL-10 desempefia un
papel importante en la mediacion de los efectos de A. Iwoffii de la IL-6. Asi pues, la IL-
6 podria ser un importante modulador del sistema inmunitario adaptativo en la direccion
no alérgica/antialérgica (Alashkar et al., 2023). Todos estos datos nos dan la evidencia
in silico de que la proteina sea capaz de inducir una respuesta inmunitaria eficaz capaz

de proteger contra la enfermedad.
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Aunque no se han reportado estudios del uso de C-IMMSIMM para evaluar unicamente
NDM-1, en 2021, Fathollahi et al. estudiaron el desarrollo de una vacuna que pueda
provocar respuestas inmunitarias fuertes y especificas contra las NDM bajo un enfoque
inmunoinformatico, en este estudio se incluyeron las 28 variantes de NDM para la
simulacién. Ambos trabajos demostraron que hay una respuesta y activacion del sistema

inmune.

Por otro lado, al conocer que la proteina NDM-1 puede activar la respuesta inmune, en
este trabajo se empez06 a realizar la clonacion del gen blanowm-1, con el fin de obtener la
proteina recombinante para inmunizar conejos y obtener anticuerpos para su uso en

estudios posteriores.

Los métodos tradicionales de clonacion basados en enzimas de restriccion presentan
limitaciones significativas, como un bajo rendimiento y un proceso laborioso que requiere
evaluar multiples colonias para identificar el inserto de interés (Bolivar y Backman, 1979;
Rodriguez y Denhardt, 2014). A pesar de estas desventajas, blanom-1 ha sido clonado
exitosamente en diversos vectores mediante esta metodologia. Por ejemplo, Grigorenko
et al. (2016) lo insertaron en el vector pET utilizando las enzimas Ndel/EcoRI, pero
ocupando la misma metodologia de clonacién a partir de amplificacion de banda de PCR
y transformacion en la cepa DH5a de E.coli; mientras que Yong et al. (2009) emplearon
el vector pK18 con las enzimas BamHI, EcoRI y Hindlll, ambos casos a partir

de Klebsiella pneumoniae.

Cuando se usa un vector de mantenimiento, antes de comenzar la digestion de
restriccion y el proceso de ligacion, se debe elegir cuidadosamente el vector y el inserto;
ambos deben tener sitios de corte compatibles para las enzimas de restriccion que
permitan que el inserto se coloque en la columna en la orientacion adecuada, esto es
ideal para varias cosas como aprovechar una amplia gama de vectores y sistemas de
expresion, especificidad para planificar y construir clonas basados en cada disefio
experimental o también para reutilizar las clonas para crear construcciones mas

complejas o0 a medida que cambien las necesidades experimentales (Preston, 2003).

Una alternativa eficiente a la clonacion tradicional es el sistema pCR2.1-TOPO, que

simplifica el proceso en tres pasos: mezcla del producto de PCR con el vector, incubacion
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breve y transformacion en E. coli. Este método no solo es rapido, sino también versatil,
permitiendo su uso en subclonacion, secuenciacion y transcripcion in vitro (Balwant,
2009; Wu et al., 2010). De hecho, el vector pCR2.1-TOPO ha sido empleado previamente
en la clonacién de genes blanom, como lo demostré Cuzon et al. (2013) al identificar una
nueva variante de beta-lactamasa tipo NDM asociada a un fondo genético cercano

similar a los descritos entre los genes blanpwm-1.

El gen blanom-1 ha sido clonado a partir de otros géneros bacterianos ademas de K.
pneumoniae. Por ejemplo, Wang et al. (2021) reportaron su clonacion del vector pET28a
y blanom desde E. coli, mientras que Zhou et al. (2012) lo insertaron en el plasmido pGEX-
4T a partir de Acinetobacter junii de aislados de pacientes infantiles en China. En este
contexto, no es la primera vez que se utiliza el vector pCR2.1-TOPO para clonar blanpw-
1 de Acinetobacter, Dortet et al. (2012) sugirieron que la carbapenemasa emergente
NDM-1 es selecciona por moléculas similares a la bleomicina y que los productores de
NDM se adapta mejor a diversos entornos, para esto se clonaron los genes blanow-1. La
diferencia entre el trabajo de Dortet et al. y éste, es que se ocuparon oligonucleétidos
diferentes ya que en este estudio se agregaron sitios de restriccion y en el trabajo de
Dortet se ocuparon cuatro regiones codificantes diferentes, ademas que la seleccion de
colonias transformantes en el trabajo de Dortet et al. fue unicamente con el antibiético
kanamicina mientras que en este trabajo fue con kanamicina y ampicilina. Ademas, que
posteriormente, en este trabajo se ocupd X-gal para diferenciar las colonias positivas de
las negativas, a pesar de las diferencias en ambos trabajos se logré una clonacién
estable. Esta construccion es importante porque es el antecedente para poder clonarse

en un vector de expresidon y con esto poder generar anticuerpos.
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8. Conclusiones

El presente trabajo de investigacion cumplié con sus objetivo general y particulares,
proporcionando avances en la caracterizacion y preparacion de la proteina NDM-1
de Acinetobacter haemolyticus para su posterior aplicacion en el desarrollo de
herramientas de diagnostico y potenciales intervenciones terapéuticas.

La evaluacion inmunogénica in silico de la proteina NDM-1 arrojo resultados positivos.
Mediante el uso de herramientas bioinformaticas avanzadas y algoritmos predictivos,
se pudo determinar que esta beta-lactamasa de tipo metalo-enzima provoca una buena
activacion del sistema inmunitario. El analisis exhaustivo de su secuencia aminoacidica
reveld la presencia de multiples epitopos de linfocitos B, lo que sugiere una alta
probabilidad de ser reconocida eficazmente por el sistema inmune humoral. Asimismo,
la prediccion de epitopos para linfocitos T demostré una fuerte afinidad por moléculas
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC), indicando la capacidad de la
proteina para estimular una respuesta celular. Este perfil (humoral y celular) es
fundamental para una inmunogenicidad efectiva.

Complementariamente, los estudios predictivos del perfil de citocinas inducido por
estos epitopos apuntaron hacia una respuesta de tipo Th1, asociada a la activacion de
macrofagos y a la inmunidad celular, lo que podria ser beneficioso para combatir
infecciones intracelulares. Otra conclusion critica para la seguridad futura fue la
determinaciéon que la proteina NDM-1 no presenta caracteristicas

alergénicas. Ademas, los analisis de toxicidad predictiva confirmaron que la
biomolécula es no téxica para su administracion en un biomodelo experimental. Estas
evaluaciones bioinformaticas constituyen evidencia preliminar que valida a la proteina
NDM-1 como un candidato vacunal o inmundgeno ideal para la generacion de
anticuerpos policlonales en un huésped animal, ya que se anticipa que provocara una
respuesta inmune potente, especifica y sin efectos adversos significativos.

Como base fundamental para la fase aplicativa de esta investigacion, se ejecutd con
éxito la clonacién del gen blaNDM-1. Utilizando la tecnologia de clonacién TOPO-TA,
se logro insertar el gen de interés en el vector pCR2.1-TOPO, creando el

constructo pCR2.1-TOPO::ndm-1. La verificacion de esta clonacién mediante técnicas
como la digestién con enzimas de restriccion confirmo la correcta insercion del gen en
el vector. Esta parte es importante, ya que el vector de clonacién resultante no solo
sirve como un sistema de mantenimiento y almacenamiento estable del gen, sino que
sienta las bases para la siguiente etapa, la subclonacién en un vector de expresiéon en
una cepa huésped adecuada. La obtencidn de esta proteina recombinante en
cantidades suficientes seria el proximo paso para validar experimentalmente in vivo e in
vitro las predicciones immunoinformaticas realizadas en este estudio.

En resumen, el presente trabajo describié las propiedades inmunoldgicas de la proteina
NDM-1 In silico, observando que es inmunogénica debido al perfil de inmunoglobulinas
y de citocinas generados bioinformaticamente, ademas se encontré que esta

biomolécula no es alergena y no es téxica para su administracién en un biomodelo. Por
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lo cual la proteina NDM-1 puede ser utilizada para generar anticuerpos policlonales en
un biomodelo. Ademas, con el fin de obtener la proteina recombinante NDM-1, se
construy6 el vector de clonacion pCR2.1-TOPO::ndm-1.
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9. Perspectivas
Generar un vector de expresion para el gen blanow-1 para obtener la proteina

recombinante de NDM-1.
Purificar la proteina recombinante.

Realizar la inmunizacion con la proteina NDM—1 para la generacién de anticuerpos

policlonales.

Caracterizar los anticuerpos obtenidos posterior a la inmunizacién.
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