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Los sistemas de dos componentes (TCS, pos sus siglas en inglés) son mecanismos
de sefializacion utilizados por las bacterias para regular la expresion diferencial de
multiples genes. El sistema CpxAR es un TCS conservado cuya funciéon se ha
relacionado principalmente con la respuesta al estrés de envoltura, sin embargo,
también se ha reportado que contribuye en la regulacion de genes de virulencia y
de resistencia a antibioticos en bacterias de importancia clinica. Serratia
marcescens es un patégeno emergente que ha cobrado relevancia durante las
Ultimas décadas debido al incremento en el numero de infecciones y la letalidad de
las mismas, aspecto asociada con la multi-resistencia intrinseca de esta bacteria. A
la fecha se conoce muy poco sobre el sistema CpxAR de S. marcescens y los genes
regulados por este TCS, no obstante, los antecedentes sugieren que la secuencia
de DNA que reconoce CpxR se encuentra conservada entre bacterias relacionadas.
Con el objetivo de identificar los posibles genes regulados por el sistema CpxAR en
S. marcescens en este proyecto se utilizaron 2 motivos consenso a partir de
secuencias de union de CpxR previamente reportadas, estos 2 motivos se utilizaron
para analizar el genoma de S. marcescens mediante el programa FIMO. La curacién
manual de los resultados obtenidos arroj6 un total de 92 (motivo 1) y 109 (motivo 2)
posibles genes blanco de CpxR en S. marcescens. Para validar experimentalmente
la prediccion de sitios de union de CpxR en primer lugar se amplificé el gen cpxR a
partir de DNA gendmico de S. marcescens y se cloné en el plasmido pET19b. La
construccion pET19b-cpxR se utilizé para purificar mediante cromatografia de
afinidad una version recombinante de His-CpxR. Por otra parte, se amplificd
mediante PCR la regién promotora de los genes slyA y ssmE (motivo 1), y mdtH y
eepR (motivo 2). La interaccion in vitro de His-CpxR con las regiones promotoras
(Psiya, Pssme, PmdtH, Y Peepr) S€ evalué mediante ensayos de cambio en la movilidad
electroforética (EMSA). Los resultados confirmaron la interaccion de CpxR con los
promotores correspondientes a los motivos 1 y 2. Adicionalmente, una mutante

puntual espontanea de CpxR en la leucina 208 de la a-hélice 8, evidencié un papel

importante de dicho residuo hidrofobico en la interaccion de CpxR con las moléculas
de DNA. Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el sistema CpxAR
contribuye a la regulacion de factores de virulencia y genes asociados con la
resistencia a antimicrobianos en S. marcescens.
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