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RESUMEN

El incremento de las bacterias patégenas multirresistentes es un tema de preocupacion en salud
porque éstas generan infecciones de dificil tratamiento. Los integrones de clase 1 (Intl) son
elementos genéticos que contribuyen a este problema y se encuentran diseminados en algunos
grupos taxonomicos de bacterias Gram-negativas. Contienen en su region variable distintos
genes de resistencia antibidtica, frecuentemente dfrA, de resistencia a trimetoprim, y en su
plataforma conservada el gen sull, de resistencia a sulfamidas. Los antibioticos trimetoprim
(TMP) y sulfamidas (e.g. sulfametoxazol, SMX) acttan bloqueando la sintesis del &cido félico,
por lo que se les denomina antifolatos. En la clinica, su combinacion, llamada co-trimoxazol

(SXT), es ampliamente usada.

En este trabajo se realizé un estudio sistematico de una coleccion de 230 aislamientos clinicos
de Escherichia coli uropatégeno con los siguientes objetivos: i) analizar su fenotipo de
susceptibilidad a los antifolatos SMX, TMP y SXT, ii) determinar las bases genéticas de la
resistencia a SMX, relevando los genes moviles sull, 2 y 3, responsables de la resistencia a
sulfamidas, iii) correlacionar los datos fenotipicos y genotipicos con la presencia del Intly iv)

determinar la influencia de los genes sul en la transferencia horizontal de los Int1.

La prevalencia de la resistenciaa SMX, TMP y SXT fue de 54%, 46% y 44%, respectivamente.
Todas las cepas resistentes a SMX portaron un gen sul a excepcion de tres, en las que las bases
genéticas de este fenotipo no se pudieron identificar. Todas las cepas catalogadas previamente
como Int1* (50) -por presentar el gen de la integrasa intl1- fueron SMXR: la mayoria tuvo sull
solo o con sul2 o sul3, otras tuvieron solo sul2, y una careci6 de genes sul. Aunque el gen sull
se detectd en 16 cepas carentes del gen de la integrasa intll, se encontr6 que todas ellas
contenian otras secuencias de Intl, indicando que sull no existiria independientemente de este
tipo de integrén. Se propone asi que sull es un marcador de la presencia del Int1, al igual que
el gen intl1. Siguiendo este criterio, la prevalencia del Intl en nuestra coleccion se incrementd
del 22% (50 intl1™) al 29% (66 intl1* y/o sul1®). Las 66 cepas Int1* fueron SMXR y de ellas 63

fueron también TMPR,

En los experimentos de transferencia horizontal, se transfirieron plasmidos naturales con un
Intl entre estirpes derivadas de E. coli K12, por conjugacion. Las donantes tenian el plasmido
y las receptoras tenian distintos genes sul en forma recombinante. Se identificaron tres

contextos receptores particularmente permisivos para el establecimiento del integrén, sul2™,



gacEA4-sull® y sul3*, y dos contextos particularmente restrictivos, sul” y sull™. EI mayor
contraste se manifestd bajo la presion selectiva con sulfamida (incluida en SXT), con el
crecimiento o0 no de transconjugantes. Bajo otras presiones selectivas, la diferencia aparecid
como una tendencia en los cruzamientos con uno de los plasmidos. Considerando que las
presiones selectivas empleadas correspondian a resistencias codificadas por los plasmidos Intl
transferidos, y que estas ultimas no fueron suficientes para que los transconjugantes crecieran
en todos los contextos, se deduce que existen limitaciones aln desconocidas para el
establecimiento de los Int1 luego de ser transferidos horizontalmente. Estas limitaciones fueron
superadas por la provision de informacién sul en las receptoras, i.e. por un suplemento de
dihidropteroato sintasas resistentes a sulfamidas. Esto sugiere que hay una necesidad de reforzar
la via de sintesis del &cido fdlico en su primera etapa enzimatica cuando ingresa el integrén. Tal
vez este tipo de fendmeno sea una pista para entender la distribucién acotada de los integrones

de clase 1 en el mundo bacteriano.
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Introduccion

I. INTRODUCCION

La aparicion de clones bacterianos multirresistentes es un tema de gran preocupacion a nivel
clinico. El uso indebido y excesivo de los antibidticos ha provocado una situacién mundial en
la que las infecciones se han tornado cada vez mas dificiles de combatir ya que las bacterias
que las ocasionan son resistentes a estos [Exner et al. 2017; World Health Organization, 2021a].
Sin duda, la presién antibidtica es una fuerza selectiva importante en la evolucion y propagacion
de las resistencias ya que promueve la proliferacion de aquellos clones resistentes. Sin embargo,
es importante sefialar que en la naturaleza se han detectado resistencias incluso hacia
antibidticos sintéticos que no han sido comercializados. Cabe mencionar un estudio realizado a
partir de aislamientos procedentes de una muestra de microbioma de una cueva que estuvo
aislada por mas de 4 millones de afios. En el mismo se evidencio que dichos aislamientos fueron
resistentes a diferentes antibidticos de uso comercial, incluso a varios antibidticos en forma
simultanea [Bhullar et al., 2012]. Ademas de lo mencionado, no debemos olvidar que la
prevalencia de las resistencias no sélo se debe a la expansion clonal, sino también a la
generacion de nuevos clones capaces de adquirirlas por los mecanismos de transferencia
horizontal de genes, i.e. conjugacion, transduccién y transformacion [Exner et al., 2017].

En vista de esta problematica global, en los Gltimos afios la comunidad cientifica ha tratado de
concientizar a la poblacion para lograr un uso responsable y coordinado de los antibioticos que
abarque las areas de la salud humana, animal y del medio ambiente, en una concepcion
denominada “Una Salud” [Wernli et al., 2020; World Health Organization, 2019].

I.1.  Integrones de clase 1

Los integrones son elementos genéticos que se caracterizan por integrar distintos genes en su
interior por un proceso de recombinacién especifica de sitio. Estos pueden dividirse en dos
grandes categorias, los integrones ambientales y los clinicos, dependiendo de donde se haya
obtenido la muestra. Dentro de los integrones clinicos se encuentran los de clase 1y 2, que
portan genes de resistencia antibiotica. Los integrones de clase 1 (Intl) son los mas frecuentes
en aislamientos clinicos y a ellos nos dedicaremos en este trabajo. Constan de una plataforma
conservada, dividida en dos porciones (5’ y 3°) que flanquean una region variable (Fig. 1). El
segmento 5’ de la plataforma conservada contiene el gen de la integrasa, intll, un sitio de

recombinacion attl, y el promotor Pc. La integrasa es capaz de integrar, por recombinacion
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Fig. 1. Estructura general de un Intl e integracion de un casete génico. A) Intl sin un casete: en el segmento
5’ conservado se encuentra el gen para la integrasa, intl1, el promotor Pc y el sitio de recombinacion attl; en
el segmento 3’ se encuentra el operdn gacEA sull. B) Casete génico portador de un gen de resistencia
antibidtica, e.g. dfrA, de resistencia a trimetoprim, y su sitio de recombinacioén attC. C) Intl con el casete
génico integrado, que constituye la region variable.

especifica de sitio, marcos abiertos de lectura denominados casetes génicos. Estos son
moléculas circulares no replicativas que estan formadas por un sitio de recombinacion attC y
un gen que suele ser de resistencia antibiotica. Al integrarse, el gen portado por el casete queda
bajo el influjo del promotor Pc del integron. El segmento 3’ estd compuesto por el operon que
consta de dos genes: gacEA, un gen delecionado de resistencia a amonio cuaternario, y sull, un
gen de resistencia a sulfamidas. Cabe aclarar que, aunque no esté asi descrito, consideramos
gue ésta es una unidad transcripcional porque los dos genes se solapan 7 nucleétidos. La regién
variable esta constituida por los casetes génicos que el integron haya adquirido, existiendo asi
diferentes variantes del integron [Leverstein-van Hall et al., 2003; Labbate et al., 2009;
Cambray et al., 2010; Jove et al., 2010]. Los Int1 suelen contener pocos genes de resistencia en
su regién variable. En este sentido, en un relevamiento de la literatura mundial sobre la
estructura de los Intl en 72 especies de 74 paises, se sefiala que los genes de la region variable
confieren predominantemente resistencia a trimetoprim (genes dfrA) y/o estreptomicina (genes
aadA) [Domingues et al., 2015; Sunde et al., 2015; Poey & Lavifia, 2018; Zhang et al., 2018].
Este tipo de integrones puede estar localizado en el cromosoma bacteriano o en plasmidos; estos
ultimos suelen ser conjugativos y de tipo R (resistencia). Las resistencias plasmidicas suelen
exceder las portadas por el Intl, por lo que los Intl no solo contribuyen a la resistencia, sino
que también serian marcadores de loci de multirresistencia [Partridge, 2011; Domingues et al.,
2015; Poey & Lavifia, 2018].

La prevalencia de los Intl estd acotada a ciertos grupos filogenéticos dentro de las Gamma-

proteobacterias. Mas concretamente, se los encuentra en cepas de las familias:



Introduccion

Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae y Moraxellaceae. Resulta Ilamativo observar que los
Intl no solo presentan limitaciones en la diversidad de genes que portan en su region variable,
sino que también presentan limitaciones para su diseminacion. En este sentido, cabe notar que
los plasmidos que portan estos integrones con frecuencia son capaces de transgredir barreras
taxonodmicas, por lo que debe existir algun tipo de limitacion adicional para la transferencia

horizontal de estos elementos [Zhang et al., 2018].

1.2.  Susceptibilidad a los antifolatos

En vista de lo anterior, existe una estrecha vinculacion entre los Intl y la via de sintesis del
acido félico. Los Intl portan en su plataforma conservada el gen sull, de resistencia a
sulfamidas, y en su regién variable, con alta frecuencia, el gen dfrA, de resistencia a
trimetoprim. Las sulfamidas y el trimetoprim son antibidticos que inhiben la via de sintesis del
acido folico (via Fol), por lo que se les denomina antifolatos.

El &cido folico es una coenzima esencial involucrada en reacciones de transferencia de unidades
de un carbono necesarias en la sintesis de purinas, metionina y glicina, entre otros. Las células
de mamiferos adquieren el folato (vitamina B9) de la dieta, mientras que las bacterias deben
sintetizar el &cido folico de novo ya que carecen de los mecanismos necesarios para su
captacion. Esta caracteristica diferencial hace que la via de sintesis del acido félico sea un
blanco clave para la antibioterapia. Esta via involucra tres enzimas que actian secuencialmente:
i) la dihidropteroato sintasa, ii) la dihidrofolato sintasa y iii) la dihidrofolato reductasa,
codificadas por los genes folP, folC y folA, respectivamente (Fig. 2) [Neidhardt, 1996; Green
& Matthews, 2007]. Dos de las enzimas de esta via, la primera y la Gltima, son blanco de los
antifolatos. Las sulfamidas, e.g. sulfametoxazol (SMX), comprenden una familia de
antibidticos sintéticos, que inhiben la enzima dihidropteroato sintasa. Estos antibi6ticos actan
como analogos metabolicos del sustrato natural de la enzima, el &cido para-aminobenzoico
(PABA). Por otro lado, el trimetoprim (TMP), un antibiotico también sintético, es un analogo
metabolico del dihidrofolato y actta bloqueando la enzima dihidrofolato reductasa [Neidhardt,
1996]. Cada antibidtico ejerce un efecto bacteriostatico y su uso combinado tiene un efecto
sinérgico [Minato et al., 2018]. En la clinica se usa la formula combinada de SMX-TMP,
denominada co-trimoxazol (SXT), para el tratamiento de diversas infecciones, principalmente
las urinarias, y como profilactico en pacientes con VIH [Neidhardt, 1996; World Health
Organization, 2021b].
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El prontosil fue la primera sulfamida de uso sistémico sintetizada por el hombre en la década
de 1930. Si bien era un antimicrobiano de amplio espectro, sus efectos adversos junto con la
aparicion de clones resistentes hicieron que su uso se limitase. Por otro lado, el TMP se
comenzo a utilizar en la década de 1960, y su combinacion con SMX, el SXT, unos afios
después [Skold, 2001; Huovinen, 2001].

Las resistencias a SMX y TMP se deben principalmente a uno de los siguientes mecanismos: i)
mutaciones espontaneas en los genes folP y folA que provocan que las enzimas que codifican
disminuyan su afinidad por sus inhibidores, y ii) la presencia de genes méviles que codifican
variantes enzimaticas resistentes a estos antibioticos (genes sul y dfrA). Este Gltimo mecanismo
es el méas frecuente en bacterias Gram negativas y se vincula fuertemente a los integrones
clinicos [Neidhardt, 1996]. En estos organismos, la resistencia a sulfamidas est4
mayoritariamente codificada por los genes moviles sull, 2y 3. El gen sull, como se menciond,
forma parte de la plataforma conservada del Int1, lo que indica una relacion estrecha con dicho
integrén. Sin embargo, su presencia no seria obligatoria ya que hay descripciones de variantes
de Intl que carecen de este gen [Dawes et al., 2010; Zhang et al., 2018]. El gen sul2 no parece
estar ligado a los Intl, pero suele estar incorporado en plasmidos, y el gen sul3 es raro y se ha
visto asociado con Intl, incluso sustituyendo al gen sull [Antunes et al., 2005]. Cabe mencionar
gue en el 2017 se describié un nuevo gen, sul4, detectado en analisis metagendémicos de
muestras ambientales [Razavi et al., 2017]. Segun todo lo anterior, cabe pensar que los Intl
serian estructuras capaces de restaurar la via de sintesis del acido folico en presencia de sus

inhibidores. En este trabajo se estudiaron las bases genéticas de la resistencia a las sulfamidas.

4
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1.3.  Antecedentes especificos del grupo de trabajo

1.3.1. Caracterizacion de una coleccion de cepas de Escherichia coli uropatogeno

En los ultimos afios, nuestro equipo de trabajo ha realizado la caracterizacion fenotipica y
genotipica de una coleccion de 230 cepas de Escherichia coli uropatdégeno (UPEC) procedentes
de mujeres embarazadas y de nifios con anomalias en el tracto urinario. Dichos aislamientos
fueron colectados siguiendo un disefio epidemiologico. Entre los analisis realizados, se estudio
la resistencia antibi6tica y la presencia de integrones clinicos (por el criterio de presentar el gen
correspondiente de la integrasa). Se detect6 que 50 aislamientos (22%) fueron Int1*y 19 (8%)
presentaron el integrén de clase 2. De las distintas variantes de promotor Pc, PcH1 y PcW
fueron las méas frecuentemente halladas [Poey et al., 2012; Poey & Lavifia, 2014]. De las 50
cepas Int1* se analiz6 la regidn variable y la presencia de genes sul en 45 de ellas. En cuanto a
la region variable los genes predominantes fueron dfrA y aadA, en sus diferentes variantes.
Todas las cepas Int1* fueron resistentes a SMX y presentaron al menos un tipo de gen sul; 21

tuvieron sélo sull, 15 sull y sul2, 1 sully sul3, y 8 sélo sul2 [Poey & Lavifia, 2018].

1.3.2. Medios sélidos con antifolatos incorporados

En Microbiologia Clinica, la susceptibilidad a SMX y TMP no se analiza por separado, pero si
se prueba de forma rutinaria a su combinacion, SXT, mediante el método de disco-difusion
(directrices del “Clinical and Laboratory Standards Institute”).

En nuestro laboratorio se puso a punto un método de andlisis de la susceptibilidad a los
antifolatos en medio sélido con la adicion de los antibiéticos SMX, TMP y SXT. Esta técnica
no sélo permite identificar los aislamientos resistentes, sino que también genera la posibilidad
de seleccionar clones resistentes a estos compuestos en experimentos genéticos. Las
concentraciones de antibidticos empleadas se presentan en la seccion de Materiales y Métodos.
Cabe aclarar que la distincion entre cepas resistentes y sensibles al SMX y al TMP no es
absoluta: las cepas sensibles presentan un crecimiento tenue, basal, conocido como crecimiento
“leaky”. Por el contrario, en placas con SXT la diferencia entre clones resistentes y sensibles es
bien clara, entre crecimiento y no crecimiento, respectivamente [Poey & Lavifia, 2018; Poey et
al., 2019].
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1.3.3. Transferencia horizontal de los integrones de clase 1

Los Intl, como integrantes del genoma flexible, no s6lo se diseminan en forma clonal, sino que
también lo hacen mediante transferencia horizontal. Si bien existen muchos relevamientos de
la presencia de integrones clinicos en la literatura, el analisis de su transferencia horizontal es
particularmente escaso. Nuestro grupo se ha dedicado en los Ultimos afios al estudio de la
transferencia de estos elementos por conjugacion [Poey & Lavifia, 2018; Poey et al., 2019]. En
este sentido, habia llamado la atencion que los Intl no se distribuyeran de forma azarosa en
nuestra coleccion de cepas de UPEC, sino que se concentraran en cepas con determinados
perfiles de virulencia [Poey et al., 2012]. Estos resultados generaron la interrogante de si
podrian existir distintos contextos genéticos para la transferencia y/o establecimiento de los Intl
dentro de la especie de E. coli. Para responder esta interrogante, se realizaron ensayos de
transferencia horizontal del Int1 usando como donantes 45 cepas Int1*, de la coleccion de UPEC
antes mencionada y, como receptora, una cepa de E. coli K12. Por conjugacion el Intl se
transfirid en 18 casos y en un solo caso por transduccion; de este modo se generd una coleccion
de 19 cepas de E. coli K12 portadoras de distintos plasmidos Int1*. Se analizaron diferentes
variables que pudieran condicionar la transferencia del Int1 sin encontrarse ninguna correlacion
estricta. Sin embargo, la presencia del gen sul2 en la cepa donante parecio facilitar la
transferencia del Intl [Poey & Lavifia, 2018].

Un aspecto novedoso a destacar es que en el contexto de E. coli K12 los genes sul determinaron
diferentes niveles de resistencia a SMX: sul2 y sul3 confirieron una resistencia claramente
mayor que sull. Por el contrario, en las cepas naturales de UPEC no se observo esta diferencia
[Poey & Lavifia, 2018].

Al disponer de una coleccién de E. coli K12 con plasmidos Int1*, se pudieron realizar
conjugaciones entre estas cepas como donantes del Intl y una E. coli K12 como receptora. El
resultado a destacar de estos experimentos fue que, segun el tipo de gen sul portado por el
plasmido Int1™ y segun los antibiéticos empleados para la seleccion de transconjugantes Intl1™,
se obtuvieron o no clones resultantes. Siempre hubo transconjugantes en las selecciones con
ampicilina o TMP. Esto no fue asi cuando se emple6 SMX o SXT: no crecieron
transconjugantes si el plasmido portaba Unicamente sull, incluso hasta despues de 72 h de
incubacion. Sin embargo, cuando el plasmido Intl* portaba sul2 se observaron miles de
transconjugantes en dichas selecciones a las 24 h. Curiosamente, las cepas portadoras de
plasmidos naturales Intl* con sélo sull, después de ser seleccionadas con otros antibidticos, si

pudieron crecer y formar estrias en placas con SMX. Es decir, los transconjugantes que

6



Introduccion

recibieron un plasmido Intl* sull®, recién generados (naifs), no fueron viables en presencia de
SMX. En vista de lo anterior, los genes sul portados por la cepa donante, asi como la presion

antibidtica ejercida por el medio condicionarian la transferencia de los Intl [Poey et al., 2019].
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I1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

I1.1. HipOtesis

Existirian distintos contextos genéticos bacterianos, desde permisivos hasta refractarios, para
la transferencia horizontal de los Intl. Concretamente, la presencia de los distintos genes sul
influiria en el establecimiento y permanencia del Intl, un fendmeno que también estaria

condicionado por la presencia de sulfamidas en el medio.

11.2. Objetivo general

Analizar la vinculacion de la resistencia a sulfamidas con la presencia de los integrones de clase
1y con la transferencia horizontal de estos elementos genéticos en presencia de diferentes

presiones antibioticas.

11.3. Objetivos especificos

e Completar el analisis fenotipico de la resistencia a los antifolatos en la coleccién de UPEC
del laboratorio.

e Completar el relevamiento de los genes sull, sul2 y sul3 en la coleccion de UPEC.

e Correlacionar los datos fenotipicos y genotipicos con la presencia del Int1.

e Clonar los genes sull, sul2 y sul3, por separado, en un vector plasmidico.

e Evaluar el nivel de resistencia conferido a E. coli K12 por los distintos genes sul clonados.

e Realizar conjugaciones entre estirpes donantes de E. coli K12 Intl* sull* con estirpe
receptoras de E. coli K12 Intl™ portadoras de los genes sull, sul2 o sul3 clonados,
seleccionando los transconjugantes con antifolatos.

e Corroborar la condicion de transconjugantes del integron mediante analisis genotipicos y

fenotipicos.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

I11.1. Cepas bacterianas, plasmidos y condiciones de cultivo

Se empled una coleccidn de 230 aislamientos de UPEC obtenida del Centro Hospitalario Pereira
Rossell, siguiendo un disefio epidemioldgico, entre 2007 y 2009. Las cepas proceden de dos
tipos de pacientes con infecciones en el tracto urinario: 112 de mujeres embarazadas y 118 de
nifios. Provienen de urocultivos positivos para E. coli con alto recuento de colonias y/o de
pacientes con historia clinica de infeccion urinaria. Los aislamientos fueron caracterizados para
su filogenia, virulencia, resistencia antibidtica y presencia de integrones clinicos [Poey et al.,
2012; Poey & Lavifia, 2014]. Se emplearon estirpes de E. coli K12 en experimentos de

transformacion y conjugacion (Tabla 1).

Tabla 1. Estirpes de E. coli K12 y pldsmidos empleados

Bacteria/plasmido Genotipo/Fenotipo Referencia
E. coli K12
DH54 la_cZAM15 (lacZYA-argF)U169 recAl gyrA96 hsdR17 endAl supE44 Miller et al., 1992
thi-1 relAl
W3110 salvaje Miller et al., 1992
BzZB1011 mutante espontaneo gyrA de W3110; deficiente para el sistema de G(égesti((:: ggfi’ 'Ccég::er
AhsdR: :kan restriccion por la mutacion AhsdR748: :kan. NALR y KANR, "
Poey & Lavifa, 2018
Plasmidos
pUCYC5 E(:eﬁlll_ion p15A (entre 12-15 por cromosoma bacteriano), lacZ” cat. Azpiroz et al., 2009
pINT11 pUCYCS5 con Intl (PcW-P2, aadAl, sull). STRR, SMXRy CHLR. Poey et al., 2019
plasmido natural de UPEC con replicon FIB Fll y un Intl (PcH1 L
p10cn dfrA17 aadA5 sull). AMPR, STRR, SMXR y TMPR. Poey & Lavina, 2018
048-1cn plasmido natural de UPEC con replicon L/M y un Intl (PcW dfrA15b Poey & Lavifia, 2018

cmlAl aadA2 sull). TMPRy SMXR,
97 plasmido natural de UPEC con replicon FIB FlI, sul2 y un Intl
p=fex (PcH1, regién variable desconocida). AMPR, STRR, SMXR y TMPR,

plasmido natural de UPEC con replicon FlII, sul3 y un Intl (PcH1,

Poey & Lavifia, 2018

p73-2cn dfrAl aadAl sull). Confiere STRR, TETR, SMX® y TMPR. Poey & Lavifia, 2018
pUCYCS con la plataforma conservada 3’ de Int1 (portadora del .
psul1l operon P-gacEA-sull). CHLR, TMPR y SMXR. Este trabajo
H ine- R

psul1S ng\J/I(QF(CS con el gen sull (incluyendo su Shine-Dalgarno). CHL® y Este trabajo
psul2 pUCYCS5 con el gen sul2 (incluyendo su S-D). CHLR y SMXR. Este trabajo
psul3 pUCYCS5 con el gen sul3 (incluyendo su S-D). CHLR y SMXR. Este trabajo
pFolP-87pw pUCYCS5 con el gen folP de la cepa de UPEC 87pw. CHLR de los S;)nztcl)s etal.,
pFolP-40-1ch pUCYCS5 con el gen folP de la cepa de UPEC 40-1pw. CHLR de los SZ%nztcl)s etal.,
pFolP-W3110 pUCYCS5 con el gen folP de la cepa W3110. CHLR de los SZ%nztcl)s etal.,
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Las cepas se cultivaron en medio nutritivo Luria-Bertani (LB) a 37°C. Para analizar la
susceptibilidad a los antifolatos de las cepas de UPEC, estos farmacos se agregaron al medio
LB en las siguientes concentraciones finales: TMP (200 pg/ml), SMX (800 pg/ml), y SXT (100
pg/ml TMP y 500 pg/ml SMX). Se prepararon las placas con los antifolatos segun Poey et al.,
2019. Para los experimentos con E. coli K12, los antibidticos fueron afiadidos a las siguientes
concentraciones finales: ampicilina, AMP (100 pg/ml), cloranfenicol, CHL (60 pg/ml),
kanamicina, KAN (30 pg/ml), &cido nalidixico, NAL (40 pg/ml), y SMX (200, 300 y 500
pg/ml). Todos los antibidticos empleados fueron de marca Sigma.

Se utilizé X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactopirandsido) a una concentracion final
de 20 pl/ml, como indicador cromogénico de la actividad R-galactosidasa para la deteccion de

clones recombinantes en experimentos de clonado.

111.2. Amplificaciones PCR

El relevamiento de los genes sull, sul2, sul3, sul4, intll y gacEA, asi como del promotor Pc y
la region variable se realizé mediante la técnica de PCR. Las amplificaciones se realizaron en
un volumen de 30 pl que contenia: 1X de buffer, 200 uM de cada desoxinucle6tido trisfosfato,
200 nM de cada cebador, 2U de ADN polimerasa High Taq (Bioron) y 10 ul de lisado celular
(por calor a 80°C por 30 minutos). Las condiciones utilizadas fueron: 2 min a 94°C, seguido
por 30 ciclos de 94°C durante 30 seg, la temperatura de hibridacién durante 30 seg y 72°C entre
1y 4 min (dependiendo del tamafio del fragmento), y una extensién final a 72°C por 2 min. Los
fragmentos de ADN amplificados se visualizaron a traves de electroforesis en geles de agarosa
de entre 0,8 y 2% que se tifieron con bromuro de etidio y expusieron a radiacion UV. Los
cebadores usados, las temperaturas de hibridacion, asi como los tamafios de los fragmentos
amplificados se presentan en la Tabla 2.

Las amplificaciones PCR para clonado de sull, sul2, sul3 y folP se realizaron empleando ADN
molde extraido mediante los kits comerciales para ADN plasmidico y gendmico, QIAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen) y Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega), respectivamente.
Las amplificaciones se realizaron en un volumen de 30 pl que contenia: 1X buffer, 200 uM de
cada desoxinucledtido trifosfato, 500 nM de cada cebador, 1,2U de ADN polimerasa Phusion
High-Fidelity (Bioline) y 1 pl de ADN molde. Las condiciones utilizadas fueron: 30 seg a 98°C,
seguido por 30 ciclos de 98°C por 10 seg, temperatura de hibridacion por 30 seg y una extension
por 30 seg a 72°C, y una extension final a 72°C por 5 min (Tabla 2).
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Tabla 2. Cebadores empleados en las amplificaciones por PCR

Locus/Tamafio de Nombre Secuencia (5°-3”) Temp. Referencia
producto (pb) de hibr.
CC)

Relevamiento

sull (840) sullF ATGGTGACGGTGTTCGGCATTCTG 61 Poey & Lavifia,
sullR CTAGGCATGATCTAACCCTCGG 2018

sul2 (727) sul2F TTTCGGCATCGTCAACATAA
sul2R GTGTGTGCGGATGAAGTCAG o4 Trobos et al., 2009

sul3 (223) sul3F GAAGTGGGCGTTGTGGAAGAAAT 61 Poey & Lavifia,
sul3R GAACGGAGTGCATCAACACAAGTT 2018

intl1 (473) HS463a  CTGGATTTCGATCACGGCACG Chowdhury et al
HS464  ACATGCGTGTAAATCATCGTCG 55 2011

Promotor Pc Pre-Pc GATGCGTGGAGACCGAAACCTT 62 poey & Lavifia,
Post-Pc GCGACTGCCCTGCTGCGTAACAT 2014

Region variable HS458 GTTTGATGTTATGGAGCAGCAACG 55 Marquez et al.,
HS459 GCAAAAAGGCAGCAATTATGAGCC 2008

qacEA (477) EP4 CGTTAGATGCACTAAGCAC 53 de los Santos et al.,
EP5 TTCAGAATGCCGAACACCGTC 2021

folP (1108) folPF TGGCGACAATGGTAGTCCAAA 6 de los Santos et al.,
folPR AAGCACAAAATCAGGTGTGATCGG 2021

sul4 (349) suldF GGAGATGGCGTTATGGTTGA 57 de los Santos et al.,
sul4R GGTTGTGCATAAGGACGATGG 2021

CACAGGAAACAGCTATGACC i .

Vector puUCYC5 reverso verslilg. Miller et al., 1992

Clonado de genes

P-gacEA-sull (1291) EP4 ver arriba

para psullL sullR ver arriba 55

sull (873) para psullS SDsullF  CCCATCGTGGAAGTCGCT &5 Este trabajo
sullR ver arriba

sul2 (877) para psul2 SDsul2F  TTTCGACCCGAGCATCCGTAT )
FINsul2R AGTTAACGAATTCTTGCGGTTTCT 58 Este trabajo

sul3 (813) para psul3 SDsul3F  GTAATCAAAGCAAAATGATATGAG )
FINsul3R AACTAACCTAGGGCTTTGGATA 59 Este trabajo

folP (1108) para pFolP-  folPF ver arriba

87pw, pFOIP-40-1cH y folPR ver arriba

pFolP-W3110

111.3. Clonado de los genes sul y folP

En todos los casos los insertos fueron amplicones generados con la enzima Phusion, que
produce extremos romos, y se clonaron en el sitio Smal del vector pUCYC5 (ver Anexo),
usando los cebadores presentados en la Tabla 2. La ligacion se realizd directamente con la
enzima Ligasa T4 (Biolabs). Los procedimientos del ADN recombinante empleados se

realizaron segun Sambrook et al., 1989.
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Los ADN moldes para las ampificaciones fueron los siguientes: plasmido pINT11 para psullL
y psullS, plasmido p27cH para psul2 y plasmido p73-2cH para psul3. Los plasmidos pFolP-
87pw, pFoIP-40-1cH y pFolP-W3110 se construyeron clonando el gen folP amplificado a partir

de las cepas del mismo nombre (Tabla 1).

111.4. Transformacién de E. coli K12

Los plasmidos recombinantes fueron introducidos por transformacion en preparaciones de
células competentes por el método quimico con CaCl,, segin Sambrook et al., 1989. Se hicieron
cultivos de 50 ml de LB de cada cepa a transformar hasta una DOgoo entre 0,3 y 0,5. Las células
se centrifugaron a 5000 rpm por 5 min y se resuspendieron en 20 ml de CaCl, 100 mM estéril,
incubandolas en hielo por 20 min. Luego, se hizo una segunda centrifugacién en las mismas
condiciones y finalmente las bacterias se resuspendieron en 500 pl de CaCl, 100 mM estéril
manteniéndolas en hielo en la heladera. Las células competentes se pueden emplear para ser
transformadas partir de las 24 h en frio hasta una semana despues.

En la transformacion, se mezclaron 100 pl de células competentes de E. coli K12 con el ADN
plasmidico de interés, disuelto en un volumen no superior a 25 pl. Se dejo6 en hielo durante 10
min y, posteriormente, se paso la mezcla a un bafio a 37°C por 5 min (shock térmico); este
cambio abrupto de temperatura permite el ingreso del ADN al interior de la célula. Luego se
agregaron 2 ml de LB para realizar la expresion fenotipica a 37°C por 2 h. Se sembraron
alicuotas de 200 pul en placa de LB con el antibidtico de seleccion de los transformantes
correspondiente y se incubaron a 37°C por 18-24 h. El control del experimento (control

bacteria), que consiste en células sin ADN, fue igualmente procesado.

I11.5. Conjugaciones entre estirpes de E. coli K12

Las estirpes a conjugar se incubaron en medio liquido LB a 37°C hasta la fase logaritmica media
(ca. DOs0o = 0,5). Es importante que la donante se cultive sin agitacion para no romper los pili
conjugativos. Posteriormente, ambos cultivos, de donante y receptora, se mezclaron en una
proporcion de volumen de 1:4. Las mezclas se incubaron estaticamente a 37°C durante 24 h.
Paralelamente, se procedio de igual manera con cultivos de los controles de las estirpe donante
y receptora, por separado. Se sembraron alicuotas de 50 pl de las mezclas de conjugacion y de
los controles en placas suplementadas con dos antibi6ticos, uno para la seleccion y otro para la

contraseleccion, de modo que solo puedan crecer los transconjugantes deseados.
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I111.6. Secuenciacion

Los productos de PCR correspondientes a la region variable, el promotor Pc y el gen gacEA del
Intl se secuenciaron en el servicio de Macrogen Inc (Seoul, Korea). El producto de PCR del
gen folP fue secuenciado en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto Pasteur de
Montevideo y se deposito las secuencias de ADN en el GenBank con los siguientes nimeros
de acceso: OK169292 para el folP de la cepa 87pw y OK169293 para el folP de la cepa 40-1cH.
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IV. RESULTADOS

IV.1. Susceptibilidad a los antifolatos

La coleccion de cepas de UPEC del laboratorio, que consta de 230 aislamientos, ya se habia
caracterizado para la susceptibilidad a diferentes antibioticos, entre ellos el SXT mediante
disco-difusion. También se habia analizado la susceptibilidad a TMP y SMX, por separado, de
los 50 aislamientos Int1* de la coleccion [Poey et al., 2012; Poey & Lavifia, 2018]. En esta tesis
se completd la caracterizacion fenotipica de la susceptibilidad a TMP, SMX y SXT en la
coleccidn. Para ello, las cepas se sembraron por estria en medio solido LB con los antibidticos
incorporados y las placas se incubaron durante 24 horas [Poey et al., 2019]. Se considero a las
cepas resistentes cuando formaron una estria completa, es decir, con una zona de crecimiento
confluente y colonias aisladas de aprox. 1 mm de didmetro. La prevalencia de las resistencias
en la coleccion de UPEC fue de 54% para SMX, de 46% para TMP y de 44% para SXT. Como
era de esperar, las cepas resistentes a SXT lo fueron también a sus dos componentes por
separado. La resistencia a estos dos compuestos coexistio en la mayoria de las cepas (N = 102).
Tres cepas fueron resistentes s6lo a TMP y 23 sélo a SMX (Tabla 3).

IV.2. Relevamiento de genes sul

Como se indicd en la Introduccion, la resistencia a SMX en la especie de E. coli generalmente
esta conferida por los genes mdviles sull, 2 y/o 3. Previamente, se habia analizado su presencia
en 45 cepas Int1* de la coleccion de UPEC [Poey & Lavifia, 2018]. En el presente trabajo, se
completo el relevamiento en el total de la coleccion. Juntando todos los resultados, anteriores y
actuales, se encontr0 que: 57 cepas tenian sull, 92 sul2 y so6lo una sul3 (Tabla 3). La
coexistencia de sull y sul2 fue bastante frecuente. Todas las cepas que tuvieron algun gen sul
fueron resistentes a SMX. Sin embargo, hubo tres cepas resistentes a SMX, pero que carecieron
de dichos genes: 40-1ch (Intl®), y 87pw y 35-1cw (Intl). Es importante recordar que el
contenido genético sul no determind diferencias apreciables en el crecimiento cuando las cepas
se analizaron en placas con SMX.

En términos generales, el gen sul2, solo o con sull, fue el que predomind. Ademas, la mayoria
de las cepas sul2” fueron negativas para el Intl, lo que sefiala una independencia de este gen

con respecto al integron. EI gen sull estuvo claramente asociado con el gen de la integrasa,
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intl1, pero es importante destacar que 16 cepas sull® carecieron de este, lo que indicaria que
sull podria existir en forma independiente de los Int1.

Tabla 3. Resistencia a los antifolatos y presencia de los genes sul en las cepas de la
coleccion de UPEC

Cepas Fenotipo Genotipo
(nimero)

SMXR TMPR SXTR sull* sull*sul2® sull*sul3* sul2* sul
Intl* (50) @ 50 48 48 22 18 1 8 1
Int1 (180) 75 57 54 7 9 0 57 107
Total (230) 125 105 102 29 27 1 65 108

(a) Presencia de Intl por el criterio clasico de presentar el gen intll [Poey & Lavifia, 2018]

IV.3. El gen sull es un marcador del integron de clase 1

Aunque el gen de la integrasa, intl1, es el marcador usado para detectar los Intl mediante PCR,
se puede pensar que otras regiones de la plataforma conservada de estos elementos pueden
servir para este propdsito, e.g. el promotor Pc o el gen sull. Ademas, debemos considerar que
los Intl son parte del genoma flexible y pueden sufrir distintos reordenamientos, incluidas
deleciones, de modo que la ausencia de un marcador no implicaria la ausencia del integron
entero. En este sentido, se buscd en las 16 cepas sull™ intl1" la presencia de otros determinantes
del Intl. Se detectd que 14 de estas cepas contenian el promotor Pc y 15 la regién variable. El
aislamiento que carecio de ambas regiones fue analizado para gacEA, obteniéndose
amplificacion (Tabla 4 y Fig. S2). En todos los casos se secuenciaron los amplicones y se
comprob6 su contenido genético. Dado estos resultados, podriamos decir que el gen sull no
existiria en forma independiente del Intl. Mas adn, el gen sull seria un buen marcador de la
presencia del Intl aumentado asi el nimero de cepas Int1™ de nuestra coleccion de 50 a 66, i.e.

su prevalencia se incrementd de 22% a 29%.

Tabla 4. Contenido genético de amplicones Intl de las cepas UPEC sull*y intl1-

CePaS 3 89-1ey T30cn B 14em 19 26cm 36-leg 36-2egy 49-1eg 68-1eg 80-leg 85-1cy 117y 33-dcg 57-1cxy
Promotor
Pc wP2 W W HI HI HI HI HI HI HI HI HI HI HI

Region
variable dfrd14

aadAl

dfrAl dfidl7 dfidl7 dfAl7 dfidl7 dfidl7 dfAl7 dfAl7 dfidl7 dfidl7 dfAI7 dfAl7 dfidl7

dfrd7 aadAl aadAS aadd5 aadAS aadAS aadA5 aadAS aadA5 aadAS aadAS aadA5 aaddS aadAS

Region

gacEA nd  nd nd  nd nd  nd nd. nd  nd nd  nd nd  nd nd.  nd gacE4

n.d.. no determinado
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IVV.4. Cepas resistentes a sulfamidas que carecen de genes sul

Como se indicd previamente, hubo tres cepas SMXR (40-1cn, 87pw Yy 35-1cH) que carecieron
de los genes sull, 2 y 3. A dichas cepas se les analizd, por PCR, la presencia del gen sul4,
obteniéndose un resultado negativo para todas ellas. Es asi que se las considerd posibles
mutantes del gen cromosémico folP. Este se amplific con la region intergénica que le precede,
donde deberia localizarse su promotor, tomando como referencia la secuencia de E. coli K12
W3110 (GenBank ac. no. AP009048). Los tres amplicones fueron secuenciados y se encontro
que presentaban distintos alelos (Fig. S3).

La cepa 40-1cH era portadora de un Intl con un PcH1, y con los genes dfrAl17 y aadA5 en su
region variable. Es la Unica cepa en la coleccion portadora de un Intl que carecié de todos los
genes sul. Su gen folP tuvo dos mutaciones puntuales en su regién codificante causantes de los
cambios aminoacidicos 138L y S70C en la enzima.

Las otras dos cepas resistentes a SMX serian Int1", ya que son intl1y sull negativas. En la cepa
87pw el gen folP presentd una mutacion que determind el cambio aminoacidico P64S. Cabe
mencionar que este alelo fue descrito previamente por otros autores indicando que conferia
niveles bajos de SMXR [Vedantam et al., 1998]. Por otro lado, el gen folP de la cepa 35-1ch
mantuvo la misma secuencia que la cepa de referencia W3110, por lo que el motivo de su
resistencia a SMX aun se desconoce.

Con el objetivo de explicar el fenotipo de SMXR de la cepa 40-1cw, su locus folP se clond y se
introdujo en E. coli K12, como se indicé en Materiales y Métodos. Paralelamente, se procedid
de igual manera con el locus de 87pw y de W3110. Los transformantes se seleccionaron con el
antibiético CHL y luego se analizaron para su susceptibilidad a SMX (300 pg/ml). Las estirpes
portadoras de los alelos folP de 40-1cx y W3110 fueron igualmente sensibles. La que tenia el
plasmido con folP de 87pw crecié muy pobremente, con colonias pequefias, de modo que este
alelo explicaria en muy poca medida la resistencia de la cepa de UPEC 87pw. En cuanto a la
secuencia de la proteina FolP de 40-1cH, se busco en el banco de datos, encontrando que la
misma esta en varias decenas de cepas de E. coli.

En suma, la resistencia a SMX de las tres cepas estudiadas no puede ser asignada a mutaciones

en el gen folP.
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IV.5. Transferencia del integrén de clase 1 por conjugacion

En experimentos anteriores realizados en nuestro laboratorio se introdujeron plasmidos Int1*
portadores de distintos genes sul en células de E. coli K12. En este contexto surgieron dos
observaciones relevantes que nos llamaron la atencién. Primero, los distintos genes sul
transferidos confirieron distintos niveles de resistencia a SMX [Poey & Lavifia, 2018].
Segundo, la transferencia por conjugacion del Intl y su establecimiento en E. coli K12 dependio
de los genes sul portados por el plasmido Intl*. Si el plasmido tenia sul2 o sul3, solos o junto
con sull, crecieron transconjugantes en presencia de SMX. Por el contrario, cuando tenia sélo
sull no hubo crecimiento ninguno. Este resultado negativo no se debia a un defecto en la
transferencia horizontal del plasmido sino a un impedimento en su establecimiento en la
bacteria receptora bajo la presion del SMX. Esto se dedujo del hecho de que si se obtuvieron
transconjugantes del plasmido Int1* cuando se seleccionaron con otros antibi6ticos para los que
el propio plasmido también conferia resistencia. Curiosamente, estos transconjugantes, luego
de hacer multiples generaciones en un medio libre de SMX, si crecieron y formaron estria en
placas con este antibidtico, como en una especie de maduracion fenotipica [Poey et al., 2019].
Este contraste tan marcado esté en la base de los analisis que se presentan a continuacion.

En este trabajo nos preguntamos qué influencia puede tener en la transferencia horizontal del
Intl la presencia de algun gen sul, pero ahora en la cepa receptora. Es decir, los genes sul
¢podrian generar un contexto permisivo para el establecimiento del Intl en presencia de SMX?
Vemos en el analisis de esta posibilidad el interés de dilucidar posibles rutas de diseminacion
de los Intl bajo, por ejemplo, la presion selectiva de SMX o SXT en un tratamiento antibi6tico.
Para responder esta interrogante, se construyeron estirpes derivadas de E. coli K12 portadoras
de los diferentes genes sul, para utilizarlas como receptoras en ensayos de conjugaciéon de
plasmidos con Intl y sull, como Unico gen sul. Por lo tanto, estas receptoras seran resistentes
al SMX por contener algun gen sul. De esta manera, no se podra emplear SMX para seleccionar
los transconjugantes Int1*. Para superar este inconveniente, los plasmidos Intl a utilizar no sélo
conferiran resistencia a SMX, sino que también a TMP vy, por ende, a SXT. Es asi que la
respuesta a nuestra interrogante podra ser dilucidada a través de la comparacién entre los

resultados de las selecciones de los transconjugantes en TMP y en SXT (Fig. 4).
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IV.5.1. Construccion de estirpes de E. coli K12 con pldsmidos recombinantes portadores
de genes sul

Para la construccion de estas estirpes se clonaron amplicones que contenian los genes sull, 2y
3 en el vector plasmidico pUCYC5 vy se transformaron células competentes de E. coli K12
DH5a, como se indica en Materiales y Métodos. Los clones transformantes se seleccionaron en
placas con CHL. Los plasmidos recombinantes fueron psulllL (4201 pb), psullS (3783 pb),
psul2 (3787 pb) y psul3 (3723 pb) (Tabla 1 y Fig. 5). En todos los casos se conservo la
secuencia Shine-Dalgarno de cada gen y en psullL también se incluyeron mas secuencias
“upstream”, con el clonado del operon gacEA-sull completo.

Luego de purificar los transformantes en el mismo medio en que fueron seleccionados, se
procedié a estudiar la direccionalidad de los fragmentos clonados. Para psullL y psullS, la
direccion del inserto se determind por restriccion con la enzima EcoRV. En el caso de psullL
se esperaban las bandas de 2122 pb y de 2079 pb (por su tamafio semejante se ven como banda
unica) si el operdn estaba bajo el influjo de POlac, y si no lo estaba, se esperaban dos bandas
de 1899y de 2302 pb. Para psullS, si el gen sull estuviese bajo el influjo de POlac se esperaban
las bandas de 1704 y 2079 pb y, en caso contrario, las bandas de 1884 y 1899 pb (no se separan
por su tamafio) (Fig. 5). La direccionalidad de los fragmentos clonados presentes en psul2 y
psul3 de 6-8 clones de cada tipo se detect6 mediante PCR con diferentes combinaciones de
cebadores que hibridaban por un lado con el fragmento clonado y, por el otro, con el vector
(Tabla 2 y Fig. S1). En suma, la direccionalidad de los fragmentos obtenidos fue la siguiente:
para psulllL y psul3, se obtuvieron clones con fragmentos a favor y en contra del POlac; para
psullS y psul2 se obtuvo fragmentos clonados Unicamente bajo el influjo del POlac. Se
continud trabajando con un clon portador de cada plasmido recombinante donde la expresion

génica en el inserto quedaba bajo el influjo del POlac (Fig. 5).
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Fig. 5. Construcciones plasmidicas psullL, psullS, psul2 y psul3 con los genes sul bajo el POlac. En
gris/negro, ADN del pUCYC5 (ver Anexo); en rosa, sitio de union del cebador reverso; en naranja, sitio de union
del cebador reverso del inserto; en verde, insertos clonados (genes sul y adyacencias “upstream”). Etiquetas azules,
sitios de corte EcoRV.

Posteriormente, se transformo la estirpe de E. coli K12 W3110 con las cuatro construcciones
plasmidicas. Se obtuvieron clones transformantes, en el orden de 10% ufc/ml, con todos los
plasmidos recombinantes y en ambas selecciones, CHL y SMX (300 pg/ml). Las colonias de
los clones seleccionados en SMX presentaron un tamafio algo menor a las observadas en las
placas de CHL,; este fendmeno fue méas notorio en los transformantes con psullS (Fig. 6). El
nivel de resistencia conferido por los plasmidos recombinantes fue probado mediante estrias en
placas con SMX a las siguientes concentraciones: 200, 300 y 500 pg/ml. Todas las estirpes
portadoras de genes sul crecieron en todas las concentraciones a las 24 h, excepto la cepa con

psullS que requirié de 48 h de incubacién (Fig. 7).

19



Resultados

Control
Bacteria psullL psullS psul2 psul3

Fig. 6. Transformaciones de E. coli K12 W3110 con psullL, psullS, psul2 y psul3. Placas de seleccion de los
transformantes. A la izquierda se indica el antibi6tico empleado para la seleccion.

SMX,00 SMX00 SMX<0o
4 24 h

Fig. 7. Niveles de resistencia a SMX conferidos por los pldsmidos recombinantes portadores de los genes sul
en contexto E. coli K12 W3110. En todas las placas, el orden desde arriba hacia abajo es: psul3, psul2, psullS,
psulll y el control con el vector pUCYCS5.

IV.5.2. Conjugacién del integron de clase 1 desde E. coli K12 Intl* a E. coli K12 con
plasmidos recombinantes portadores de genes sul

Como se indicd en la seccién previa, una vez obtenidas las células de W3110 portadoras de los
plasmidos recombinantes con distintos genes sul, se procedié a emplearlas como receptoras en
experimentos de conjugacién. Como donantes, se usaron dos estirpes de E. coli K12 BZB1011
AhsdR::-kan portadoras de plasmidos naturales Intl™ sull® dfrA*. Estos plasmidos se
denominaban plOcH y p48-1cH y procedian de cepas de UPEC del mismo nombre (Tabla 1).
Los mismos se habian transferido por conjugacion desde las correspondientes UPEC a E. coli
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K12 BZB1011 AhsdR::kan, por lo que evidentemente eran conjugativos [Poey & Lavifia,
2018].

Las conjugaciones se realizaron segun se explico en Materiales y Métodos. Dependiendo de las
resistencias codificadas por los plasmidos Intl* se emplearon los siguientes medios de
seleccion: para p1l0cH, AMP, TMP y SXT, y para p48-1cH, TMP y SXT. Ademas, se usé como
receptora control W3110 con el plasmido vector pUCYC5, carentes de genes sul, incluyéndose
en este caso la seleccion en SMX. En todas las conjugaciones se utiliz el CHL como antibidtico
de contraseleccion.

Los resultados obtenidos indicaron que los plasmidos p10cH y p48-1chH, y por ende el Intl,
pudieron transferirse desde ambas donantes a todas las receptoras (Tabla 5). En el caso de la
donante con p10cH, se obtuvieron transconjugantes en el orden de 103-10* ufc/ml empleando
cualquiera de las cinco receptoras, en las selecciones con AMP o con TMP. Se observd, ademas,
que el numero de clones crecidos fue mayor cuando la receptora contenia algin gen sul que
cuando no tenia ninguno (Tabla 5 y Fig. 8). Cuando se empled la cepa donante de p48-1cH,
también hubo transconjugantes con todas las receptoras en la seleccion con TMP, aunque en
bajo numero (Tabla 5 y Fig. S4). En suma, para estas selecciones se confirmaron las
previsiones segln nuestra estrategia: hubo transconjugantes, pero, inesperadamente, estos
fueron mas abundantes con las receptoras sul™ (ver Fig. 4).

En lo referente a nuestras interrogantes sobre el crecimiento o no de los transconjugantes en
placas con SXT, los resultados fueron claramente informativos. En el caso de la transferencia
del plasmido p10cH, a las 24 h crecieron colonias con las receptoras que portaban los genes sul2
o sul3 en un nmero similar al obtenido con las otras selecciones (10* ufc/ml). Las placas con
SXT sin crecimiento se siguieron incubando hasta 96 h. A las 48 h aparecieron abundantes
clones transconjugantes SXTR (en el orden de 10* ufc/ml), usando la receptora que contenia
psullL. En los deméas cruzamientos, con el pUCYCS5 y con psullS, nunca crecieron clones
(Tablas 5y Fig. 8).

En las conjugaciones con el plasmido p48-1ch, los resultados fueron esencialmente coherentes
con los obtenidos con p10cH, pero el nimero de clones transconjugantes fue muy bajo. En el
caso de la seleccion con TMP el nimero de clones fue contable mientras que en la seleccion
con SXT no hubo crecimiento, por lo que se sembrd un volumen de mezcla de conjugacion
cinco veces mayor para poder detectar colonias en ese medio. En la Tabla 5 se muestran los
resultados de la siembra X1 en la seleccion con TMP y X5 con SXT (Fig. S4). Hubo una
diferencia adicional con la conjugacion de p10cu: los clones transconjugantes SXTR en el

21



Resultados

contexto receptor con sul3 no crecieron hasta las 48 h y fueron 10 veces mas escasos que los
seleccionados con TMP (Tabla 5y Fig. S4).

Por lo tanto, en presencia de SXT el contexto receptor portador de sul2 demostré ser el mas
permisivo para el establecimiento del Intl, desde ambas estirpes donantes, obteniéndose
transconjugantes a las 24 h. Por otro lado, el contexto con psullS se comporto igual que el que
presentaba so6lo pUCYC5, siendo ambos refractarios al establecimiento del integron. Este
resultado, al compararse con el obtenido con el psullL, revelaria la importancia del operén P-

qacEA-sull (P, promotor).

Tabla 5. Numero de transconjugantes (ufc/ml) en los cruzamientos con transferencia de
plasmidos Int1l* segun el contexto sul de la receptoray la presion antibidtica de seleccion

Donantes Receptoras Presiones selectivas empleadas
E. coli K12 E. coli K12 AMPCHL  TMPCHL  SXTCHL®  SMXa0 CHL
BZB1011 W3110 (pUCYC5) 2,3X10° 2,1X10° 0 0
AhsdR kan W3110 (psullL) 2,8X10% 3,4X104  3,3X10% (48 h) n.c.
(p10cH) W3110 (psul1S) 1,1X10* 8,8X103 0 n.c.
W3110 (psul2) 1,8X10% 1,5X10* 1,3X10% n.c.
W3110 (psul3) 2,2X10* 2,0X10* 1,4X10* n.c.
BZB1011 W3110 (pUCYC5) n.c. 1,4X102 0 0
AhsdR:kan W3110 (psullL) n.c. 1,0X10? 8,0X10' (48 h) n.c.
(p48-1ch) W3110 (psullS) n.c. 4,0X10! 0 n.c.
W3110 (psul2) n.c. 1,6X102 1,2X102 n.c.
W3110 (psul3) n.c. 8,0X101  8,0X10° (48 h) n.c.

(a)En las conjugaciones que involucran el plasmido p48-1cy el nimero de transconjugantes en medio con SXT
CHL se calcul6 a partir de la siembra de un volumen de 250 pl (5X) en relacion al resto.
n.c., no corresponde.

Se purificaron, en el mismo medio de seleccién, algunos clones transconjugantes de cada
experimento de conjugacion y de cada seleccion. Con el fin de comprobar su condicion de
transconjugantes del Intl, se analizd su susceptibilidad al antibiotico KAN y se amplificaron
los genes de la integrasa (intll) y de sull. Se comprob6 asi que eran verdaderos
transconjugantes KANS, intl1* sull*. También se realizaron los analisis cruzados de las
resistencias antibioticas y se comprobo que todas ellas habian sido transferidas en bloque.

En suma, el establecimiento del Intl en E. coli K12, empleando como seleccion placas con
SXT, se vio influenciado por los genes sul portados por la receptora. Es asi que la presencia de

sul2 en la célula receptora mostro ser el contexto méas permisivo para la rapida instalacion del
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Intl. Por su parte, la presencia del operén P-gacEA-sull (psulll) resultd igualmente permisiva,

pero los clones transconjugantes tardaron un dia méas en crecer.

psullL psullS

Seleccion
AMP [

Seleccion
T™MP

Seleccion [
SXT

Seleccion
SMX

Fig. 8. Experimentos de conjugacion. E. coli K12 BZB1011 AhsdR::kan (p10cr) X E. coli K12 W3110 (con
pUCYCS5 o con los plasmidos recombinantes). Las placas estan divididas en tercios para sembrar en cada una de
ella 50 ul de control donante, control receptora y experimental. En la placa con la receptora portadora del plasmido
psullL se obtuvieron colonias a las 48 h de incubacién en la seleccion SXT.
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V. DISCUSION

En este trabajo se estudio la vinculacion entre los integrones de clase 1 y la resistencia a los
antibidticos antifdlicos, teniendo en cuenta su vinculacion con la sintesis del acido folico. En
este contexto, tambien se analizé la diseminacion horizontal de los Intl en la especie E. coli.
Para ello se estudié una coleccién de cepas de UPEC recolectada de pacientes con infecciones
en el tracto urinario de un hospital de Montevideo. Las mismas se obtuvieron durante un
determinado periodo siguiendo un criterio de inclusion, por lo que los resultados son
representativos de la realidad epidemioldgica de ese tiempo y lugar y, probablemente, tengan
una significacion mas amplia. Cabe mencionar que la coleccidén habia sido previamente
estudiada desde varios puntos de vista, como la presencia de integrones clinicos, hecho que
facilita la contextualizacion de nuevos resultados [Poey et al. 2012; Poey & Lavifia, 2014; Poey
& Lavifia, 2018; Poey et al., 2019].

En investigaciones previas, se puso a punto una metodologia de analisis de la susceptibilidad a
SMX, TMP y SXT mediante estrias en medio sélido con los antibioticos incorporados [Poey et
al., 2019]. Los resultados actuales de resistencia a SXT por este nuevo método coincidieron con
los obtenidos previamente por disco-difusion y, como era de esperar, las cepas resistentes al
mismo también lo fueron a sus componentes por separado. La prevalencia de la resistencia a
los antifolatos en la coleccion de cepas de UPEC fue relativamente semejante: 54% a SMX,
46% a TMP y 44% a SXT. Esta nueva forma de analizar la susceptibilidad a los antifolatos
permitié detectar 23 cepas solo resistentes a SMX vy tres sélo a TMP. Sin embargo, estas
resistencias coexistieron en la mayor parte de los casos (102 cepas). Tasas tan altas de
resistencia conjunta parecen vincularse al extendido uso del SXT en la clinica, en particular
para el tratamiento de infecciones urinarias [World Health Organization, 2021b].

Viendo la estructura del Intl podemos inferir que existe una estrecha vinculacion entre este
elemento genético y la via de sintesis del acido félico. Cabe recordar que los Intl tendrian una
gran plasticidad genética para la adquisicion de distintos casetes génicos, pero los relevamientos
realizados hasta ahora a nivel mundial indican una importante monotonia en su estructura:
presentan en su plataforma conservada el gen sull, que codifica para una dihidropteroato sintasa
resistente a sulfamidas, y en su region variable, con una muy alta frecuencia, contienen un gen
dfrA, que codifica para una dihidrofolato reductasa resistente a trimetoprim [Domingues et al.,
2015; Poey & Lavifia, 2018]. Dadas estas observaciones, podriamos decir que los Intl estarian

particularmente dedicados a restaurar la via Fol en presencia de sus inhibidores. Sin embargo,
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se les atribuye una gran responsabilidad en la generacidén de multirresistencia [Leverstein-van
Hall et al., 2003; Mathai et al., 2004]. Esto parece deberse, més que al contenido genético del
integron, a otros genes de resistencia que suelen estar ligados al mismo, formando verdaderos
loci de multirresistencia [Poey & Lavifia, 2018; nuestras observaciones no publicadas].
Teniendo en cuenta estas consideraciones, se analiz6 la genética de la susceptibilidad a SMX
en las cepas de la coleccion de UPEC. Como era de esperar, en su mayoria las cepas Int1*
contenian el gen sull solo o acompafiado de sul2 o sul3, y también pudieron tener inicamente
el gen sul2. Esta observacion ya habia sido sefialada por nuestro grupo y por otros autores
[Antunes et al., 2005; Poey & Lavifia, 2018]. En cuanto al gen sull, es bien sabido que es un
constituyente de la plataforma conservada de estos integrones, pero se desconocia si también
podia existir independientemente de estas estructuras. En este trabajo se demuestra que el gen
sull siempre estuvo acompafado de otras secuencias de un Intl, ya estuviese éste completo o
no. Consideramos entonces que sull es un marcador de la presencia del Intl, al igual que el
clasico marcador intl1. De todas formas, hay que sefialar que la metodologia empleada para
detectar las distintas porciones del Intl no asegura que estos loci estén genéticamente ligados
en una unica estructura, pero si confirma su coexistencia en la misma célula. Por tanto,
proponemos que, para detectar integrones en aislamientos de muestras naturales, es conveniente
analizar tanto intll como sull, como marcadores de las dos porciones de la plataforma
conservada, 5’ y 3’, para tener una mejor aproximacion a la presencia real de estos elementos
genéticos. Con este nuevo criterio, la prevalencia del Intl en nuestra coleccion aumentd
sustancialmente del 22 al 29%: la mayoria de nuestras cepas contenian ambos marcadores (41),
9 sélo intl1 y 16 so6lo sull [de los Santos et al., 2021]. Estudios in silico llevados a cabo por
otros autores también apuntan en esta direccion. Para generar una base de datos de Intl a partir
del “whole genome database” del NCBI, se propuso identificar estos integrones por la presencia
de al menos dos de los siguientes tres elementos: el gen intl1, el sitio de recombinacién de los
casetes (att) y el gen sull, siempre que estuvieran dentro de un segmento < 4 kb [Zhang et al.,
2018].

En cuanto a sul2, éste fue el gen sul mas abundante en la coleccion de cepas UPEC. Estuvo
presente en el 53% de las cepas Intl* y en el 35% de las carentes de Intl. En principio, aunque
muy vinculado a la via Fol en la que refuerza la primera etapa enzimatica, sul2 parece ser
independiente de los Intl [de los Santos et al., 2021].

Ademas, se encontraron tres cepas resistentes a SMX que carecian de genes sul (incluido el gen
sul4). Una de ellas contenia un Int1. Dado que la resistenciaa SMX podia deberse a mutaciones

en el gen cromosomal folP, para la dihidropteroato sintasa, éste se procedio a secuenciar. Las
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tres cepas tuvieron alelos diferentes; sin embargo, al clonarlos ninguno de ellos confirié los
altos niveles de resistencia a SMX exhibidos por las cepas UPEC originales. Por tanto,
concluimos que debe haber al menos un nuevo locus en E. coli, ain desconocido, que sea
responsable de la resistencia total de estas cepas a SMX [de los Santos et al., 2021]. En este
sentido, se han encontrado nuevos mecanismos de resistencia a las sulfamidas en algunas cepas
bacterianas ambientales o en comunidades complejas, que consisten en modificar el antibidtico
0 incluso mineralizarlo. Dichos mecanismos no se han encontrado en cepas clinicas y no
parecen generar altos niveles de resistencia a los antibioticos [Nunes et al., 2020]. Por lo tanto,
parece bastante improbable que estas tres cepas de UPEC resistentes a SMX puedan poseer una
de estas vias metabolicas. Aunque este punto queda por dilucidar, el hecho de que la Gnica cepa
Intl™ desprovista de todo gen sul también fuera altamente resistente a SMX parece ser
significativo. En suma, todas las cepas con Intl fueron resistentes a SMX, independientemente
de las bases genéticas de esta resistencia. Estos resultados sugieren que, por algin motivo,
habria una especie de relacion obligatoria entre los Intl y la resistencia a SMX. Este vinculo
Int1-SMXR, ;sera producto de la presion ejercida por dicho antibidtico en el medio o estara
evidenciando una necesidad metabdlica que detectamos a través de esta resistencia?

Es sabido que la distribucién de los Intl en el arbol bacteriano esta acotada a ciertos grupos
filogenéticos. Es asi que estan practicamente ausentes en bacterias Gram-positivas y que incluso
dentro de las Gram-negativas sélo se distribuyen en cepas de unas pocas familias [Zhang et al.,
2018]. Ademas, en investigaciones previas de nuestro laboratorio, se encontrd que dentro de la
especie E. coli también existirian contextos mas permisivos y otros menos propicios para el
establecimiento de los Intl [Poey & Lavifia, 2014]. Este hecho resulta muy llamativo ya que
los Intl con frecuencia se encuentran en plasmidos conjugativos, algunos de amplio espectro
de hospedero capaces de transgredir muchas barreras taxondmicas en eventos de transferencia
horizontal [Redondo-Salvo et al., 2020]. En este sentido, se ha sugerido que existen factores
que limitan su diseminacion horizontal, aunque su naturaleza es mayormente desconocida. En
nuestros trabajos previos se habia observado la importancia del tipo de gen/es sul portado/s por
el plasmido Intl para su transferencia en presencia de SMX [Poey & Lavifia, 2018; Poey et al.,
2019]. En esta tesis se encontré que estos mismos genes también son relevantes para la
transferencia cuando se localizan en las células receptoras.

En los experimentos de conjugacion, los dos plasmidos Intl™ (sull® dfrA™) utilizados fueron
capaces de transferirse a todas las receptoras, independientemente del gen sul que éstas
contuvieran, en medios carentes de SMX. Por el contrario, en presencia de SMX (incluido en

la seleccion con SXT), los transconjugantes no crecieron cuando las receptoras no tenian ningun
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sul (solo con vector pUCYC5) o tenian sull clonado en forma ajustada (psul1S). Anteriormente,
se habia observado que la co-transferencia del Intl con sul2 o sul3 (probablemente por estar
contenidos en el mismo plasmido) favorecia la instalacion del integron [Poey & Lavifia, 2018;
Poey et al., 2019]. Nuestros resultados actuales también indican que la presencia de sul2 en la
receptora genera un ambiente permisivo para el establecimiento del Intl. La novedad es que la
presencia de psulllL (operén P-gacEA-sull) en la receptora permitio el establecimiento del Intl
en SXT, aunque los clones tardaron 48 h en crecer. Por un lado, esto podria explicarse porque
el gen sull se encuentra en una dosis génica elevada, al igual que en experimentos previos de
transformacion con un Intl clonado [Poey et al., 2019]. Sin embargo, esto ultimo no se cumplié
para el plasmido psullS. La diferencia entre estos dos plasmidos es que en psullS, sull carece
de su promotor y del gen que le precede, gacEA4, siendo expresado en forma artificial a partir
del promotor POlac. Este resultado apunta en la direccion de que el operdn P-qacE4-sull seria
una unidad funcional importante para el establecimiento del Intl recién transferido. Como se
menciond mas arriba, tener un gen sull en la célula implica tener un Intl o restos del mismo;
por ende, la presencia de un Intl en la cepa receptora podria aumentar la posibilidad de recibir
otro. En este sentido, hemos observado en los bancos de datos que con frecuencia los genomas
de cepas de E. coli portan mas de una copia de Intl y, muchas veces, con una o varias de éstas
delecionadas.

Hasta aqui se han discutido los aspectos compartidos en los resultados de los experimentos con
ambos plasmidos donantes, p10cH Yy p48-1cH. Sin embargo, estos plasmidos tienen diferencias
entre si que podrian explicar los resultados dispares en los experimentos de transferencia. El
plasmido p10cH tiene dos replicones, FIB y FII, que son muy usuales en la especie E. coli, y su
Intl tiene una estructura muy frecuente, con los genes dfrA17 y aadA5 en su region variable.
Por otro lado, p48-1cH es claramente singular: tiene el replicon L/M, tipico de plasmidos de
amplio rango de hospedero, con un Intl de contenido inusual en su region variable, dfrA15b,
cmlAly aadA2. Ambas caracteristicas fueron dnicas en la coleccién estudiada [Poey & Lavifia,
2018]. En los experimentos de conjugacion la diferencia mas grande fue en el numero de
transconjugantes: alto para p10cx y muy bajo para p48-1cH. Por este motivo nos centraremos
en los resultados obtenidos con p10cH. Se constatd que, en los ambientes permisivos para su
transferencia, i.e. bajo las presiones con AMP o TMP, el nimero de transconjugantes crecidos
con la receptora sul” fue mucho menor al obtenido con las receptoras sul™, en torno a un orden
de magnitud menos (Tabla 5y Fig. 8). Surge entonces la pregunta: ;por qué la mayor parte de
estos transconjugantes Intl® no pudieron crecer en estos medios “permisivos”? Se podria

deducir que encontraron limitaciones para crecer, la mayor parte fueron inviables v,
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seguramente, terminaron muriendo. Si asi fuera, el Intl seria en si mismo perjudicial para las
bacterias en las que ingresa; ese efecto seria aliviado por los genes sul en el plasmido transferido
0 en la bacteria receptora, y seria potenciado por la presencia de sulfamidas. De todas formas,
esto no se observo con el otro plasmido, p48-1cH, Yy sin duda este aspecto merece ser mas
estudiado, a través de la transferencia de otros plasmidos Int1*.

Por otro lado, el gen sul2, no ligado al integron, se destaca como facilitador de su transferencia,
ya sea que se localice en el plasmido donado o en la cepa receptora. Si bien el rendimiento en
transconjugantes fue algo menor en comparacién con el obtenido con psullL, los clones se
evidenciaron siempre después de 24 h de incubacion. En nuestra coleccion Intl*, mas de la
mitad de las cepas presentaron el gen sul2. Ademas, en nuestras observaciones preliminares en
los bancos de datos se constata que la distribucion de sul2 en el arbol bacteriano es en todo
semejante a la de los Intl. Indudablemente, el Intl y sul2 participan de la via Fol y, por lo tanto,
estan vinculados funcionalmente. Este aspecto nos resulta interesante para continuar nuestras
investigaciones.

La estricta relacion entre los Intl y el fenotipo de resistencia a SMX que hemos detectado es
muy Ilamativa, mas aln en vista de que esta vinculacion parece ser independiente de la base
genética de dicha resistencia. Ademas, la mayoria de las cepas Int1™ fueron también resistentes
a TMP, es decir, tendrian la via Fol reforzada en dos de sus pasos enzimaticos. Considerando
que tanto el SMX como el TMP no son antibidticos naturales sino productos sintéticos, éstos
no habrian podido ejercer una presion selectiva para la formacién y evolucion de los integrones
en la era pre-antibidtica. Dichas resistencias serian indicadoras de capacidades metabolicas
especificas que han existido en las bacterias antes del uso clinico de estos antibi6ticos, cuyos
determinantes genéticos fueron capturados por los integrones. Esta vision es apoyada por los
resultados de otros autores. Se ha propuesto que los genes sul derivan de genes folP mutados,
procedentes de miembros de las familias Leptospiraceae y Rhodobiaceae, que fueron
movilizados y transferidos a traves de muchos hospederos bacterianos hasta alcanzar su
ubicacion actual como genes maviles en cepas clinicas. Méas aun, sugieren que este movimiento
temprano de los genes folP mutados explicaria la fuerte asociacién de sull con los integrones
de clase 1 [Sanchez-Osuna et al., 2019]. Esta hipdtesis del surgimiento de los genes sul indicaria
que confieren alguna ventaja selectiva mas alla de su proteccion contra las sulfamidas. Por otro
lado, recientemente se ha postulado, mediante analisis in silico e in vitro, que la resistencia a
TMP también surgié antes del uso clinico de este farmaco. Habria surgido por un proceso
similar al que dio origen a los genes sul, pero en este caso de captacion de un gen folA [Sanchez-
Osuna et al., 2020].
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Discusion

Existe un acuerdo general en que el uso de antibioticos en la clinica es el principal determinante
para la propagacion de las resistencias. Sin embargo, estudios filogenéticos de diversos genes
de resistencia antibiotica sugieren que tienen una larga historia evolutiva que comenz6 mucho
antes de la era de la antibioterapia: se habrian originado en comunidades bacterianas
ambientales para luego transferirse horizontalmente, alcanzando asi a sus hospederos actuales
[Aminov & Mackie, 2007]. Estos resultados se ven apoyados por los descubrimientos de
Bhullar y colaboradores, quienes encontraron bacterias resistentes a la mayoria de los
antibioticos naturales, semisintéticos y sintéticos en una cueva aislada por mas de 4 millones
de afios [Bhullar et al., 2012]. Quizas muchas de las resistencias antibioticas se han mantenido
en la naturaleza debido a que cumplen otras funciones, no relacionadas con los antibiéticos, no
dilucidadas aun. Estas funciones deben conferir a la bacteria ciertas ventajas, permitiendo asi
el mantenimiento y la diseminacién de los genes de resistencia. Sin duda, el entendimiento de
cudles son esas otras funciones, sus origenes, diseminacion y ventajas metabolicas, proveera

pistas para comprender y controlar las resistencias antibidticas.
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Conclusiones

VI. CONCLUSIONES

De este trabajo se pudo concluir que existe una vinculacion estrecha entre los integrones de
clase 1y la resistencia a sulfametoxazol: todas las cepas de la coleccion de E. coli uropatdgeno
Int1* fueron SMXR. Es més, pareceria que este fenotipo sea un requisito para la presencia del
Intl en una bacteria. Es asi que, si bien el gen sull forma parte de la plataforma conservada del
Intl, no habiéndose encontrado por fuera de ésta, en aquellos casos donde esta plataforma se
encontr6 delecionada el contexto celular siempre aseguré un fenotipo de resistencia a
sulfamidas, independientemente de su base genética. Desde un punto de vista operativo, se
propone que, al igual que el gen para la integrasa intl1, sull sea también un marcador valido de
la presencia del Intl, siendo ambos testigos de la presencia de las regiones 5’ y 3’,
respectivamente.

Por otro lado, se observé que la transferencia horizontal de los Intl puede ser perjudicial y
comprometer la viabilidad de la bacteria receptora, un fenémeno que se ve potenciado en
presencia de sulfamidas en el medio. Por el contrario, la presencia de genes sul contrarresto este
efecto negativo, favoreciendo el establecimiento del Intl en una nueva célula hospedera. Esto
parece apuntar a posibles rutas de diseminacion de los Intl en E. coli, donde la presencia de
sul2 y/o de la porcion 3’ del Intl, i.e. P-gqacEA-sull, crearian condiciones méas propicias para el
establecimiento del Intl. En un sentido mas amplio, nuestros resultados podrian contribuir a
entender por qué los Intl se distribuyen en unos pocos taxones bacterianos, lo que indica que
su transferencia horizontal encuentra rutas permisivas en unas bacterias y restrictivas en otras.
Considerando la dependencia Int1-SMXR y que la mayor parte de estos elementos contiene
genes de resistencia a TMP, se deduce que los Intl estan fuertemente vinculados a la via de
sintesis del acido folico, codificando para enzimas que la refuerzan en sus etapas enzimaticas
primeray ultima. Cabe preguntarse si ésta es la funcion que dio origen a los integrones de clase
1, siendo la base de su éxito y diseminacion. Tal vez la resistencia a los antifolatos ha sido
originalmente un fendmeno casual por el tipo de genes fol incorporado, pero luego se convirtié

en una gran ventaja selectiva con el advenimiento de la antibioterapia.
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Perspectivas

VIl. PERSPECTIVAS

1. Realizar conjugaciones con otras cepas de E. coli K12 portadoras de plasmidos con Int1,
sull, como unico gen sul, y un gen dfrA, con las mismas estirpes receptoras empleadas en los
ensayos de este trabajo. Ademas, se afiadiria una receptora con folP clonado. Este abordaje se
realizaria con el fin de corroborar que la diseminacion horizontal de los integrones depende del
contexto sul de la cepa receptora o simplemente de que la primera etapa enzimatica de la via
esté reforzada. Para ello se buscarén cepas de UPEC que transfieran plasmidos Intl a E. coli
K12 y que cumplan con las condiciones expuestas. Esta busqueda se realizara entre las 16
UPEC Intl" intl1 sull™.

2. Hacer una busqueda sistemética por PCR de secuencias de la plataforma conservada del
Intl en las 164 cepas de UPEC de la coleccion catalogadas hasta ahora como carentes del Intl.
En principio, las secuencias a buscar serian las del promotor Pc y las del gen gacEA, que son
tipicamente integrantes de los Intl. Correlacionar la presencia de restos de Intl con los
fenotipos de resistencia a sulfamidas y a trimetoprim de las cepas. La idea es evaluar hasta qué

punto las resistencias a antifolatos estan vinculadas a los integrones de clase 1.

3. Extender los estudios de transferencia horizontal al conjunto de 19 UPEC de la
coleccidon que contienen un integrén de clase 2. Estos elementos genéticos estan también
vinculados a los antifolatos porque contienen en su estructura permanente el gen dfrAl, de

resistencia a trimetoprim.
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APENDICE I: Figuras
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Fig. S1. Orientacién de los insertos en los plasmidos psullL, psullS, psul2 y psul3. A) Gel de agarosa
0,8%. 1) psullL entero, 2) psullS entero, 3) y 9) Marcador de peso molecular de 1 Kb (Biolabs), 4-8) plasmidos
de diferentes clones digeridos segun se indica en la figura. B) Gel de 1% de agarosa. Orientacion del fragmento
de 943 pb clonado en psul2 de dos clones: 1) y 6) control de la reaccion, 2) y 7) control negativo con plasmido
vector, 3) y 8) Marcador de peso molecular de 100 pb (Biolabs), 4) y 5) amplificacién con los cebadores reverso
y FINsul2R (Tm= 57°C, hay amplificacion si sul2 esta a favor del POlac), 9) y 10) amplificacidn con los
cebadores reverso y SDsul2F (Tm= 57°C, si hay amplificacion esta en contra del POlac). C) Gel de 1% de
agarosa. Orientacion del fragmento de 879 pb clonado en psul3 de tres clones: 1) y 7) control de la reaccidn,
2) y 8) control negativo con plasmido vector, 3) y 9) Marcador de peso molecular de 100 pb (Biolabs), 4-6)
amplificacion con los cebadores reverso y FINsul3R (Tm= 56°C, si hay amplificacion esta a favor del POlac),
10-12) amplificacion con los cebadores reverso y SDsul3F (Tm= 55°C, si hay amplificacion esta en contra del
POlac).

35



Apéndice I

MP
vt
-
L 5
—_—
™~
e}

500
|

Fig. S2. Geles de agarosa entre 0,8 y 2% con amplificaciones de los distintos segmentos del Intl en las
16 cepas intll sull*. A) Amplificacion de la region variable, B) amplificacion del promotor Pc, y C)
amplificacion del gen gacEA. MP, marcador de peso molecular de 1 kb y de 100 pb Biolabs, se indican las

bandas de 3 kb y de 500 pb, respectivamente.
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Fig. S3. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de FolP de las tres cepas
resistentes a sulfamida carentes de genes sul: 87pw, 35-1cH y 40-1cH (*)
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FErrrrrrrrrerrreerrrer e e e e et er e e e e e e e
MQGNPKTMQEAPKYDDVFAEVNRYFIEQIARCEQAGIAKEKLLLDPGFGFGKNLSHNYSLLARLAEFHHF

NLPLLVGMSRKSMIGQLLNVGPSERLSGSLACAVIAAMQGAHI IRVHDVKETVEAMRVVEATLSAKENKR
Frrrrerrrrrrrrrrrrrrrrr et er e e e e e e e e e e e e e e
NLPLLVGMSRKSMIGQLLNVGPSERLSGSLACAVIAAMQGAHI IRVHDVKETVEAMRVVEATLSAKENKR
FErrrrrrrrrrrrreerrrer e e et e e e e e e e e e e e e
NLPLLVGMSRKSMIGQLLNVGPSERLSGSLACAVIAAMQGAHI IRVHDVKETVEAMRVVEATLSAKENKR

FErrrrrrrrrrrrreerreer e e et e e e e et e e e e e e e
NLPLLVGMSRKSMIGQLLNVGPSERLSGSLACAVIAAMQGAHI IRVHDVKETVEAMRVVEATLSAKENKR

YE 282
Slel 282
Slel 282
Slel 282

(*) En verde, residuos distintos a los de FolP de la cepa de referencia E. coli K12 W3110

70

70

70

70

140

140

140

140

210

210

210

210

280

280

280

280
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Apéndice Il

APENDICE I1: Medio de cultivo

Medio nutriente Luria-Bertani (LB) (Miller, 1992)
Contenido por litro de solucién:

BaCTO-TrIPtONA. ..ottt 10g
Bacto-Extraco de Levadura...........coooiiiiiiiii e S5¢
2 L O 10g

El medio sélido se prepara afiadiendo 15 g de agar por litro de medio de cultivo. Se esteriliza
por autoclave (30 min a 121°C).
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Anexo

ANEXO: Mapa fisico y genético del plasmido pUCYC5

a
E

£
3

=8
s

4
E

e
IHE
ey

Cebador rever:

2606.. 2635

[Best 2450]
[572 EcoR]
Sec pUCYCS xdna - 2810 nt
[p15a_2485..155]

f |

—

tgtccggcggtgcettttgecgttacgcaccacccecgtcagtagetgaacaggagggacagectgatagaaa < 70

acaggccgccacgaaaacggcaatgecgtggtggggcagtcatcgacttgtcecctcececctgtecgactatettt
10 20 30 40 50 60

cagaagccactggagcacctcaaaaacaccatcatacactaaatcagtaagttggcagcatcacccgacg

gtcttcggtgacctcgtggagtttttgtggtagtatgtgatttagtcattcaaccgtcgtagtgggetge
100 110 120 130

< 140

cactttgcgccgaataaatacctgtgacggaagatcacttcgcagaataaataaatcctggtgtcececctgt < 210
gtgaaacgcggcttatttatggacactgccttctagtgaagcgtcttatttatttaggaccacagggaca

150 160 170 180 190 200
tgataccgggaagccctgggccaacttttggcgaaaatgagacgttgatcggcacgtaagaggttccaac < 280
actatggcccttcgggacccggttgaaaaccgecttttactctgcaactageccgtgecattcteccaaggttyg

220 230 240 250 260 270
tttcaccataatgaaataagatcactaccgggcgtattttttgagttatcgagattttcaggagectaagg < 350
aaagtggtattactttattctagtgatggcccgcataaaaaactcaatagctctaaaagtcctcgattcce

290 300 310 320 330 340

>cat (CHLR)
|
aagctaaaATGGAGAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATGGCATCGTAAAGAACA
M E K K I T G Y T T Vv D I S Q W H R K E H
ttcgatttTACCTCTTTTTTTAGTGACCTATATGGTGGCAACTATATAGGGTTACCGTAGCATTTCTTGT
360 370 380 390 400 410

TTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTGGATATTACGGCCTTT
I T A F

F E A F Q S VvV A Q C T Y N Q T V Q L D
AAAACTCCGTAAAGTCAGTCAACGAGTTACATGGATATTGGTCTGGCAAGTCGACCTATAATGCCGGAAA
480

430 440 450 460 470

< 420
< 490

TTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCCGGCCTTTATTCACATTCTTGCCCGCCTGATGA < 560
L K T Vv K K N KHIKVF Y P A F I HIULAIRIULMMN
AATTTCTGGCATTTCTTTTTATTCGTGTTCAAAATAGGCCGGAAATAAGTGTAAGAACGGGCGGACTACT

500 510 520 530 540 550



EcoRI (*)
|
ATGCTCATCCGGAATTCCGTATGGCAATGAAAGACGGTGAGCTGGTGATATGGGATAGTGTTCACCCTTG
A H P E F R MAMI KD G E L V I WD S V HUP C
TACGAGTAGGCCTTAAGGCATACCGTTACTTTCTGCCACTCGACCACTATACCCTATCACAAGTGGGAAC
570 580 590 600 610 620

TTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAAACGTTTTCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGG
Yy T v F H E Q T E T F S S L W S E Y H D D F R
AATGTGGCAAAAGGTACTCGTTTGACTTTGCAAAAGTAGCGAGACCTCACTTATGGTGCTGCTAAAGGCC
640 650 660 670 680 690

CAGTTTCTACACATATATTCGCAAGATGTGGCGTGTTACGGTGAAAACCTGGCCTATTTCCCTAAAGGGT

Q F L H I ¥ s Q D Vv A CY G ENILA AYF P K G F

GTCAAAGATGTGTATATAAGCGTTCTACACCGCACAATGCCACTTTTGGACCGGATAAAGGGATTTCCCA
710 720 730 740 750 760

TTATTGAGAATATGTTTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAGTTTTGATTTAAACGTGGC
I E NMFF V S A NPWV S F T S F DL N V A
AATAACTCTTATACAAAAAGCAGAGTCGGTTAGGGACCCACTCAAAGTGGTCAAAACTAAATTTGCACCG
780 790 800 810 820 830

CAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGTTTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGCGACAAGGTGCTG
N M D NF F A PV F TMGI K Y Y T Q G D K V L
GTTATACCTGTTGAAGAAGCGGGGGCAAAAGTGGTACCCGTTTATAATATGCGTTCCGCTGTTCCACGAC
850 860 870 880 890 900

ATGCCGCTGGCGATTCAGGTTCATCATGCCGTCTGTGATGGCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATGAAT

M P L A I Q V H H A YV C D G F HV GR MTULNE L

TACGGCGACCGCTAAGTCCAAGTAGTACGGCAGACACTACCGAAGGTACAGCCGTCTTACGAATTACTTA
920 930 940 950 960 970

TACAACAGTACTGCGATGAGTGGCAGGGCGGGGCGTAAtttttttaaggcagttattggtgcccttaaac
Q Q Y C D E W Q G G A *
ATGTTGTCATGACGCTACTCACCGTCCCGCCCCGCATTaaaaaaattccgtcaataaccacgggaatttyg
990 1000 1010 1020 1030 1040

gcctggtgctacgcctgaataagtgataataagcggatgaatggcagaaattcgaaagcaaattcgacce
cggaccacgatgcggacttattcactattattcgcctacttaccgtctttaagetttecgtttaagetggg
1060 1070 1080 1090 1100 1110

ggtcgtcggttcagggcagggtcgttaaatagecgecttatgtctattgectggtttaccggtttattgact
ccagcagccaagtcccgtcccagcaatttatcggcgaatacagataacgaccaaatggccaaataactga
1130 1140 1150 1160 1170 1180

accggaagcagtgtgaccgtgtgcttctcaaatgcctgaggccagtttgectcaggectctecececgtggagg
tggccttcgtcacactggcacacgaagagtttacggactccggtcaaacgagtccgagaggggcacctece
1200 1210 1220 1230 1240 1250

taataattgacgatatgatcatttattctgcctcccagagecctgataaaaacggttagcgctagcageac
attattaactgctatactagtaaataagacggagggtctcggactatttttgccaatcgecgatcecgtegtyg
1270 1280 1290 1300 1310 1320

EcoRV
\
gccatagtgactggcgatgctgtcggaatggacgatatcccgcaagaggecccggcagtaccggcataacce
cggtatcactgaccgctacgacagccttacctgctatagggecgttcteccgggeccgtcatggeecgtattgg
1340 1350 1360 1370 1380 1390

aagcctatgcctacagcatccagggtgacggtgccgaggatgacgatgagcecgcattgttagatttcatac
ttcggatacggatgtcgtaggtcccactgccacggectcecctactgectactcgecgtaacaatctaaagtatg
1410 1420 1430 1440 1450 1460

HindIII (*)

\
acggtgcctgactgcgttagcaatttaactgtgataaactaccgcattaaagcttatcgatgataagctg
tgccacggactgacgcaatcgttaaattgacactatttgatggcgtaatttcgaatagctactattcgac

1480 1490 1500 1510 1520 1530

630

700

770

840

910

980

1050

1120

1190

1260

1330

1400

1470

1540

Anexo
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pl5A
|
tcaaacatgagaattACAACTTATATCGTATGGGGCTGACTTCAGGTGCTACATTTGAAGAGATAAATTG
agtttgtactcttaaTGTTGAATATAGCATACCCCGACTGAAGTCCACGATGTAAACTTCTCTATTTAAC
1550 1560 1570 1580 1590 1600

Xbal (*)
|
CACTGAAATCTAGAAATATTTTATCTGATTAATAAGATGATCTTCTTGAGATCGTTTTGGTCTGCGCGTA
GTGACTTTAGATCTTTATAAAATAGACTAATTATTCTACTAGAAGAACTCTAGCAAAACCAGACGCGCAT
1620 1630 1640 1650 1660 1670

ATCTCTTGCTCTGAAAACGAAAAAACCGCCTTGCAGGGCGGTTTTTCGAAGGTTCTCTGAGCTACCAACT
TAGAGAACGAGACTTTTGCTTTTTTGGCGGAACGTCCCGCCAAAAAGCTTCCAAGAGACTCGATGGTTGA
1690 1700 1710 1720 1730 1740

CTTTGAACCGAGGTAACTGGCTTGGAGGAGCGCAGTCACCAAAACTTGTCCTTTCAGTTTAGCCTTAACC
GAAACTTGGCTCCATTGACCGAACCTCCTCGCGTCAGTGGTTTTGAACAGGAAAGTCAAATCGGAATTGG
1760 1770 1780 1790 1800 1810

GGCGCATGACTTCAAGACTAACTCCTCTAAATCAATTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGTGCTTTTGCATG
CCGCGTACTGAAGTTCTGATTGAGGAGATTTAGTTAATGGTCACCGACGACGGTCACCACGAAAACGTAC
1830 1840 1850 1860 1870 1880

TCTTTCCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGACTGAACGGGGGGTTCG
AGAAAGGCCCAACCTGAGTTCTGCTATCAATGGCCTATTCCGCGTCGCCAGCCTGACTTGCCCCCCAAGC
1900 1910 1920 1930 1940 1950

TGCATACAGTCCAGCTTGGAGCGAACTGCCTACCCGGAACTGAGTGTCAGGCGTGGAATGAGACAAACGC
ACGTATGTCAGGTCGAACCTCGCTTGACGGATGGGCCTTGACTCACAGTCCGCACCTTACTCTGTTTGCG
1970 1980 1990 2000 2010 2020

GGCCATAACAGCGGAATGACACCGGTAAACCGAAAGGCAGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCCGCCAG
CCGGTATTGTCGCCTTACTGTGGCCATTTGGCTTTCCGTCCTTGTCCTCTCGCGTGCTCCCTCGGCGGTC
2040 2050 2060 2070 2080 2090

GGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCACTGATTTGAGCGTCAGATTTCGTG
CCCCTTTGCGGACCATAGAAATATCAGGACAGCCCAAAGCGGTGGTGACTAAACTCGCAGTCTAAAGCAC
2110 2120 2130 2140 2150 2160

ATGCTTGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGGCTTTGCCGCGGCCCTCTCACTTCCCTGTTAAGTA
TACGAACAGTCCCCCCGCCTCGGATACCTTTTTGCCGAAACGGCGCCGGGAGAGTGAAGGGACAATTCAT
2180 2190 2200 2210 2220 2230

TCTTCCTGGCATCTTCCAGGAAATCTCCGCCCCGTTCGTAAGCCATTTCCGCTCGCCGCAGTCGAACGAC
AGAAGGACCGTAGAAGGTCCTTTAGAGGCGGGGCAAGCATTCGGTAAAGGCGAGCGGCGTCAGCTTGCTG
2250 2260 2270 2280 2290 2300

CGAGCGTAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAATATATCCTGTATCACATATTCTGCTGACGCACCGGT
GCTCGCATCGCTCAGTCACTCGCTCCTTCGCCTTATATAGGACATAGTGTATAAGACGACTGCGTGGCCA
2320 2330 2340 2350 2360 2370

AccI

|

GCAGCCTTTTTTCTCCTGCCACATGAAGCACTTCACTGACACCCTCATCAGTGCCAACATAGTAAGCCAG

CGTCGGAAAAAAGAGGACGGTGTACTTCGTGAAGTGACTGTGGGAGTAGTCACGGTTGTATCATTCGGTC
2390 2400 2410 2420 2430 2440

TATACACTCCGCTAGCGCccaatacgcaaaccgcecctctccececgegegttggecgattcattaatgecaget
ATATGTGAGGCGATCGCGggttatgcgtttggcggagaggggcgcgcaaccggctaagtaattacgtcga
2460 2470 2480 2490 2500 2510

ggcacgacaggtttcccgactggaaagcgggcagtgagcgcaacgcaattaatgtgagttagctcactca
ccgtgctgtccaaagggctgacctttecgeeccgtcactecgegttgegttaattacactcaatcgagtgagt
2530 2540 2550 2560 2570 2580

<

1610

1680

1750

1820

1890

1960

2030

2100

2170

2240

2310

2380

(*)

2450

2520

2590

Anexo
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Anexo

>Plac Olac

| |
ttaggcaccccaggcTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTgtgtggAATTGTGAGCGGATAACAA < 2660
aatccgtggggtccgAAATGTGAAATACGAAGGCCGAGCATACAAcCacaccTTAACACTCGCCTATTGTT

2600 2610 2620 2630 2640 2650
Xbal (*)
Sall
>lacZz’ Pstl Accl (%) Smal
>Cebador reverso Polylinker HindIII (%) HincII BamHI

| | | | | | | | |
TTtcacacaggaaacagctATGACCATGATTACGCCAAGCTTGGGCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCC < 2730
M TM I T P S L G CR S T L E D P
ARagtgtgtcctttgtcgaTACTGGTACTAATGCGGTTCGAACCCGACGTCCAGCTGAGATCTCCTAGGG
2670 2680 2690 2700 2710 2720

Sacl EcoRI (*)
| |
CGGGCGAGCTCGAATTCACTGGCCGETCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAAC < 2800
R A S S N S L AV VL Q R R DWENUP GV T Q L
GCCCGCTCGAGCTTAAGTGACCGGCAGCAAAATGTTGCAGCACTGACCCTTTTGGGACCGCAATGGETTG
2740 2750 2760 2770 2780 2790

TTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCC < 2870
N R L A A H P P F A S WURNSEEA AIRTDR P
AATTAGCGGAACGTCGTGTAGGGGGAAAGCGGTCGACCGCATTATCGCTTCTCCGGGCGTGGCTAGCGGG
2810 2820 2830 2840 2850 2860

TTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCTGA < 2910
S Q Q L R S L NG E W R *
AAGGGTTGTCAACGCGTCGGACTTACCGCTTACCGCGACT

2880 2890 2900

Features

cat (CHLR) : [359 : 1018]
pl5a : [2468 : 1556]
Plac : [2606 : 2635]
Olac : [2642 : 2662]
lacz' : [2680 : 2910]
Polylinker : [2680 : 2747]
Cebador reverso : [2666 : 2685]

(*) Enzimas con dos sitios de corte
Mapa fisico y enzimatico optimizado con el programa Serial Cloner V2.5
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