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RESUMEN

El empleo de los antibidticos para combatir las infecciones bacterianas marcé un punto
crucial en la humanidad, aumentando la esperanza de vida en unos 20 afios. Sin embargo,
paralelamente a su uso se fueron detectando bacterias patdgenas resistentes y, mas
recientemente, multirresistentes. Este es un tema de preocupacion mundial en salud y un
aspecto relevante es conocer las distintas vias que tienen los genes de resistencia para
diseminarse entre las bacterias.

Los integrones de clase 1y 2 son elementos genéticos no autorreplicativos que portan genes
de resistencia antibiética. Se localizan en transposones y/o en plasmidos, principalmente
conjugativos, lo que permite su diseminacion entre las bacterias. En este estudio nos
centramos en el integrén de clase 2 (Int2). Se ha descrito que éstos se localizan en el
transposon Tn7, un transposon con la particularidad de saltar, ademas de al azar, a un sitio
cromosomico en Escherichia coli (el sitio attTn7). Los objetivos de este trabajo fueron: i)
analizar, in silico, la distribucion del Int2 y corroborar su asociacion con el Tn7; ii) corroborar
la presencia del Int2 y determinar su localizacion en una coleccion de cepas de E. coli
uropatogeno (UPEC), previamente caracterizada, y iii) analizar la transferencia horizontal del
Int2 desde las cepas de UPEC Int2* a E. coli K12 y determinar su localizacion en estas
Gltimas. Para ello, se emplearon técnicas de PCR y ensayos de transferencia horizontal por
conjugacion. Los resultados de los analisis in silico permitieron corroborar la vinculacion
estricta del Int2 con el Tn7, por lo que en mas nos referiremos al Tn7. EI Tn7 se distribuyd
en ciertas familias de las Gammaproteobacterias. La mayoria (83%) de las cepas de la
coleccion de UPEC presentaron el Tn7 en su sitio attTn7. EI Tn7 se transfiri6 por conjugacion
en cuatro casos (24%) desde las cepas de UPEC a una E. coli K12. En tres de éstos el Tn7
estuvo portado en plasmidos y, muy probablemente, estaria mutado para el salto: no se
localizo ni en las donantes ni en las receptoras en el sitio attTn7. En el cuarto caso el Tn7 fue
transferido y, una vez ingresado, inmediatamente saltdé a su sitio cromosomico; tanto la
donante UPEC como la receptora E. coli K12 presentaron una copia del Tn7 en el sitio attTn7.
En suma, en este trabajo se corroboro la estricta vinculacion del Int2 con el Tn7, asi como la
capacidad de este transposon de transferirse naturalmente entre cepas de UPEC y E. coli K12.
Sin duda que conocer los mecanismos que tiene el Tn7 para asegurar su transferencia vertical
asi como horizontal en las comunidades bacterianas es importante para comprender las
posibles vias de diseminacion de las resistencias y, por ende, el surgimiento de posibles

patdgenos multirresistentes.
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l. INTRODUCCION

Los antibioticos antibacterianos se han empleado de forma terapéutica para combatir
infecciones desde hace menos de 100 afios. Su uso aumentd significativamente la
expectativa de vida de las personas. Es asi que el estudio de los mismos se intensifico,
logrando el descubrimiento de nuevos antibidticos naturales (producidos por
microorganismos), el desarrollo de derivados modificados de éstos (antibidticos semi-
sintéticos) e incluso de completa sintesis quimica (antibidticos sintéticos). Sin embargo,
poco tiempo después del comienzo de su uso se detectaron bacterias patdgenas resistentes
a alguno de los antibidticos y, mas ain, comenzaron a registrarse bacterias patdgenas
multirresistentes. La aparicion de este tipo de bacterias es un tema de preocupacion actual
en salud (WHO, 2017; Murray et al., 2022).

En las bacterias Gram negativas las resistencias antibioticas se deben frecuentemente a la
presencia de genes especificos, portados por elementos genéticos méviles, por lo que la
prevalencia de las resistencias se debe tanto a su expansion clonal como a la generacion
de nuevos clones por transferencia horizontal (Exner et. al., 2017, Poey & Lavifia, 2018).
Uno de los elementos genéticos estrechamente relacionados con las resistencias
antibidticas son los integrones y, dentro de éstos, los de clase 1 y 2 (Intl y 2),
denominados integrones clinicos. En lo referente a su estructura, éstos poseen una
plataforma conservada y una regién variable (Fig. 1). La plataforma contiene un gen para
una integrasa (intl), un sitio de integracion, attl, y un promotor Pc. La regién variable
contiene uno o mas “cassettes génicos”, que codifican para resistencias antibioticas, son
integrados en el sitio attl por recombinacion especifica de sitio con su attC y se expresan
bajo el promotor Pc. Los integrones se diferencian por la secuencia de su gen para la
integrasa y en ello se basa su clasificacion.

Los integrones clinicos estdn muy vinculados con la resistencia a los antibioticos
antifolicos. Los antifolatos, i.e. las sulfamidas y el trimetoprim, son antibidticos sintéticos
gue acttan bloqueando la via de sintesis del acido félico (via Fol), una coenzima esencial
que las bacterias deben sintetizar. Las sulfamidas, e.g. el sulfametoxazol (SMX), asi como
el trimetoprim (TMP), actian como analogos metabdlicos, inactivando la primera y la
ultima enzima de la via, respectivamente (Neidhart, 1996) (Fig. 2). Cada antibidtico por
separado ejerce un efecto bacteriostatico, pero su uso combinado genera un efecto

sinérgico bactericida. Es asi que en la clinica comdnmente se usa la férmula combinada



sulfametoxazol- trimetoprim a la que se le denomina co-trimoxazol (SXT) (WHO, 2017).
Concretamente, la resistencia a SMX se debe a la presencia de alguno de los genes sul
(sull, 2 6 3), que codifican para variantes resistentes de la primera enzima,
dihidropteroato sintasa, de la via Fol (Antunes et al., 2005). Por su parte, la resistencia a
TMP se debe a la presencia de genes dfrA, que codifican para variantes resistentes (mas
de 40 alelos distintos) de la ultima enzima, dihidrofolato reductasa, de la via Fol (Skold,
2001).
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Fig. 1. Integrones de clase 1 y 2. A) Estructura de un ejemplo de Intl. Se representa la plataforma
conservada 57, con el gen para la integrasa, intl1, y el sitio de “attachment” del integrén, attl1; la plataforma
conservada 3°con el gen delecionado gacEA, de resistencia a amonio cuaternario, y el gen sull, de
resistencia a sulfamidas. Se incluye la region variable del Intl con los genes de resistencia (cassettes
génicos) que mas frecuentemente la integran, dfrA y aadA, de resistencia a trimetoprim y a estreptomicina,
respectivamente. B) Estructura de un Int2, con el gen para su integrasa, intl2, interrumpido por un codén
sin sentido (*), el sitio de “attachment”, attl2, y los cassettes génicos dfrAl (de resistencia a trimetoprim),
sat2 (de resistencia a estreptotricina) y aadAl (de resistencia a estreptomicina). Pc, promotor; attC, sitio de
“attachment” de los cassettes génicos.
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Fig 2. Via de sintesis del acido félico (Via Fol). En letra negra, productos intermediarios y final de la via.
En cuadro violeta, las enzimas participantes de la via y los genes que las codifican, pertenecientes al genoma
bésico del cromosoma. En cuadro rosado, los inhibidores de la via y su sitio de accion. En cuadro verde,
las enzimas pertenecientes al genoma flexible que restituyen la via de sintesis de acido folico en

presencia de los inhibidores. PABA, acido para-aminobenzoico; Sul, dihidropteroato sintasa resistente a

sulfamidas; DfrA, dihidrofolato reductasa resistente a trimetoprim; SMX, sulfametoxazol.

Los genes sul y dfrA estan frecuentemente asociados a los integrones clinicos. Los Intl
son los mas frecuentes en aislamientos clinicos de bacterias Gram negativas. En su
plataforma conservada tienen el gen sully en la region variable suelen incluir uno o dos
genes de resistencia antibidtica, generalmente de tipo dfrA (TMPR) y aadA (resistencia al
aminoglicésido estreptomicina, STRR). Estos integrones se localizan tanto en el
cromosoma como en plasmidos. Es importante destacar que los Intl poseen una
distribucion acotada a s6lo algunos grupos bacterianos. Se encuentran en bacterias Gram
negativas, dentro de ellas en las Gammaproteobacterias y, a su vez, en algunas familias
de esta division (Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae y Moraxellaceae) (Labbate
et al., 2009; Cambray et al., 2010; Partridge, 2011; Domingues et al., 2012; Domingues
et al., 2015; Deng et al., 2015; Cury et al., 2016; Poey & Lavifia, 2018; Zhang et al.,
2018).

En cuanto a los Int2, presentan una distribucion semejante a la de los Intl aungue son

algo menos prevalentes que estos ultimos (Deng et al., 2015). El Int2 ha perdido su



capacidad para integrar cassettes genicos debido a que el gen para su integrasa, intl2, esta
inactivado por una mutacion que genera un codon de terminacion. Por lo tanto, su
estructura es fija. Ademas del gen intl2 mutado, presentan los genes dfrAl, sat2 (de
resistencia a estreptotricina) y aadA1 (STRR) (Labbate et al., 2009; Cambray et al., 2010).
Los Int2 se encuentran presentes dentro del transposén Tn7, de 14067 pb (Fig. 3)
(Sundstrém et al., 1991). Dicho transposon codifica ademas para cinco proteinas de
transposicion, TnsA, TnsB, TnsC, TnsD y TnstE. TnsA y TnsB forman la transposasa,
TnsC constituye un regulador que interacciona con la diana de ADN Yy la transposasa,
mientras que TnsD y TnsE son factores especificos de diana que permiten la activacion
del “core” TnsABC para realizar las reacciones de transposicion. Tn7 presenta extremos
finales distintos; el extremo izquierdo Tn7-L, de 150 pb, y el extremo derecho Tn7-R, de
90pb, que permiten su integracion con una orientacion caracteristica. En lo referente a la
estructura del Tn7, las proteinas de transposicion (TnsA, TnsB, TnsC, TnsD y TnsE) estan
codificadas en la region derecha, mientras que el Int2 esta hacia la izquierda (Fig. 3).

Se ha propuesto que el Tn7 se transpone mediante “cut and paste”, o sea, en forma no
replicativa. En este proceso el Tn7 es escindido de un sitio e insertado en otra posicion
dentro de la bacteria, generando la duplicacion en la secuencia diana de 5 pb, es decir,
repetidos directos de 5 pb flanqueando el transposon.

El Tn7 es considerado un elemento movil sofisticado debido a que ha desarrollado vias
alternativas para su propagacién. Por un lado, el Tn7 se comporta como muchos de los
elementos transponibles, i.e., los saltos son al azar con una baja frecuencia. Esta
transposicion esta mediada por TnsABC+E. Si bien los saltos pueden ser a secuencias
aleatorias del cromosoma, éstos ocurren preferentemente a plasmidos conjugativos una
vez que ingresan a la célula. De esta manera, el Tn7 asegura su dispersion horizontal entre
las bacterias (Kubo & Craig, 1990; Wolkow et al., 1996; Peters, 2014; Peters & Craig,
2001). En la otra via de transposicion, el Tn7 tiene la particularidad de insertarse con una
alta frecuencia en un sitio especifico (attTn7) en el cromosoma de la bacteria, lo que lo
diferencia del resto de los transposones. Este mecanismo estd mediado por TnsABC+D.
Maés precisamente, TnsD es el factor especifico de diana que se une a una regién
conservada dentro de la regién codificante del gen esencial gImS. Este gen codifica para
una glucosamina 6- fosfato sintasa (proteina involucrada en la biosintesis de la pared
celular). Pese a que TnsD se une a una secuencia dentro de glmS, dirige al core TnsABC
para que reconozca un sitio a 25 pb posterior al terminador de glmS. Es decir, al integrarse
el Tn7 en el cromosoma no interrumpe el gen gimS (Fig. 3). Si bien no se conocen las
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causas de la eleccion de este sitio por parte del Tn7, es importante sefialar que se trata de
un gen altamente conservado entre las bacterias. Esta insercion no compromete la
viabilidad de la bacteria, permitiendo asi una coexistencia entre el Tn7 y su hospedero y
asegurando el Tn7 su transferencia vertical (Wolkow et al., 1996; Peters & Craig, 2001).

™7

Integrén clase 2

RI RI
Ta7 NH2  drfrA1 sat2 aadA1 orfX ybfA ybfB ybgA tnsE  tnsD tnsC tnsB nsA 7 gimS

Fig. 3. Transposén Tn7, portador de un Int2, insertado en su sitio cromosémico, attTn7, en E. coli.
Se indica a la derecha el gen cromosomal glmS. Con flechas gruesas se indica el sentido de los genes. R,
repetidos invertidos imperfectos del Tn7.

En el laboratorio se han realizado analisis fenotipicos y genotipicos de una coleccién de
230 aislamientos de E. coli uropatégeno (UPEC). Los mismos comprendieron estudios
de virulencia, resistencia antibidtica y de presencia de Intl y 2. Se detect6 el gen para la
integrasa, intll e intl2, en el 22% (50 cepas) y 8% (19 cepas) de los aislamientos,
respectivamente (Poey et al., 2012; Poey & Lavifia, 2014). Se hicieron experimentos de
transferencia horizontal, por conjugacion y transduccion, del Intl entre cepas de E. coli.
Es asi que se generd una coleccion de 19 cepas de E. coli K12 Int1* (18 cepas obtenidas
por conjugacién y una por transduccion P1). Los transconjugantes fueron seleccionados
con los antibidticos ampicilina (AMP), tetraciclina (TET), STR 'y SMX (Poey & Lavifia,
2018).

En 18 de las cepas, el integron estaba en plasmidos conjugativos que, ademas, contenian
otros genes de resistencia. Invariablemente, estos plasmidos albergaban al menos un gen
de resistencia a sulfametoxazol (sulfamida), que podia ser sull, de la plataforma del
integron, sul2, independiente del Intl, o sul3, un gen poco usual. Otras resistencias

frecuentemente transferidas con el Intl fueron a AMP, codificada fuera del Intl, y a STR



y TMP, generalmente codificadas por la region variable del Intl (Poey & Lavifia, 2014;
Poey & Lavifia, 2018). Cabe sefialar que de los 19 aislamientos de UPEC intl2*, cuatro
fueron también positivos para intl1 y 14 para sul2.

En este trabajo se plantea estudiar la localizacidn, cromosomica o plasmidica, del Int2 en

la coleccion de cepas de UPEC Int2* y su transferencia horizontal a cepas de E. coli K12,



OBJETIVOS

11.1) Objetivo General
Analizar la localizacion genomica y la transferencia horizontal de integrones de

clase 2 en cepas de E. coli.

11.2) Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Analizar in silico la distribucion y localizacién del Tn7 (portador del Int2) en

los bancos de datos.

Corroborar genotipicamente (deteccion PCR de los genes intl2 y dfrAl) y
fenotipicamente (resistencias antibioticas) la presencia del Int2 en los 18

aislamientos de la coleccién de cepas de UPEC.

Determinar por PCR la localizacion cromosémica del Tn7 en su sitio attTn7

en la coleccion de cepas de UPEC Int2*.

Hacer conjugaciones entre las cepas de UPEC Int2* como donantes y una cepa
de E. coli K12 como receptora para analizar la posible movilidad horizontal
del Tn7.

Analizar genotipica y fenotipicamente las cepas de E. coli transconjugantes
que recibieron el Tn7, incluyendo la posible localizacién cromosdmica del

mismo en el sitio attTn7 (1* conjugaciones).

Realizar una segunda serie de conjugaciones entre las cepas de E. coli
transconjugantes que recibieron el Tn7 y otra cepa receptora de E. coli K12
(298 conjugaciones). Efectuar las mismas determinaciones que en el item

anterior.

Analizar globalmente los resultados obtenidos.



I1l. MATERIALES & METODOS

111.1) Cepas bacterianas y condiciones de cultivo
De la coleccién de 19 cepas de UPEC portadoras del Int2 del laboratorio se emplearon 18

debido a que un aislamiento no fue viable (Anexo 1). De éstas, cuatro presentaron ademas
el Intl. Dichas cepas pertenecian a una coleccion de 230 cepas de UPEC del laboratorio,
112 cepas procedentes de aislamientos de mujeres embarazadas (E) y 118 de nifios con
anomalias anatomicas o funcionales en el tracto urinario (P). Estos aislamientos se
obtuvieron entre 2007 y 2009 del Centro Hospitalario Pereira Rossell, siguiendo un
disefio epidemioldgico. Los aislamientos fueron analizados para su filogenia, virulencia,
resistencia antibidtica, presencia de genes sull, 2 y 3 e integrasas intl1 y 2. De los 18
aislamientos de UPEC Int2", siete procedian de mujeres embarazadas y 11 de nifios (Poey
et. al., 2012; Poey & Lavifia, 2014; Poey & Lavifia, 2018).

Se usaron como receptoras en los experimentos de conjugacion dos cepas derivadas de E.
coli K12: BZB1011 AhsdR::kan y W3110 srl::Tn10. La primera es un mutante
espontaneo gyrA de W3110, deficiente para el sistema de restriccion por tener la mutacién
hsdR748:kan, y ser resistente a los antibidticos acido nalidixico (NAL) y kanamicina
(KAN), mientras que la segunda es un mutante resistente al antibiético tetraciclina (TET)
por tener la mutacion srl::Tnl0 (Poey & Lavifia, 2018).

Las cepas se cultivaron en medio nutriente Luria Bertani (LB) a 37°C. Para analizar la
susceptibilidad a los distintos antibidticos, los mismos se adicionaron al medio de LB en
las siguientes concentraciones finales: TMP (100 pg/ml), SMX (500 pg/ml), SXT (100
pg/ml TMP y 500 pg/ml SMX), ampicilina (AMP, 100 pg/ml), cloranfenicol (CHL, 60
pg/ml), KAN (30 pg/ml), NAL (40 pg/ml), TET (15 pg/ml), estreptomicina alta (STRH,
100 pg/ml), estreptomicina baja (STRy, 10 pg/ml).

I11.2) Analisis in silico de la localizacion del Tn7
Se analizé la localizaciéon del Tn7 en el banco de datos NCBI usando el programa

Nucleotide Blast (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Se emple6 como referencia
para dicho anélisis la secuencia del transposon Tn7 de 14067 pb, que incluye sus repetidos
invertidos imperfectos, portada por la cepa de E. coli AHO1 (numero de acceso

NZ_CP055251.1). La secuencia del Tn7 de esta cepa es conservada.



111.3) Analisis genotipicos

111.3.1) Determinacion de la presencia de Intl, Int2 y sul2, y de la localizacién del
n7

Se determino la presencia de los genes intll, intl2, dfrAl, sull, sul2 y la localizacion
cromosomica del Tn7 mediante la técnica de PCR, usando cebadores previamente
disefiados y, para el caso de la localizacion del Tn7, algunos cebadores de disefio propio
(Poey & Lavifia, 2014; Poey & Lavifia, 2018; Alonso et al., 2018; Aznérez, 2020) (Tabla
1). Para estudiar la presencia cromosémica del transposén se uso la pareja de cebadores,
TN75R-glmS (para amplificar la zona derecha del Tn7 integrado a 25 pb de gIms, sitio
attTn7), y las parejas de cebadores Tn75 -fimF y Tn75 -pstF (para amplificar la zona

izquierda del Tn7 integrado al cromosoma) (Tabla 1).

Tabla 1. Cebadores utilizados en las reacciones de PCR

Fragmento PP o Temp. de hibr. .
amplificado (pb) Cebador Secuencia (5- 37) Tm (°C) (°C) Referencia
) HS463a CTGGATTTCGATCACGGCACG 66
intl1 (473) 59 Chowdhury et al. (2011)
HS464 ACATGCGTGTAAATCATCGTCG 64
) HS501 CACGGATATGCGACAAAAAGGT 55,8
intl2 (787) 50 Poey & Lavifia (2014)
HS502 GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 54,3
sul1lF ATGGTGACGGTGTTCGGCATTCTG 67
sul1(840) 54 Poey & Lavifia (2018)
sullR CTAGGCATGATCTAACCCTCGG 64
sul2F TTTCGGCATCGTCAACATAA 543
sul2 (727) 50 Trobos et al. (2009)
sul2R GTGTGTGCGGATGAAGTCAG 60,5
dfrA1F CACGTTCAAGTTTTACATCTGAC 59,3
dfrA1(283) 55 Aznérez (2020)
dfrA1R CCCTTTTGCCAGATTTGGTAACTAT 62,5
Extremo 3'de Tn75R GACTCGTCCCGTCTTATGAG 59,2
Tn7/gim$ (534) gims GGCGGTCAGTTGTATGTCTT 60 56y 54 Alonso et al. (2018)
Extremo 5°de Tn7 Tn75 GACGCTACACCCAGTTCCCATCT 66,2
fim (481) fimF CACCGACGAAGTGAACAACACCA 64,6 62 Este trabajo
pstS (494) pstF CCTGCACCTGTCAGGCTTGCTT 67

Los moldes de ADN para los PCR se obtuvieron por el método de lisado por calor. Las
amplificaciones fueron realizadas a un volumen final de 30 pL, conteniendo buffer 1X,
200 uM de cada desoxinucledtido trifosfato, 500 nM de cada primer y 0.75 U de la enzima
Dream-taq polimerasa o, en caso de las enzimas High-taq (Bioron) y DFS-taq (Bioron),
2 U. El protocolo de amplificacion empleado fue: 1-2 min a 94-95°C, seguido por 30 s de
94-95°C (30 ciclos), 30 s de annealing a la temperatura indicada para cada fragmento, 1
min de extension a 72°C vy, por ultimo, una extension final de 2-5 min a 72°C. Los
fragmentos amplificados se visualizaron a través de electroforesis de geles de agarosa de

entre 1-2%, segun su tamafo. Los geles se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron




mediante radiacion UV. En la Tabla 1 se indican los cebadores empleados, las

temperaturas de hibridacion, asi como el tamafio de los fragmentos amplificados.

111.4) Analisis fenotipicos de resistencia antibiotica
Se estriaron las cepas en medios de LB con los antibidticos incorporados a las

concentraciones previamente indicadas. Una cepa se considero resistente si fue capaz de
crecer formando una estria completa con crecimiento confluente y colonias aisladas. Se
consider6 sensible cuando la cepa no generd estria. Es importante sefialar que, para los
antibioticos SMX'y TMP, la distincion entre cepas sensibles y resistentes no fue absoluta.
Las cepas sensibles evidenciaron un crecimiento basal tenue, denominado “leaky”. En las
placas con SXT la diferencia entre clones sensibles y resistentes fue bien clara, entre no
crecimiento y crecimiento, respectivamente (Poey & Lavifia, 2018; Poey et al., 2019).

Las placas se incubaron durante 24 hs a 37°C.

I11.5) Conjugaciones

Se realizaron conjugaciones mediante el procedimiento de “cross streaking” en placas de
LB adicionadas con TMP (para la seleccion) y con KAN, NAL o TET (para la
contraseleccion). En los primeros experimentos de conjugacion se usaron como donantes
las 17 cepas de UPEC Int2* TMPR, NALS y KANS y como receptora la cepa de E. coli
K12 BZB1011 AhsdR::kan que es TMPS, NALR y KANR. Cabe mencionar que el
aislamiento 18P no fue ensayado debido a que era TMPS. En los segundos experimentos
de conjugacion se utilizaron como donantes los transconjugantes de E. coli K12 contexto
BZB10114AsdR: :kan Int2* TMPR y como receptora la cepa de E. coli K12 W3110
srl::Tn10, que era TMPS y TETR. El procedimiento consistié en realizar una siembra en
listones de una suspension en LB de la cepa receptora y estriar perpendicularmente las
cepas donantes en placas de LB con los antibidticos para la seleccion y la contraseleccion
incorporados. Se incubaron las placas durante 24 hs. a 37°C. Se esperaba crecimiento, i.e.
presencia de transconjugantes TMPRen la zona de interseccion de donantes con receptora.
En las zonas por fuera de la interseccion no se debia observar crecimiento ya que los
donantes son inhibidos por el antibidtico de la contraseleccién y la receptora por el
antibidtico de la seleccion. En aquellos cruces donde se observd transconjugantes se
procedio a purificar éstos en el mismo medio de seleccidn para continuar con los analisis

fenotipicos y genotipicos.
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V. RESULTADOS

IV.1) Andlisis in silico de la distribucion y de la localizacion del Tn7
Como se indicd en la Introduccion, el integron de clase 2 estaria portado por el Tn7. Dicho

transposon se inserta a 25 pb del coddn de terminacion de glmsS en el cromosoma de E.
coli (sitio attTn7). Los estudios in silico realizados en este trabajo indicaron que E. coli
presenta dos posibles loci “downstream” de glmS: fim, que codifica para una chaperona
fimbrial, o pstS, que interviene en la captacion de fosfato.

En este trabajo se estudio, en una primera instancia, la distribuciéon in silico del Tn7. Para
ello se utiliz6 el programa Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), empleando la
secuencia del Tn7, portador de un Int2, perteneciente a la cepa E. coli AHO1 (nimero de
acceso NZ_CP055251.1) (Anexo 2). Se acotd su busgqueda a 500 secuencias con una
identidad del 95% y una cobertura del 100%. Este andlisis indicd, a la fecha de 12-09-23,
que el Tn7 se encuentra en las Gammaproteobacterias, siendo Enterobacteriaceae la
familia en la que predomina, seguida de Morganellaceae y de Moraxellaceae.
Posteriormente, se restringié el analisis de la distribucion del Tn7 a la especie E. coli con
100% en identidad y cobertura de secuencia (Fig. 4, Anexo 3). Es asi que se obtuvieron
39 secuencias, de las cuales 31 estaban en replicones totalmente secuenciados: 29 en
cromosoma y dos en plasmidos. Dichos plasmidos correspondieron a pEcoUTI1f (de
109478 pb) y a pR721 (de 75581 pb). Para el pldsmido pEcoUTI1f también estaba
secuenciado el genoma completo de la cepa (E. coli UPEC 245U/190328) que lo portaba.
En esta ultima se constaté una copia adicional cromosdémica de Tn7, pero delecionada.
En el cromosoma de las 29 cepas, el Tn7 se localizd en su sitio de integracion attTn7. De
éstas, 21 cepas presentaron el locus pstS a la izquierda de su sitio de insercion, mientras
gue ocho tuvieron el locus fim. En lo referente a los dos plasmidos portadores del Tn7,
ambos fueron intl1"y sull", y el Tn7 se localiz6 en sitios diferentes en ambos plasmidos.
Ademas, pEcoUTI1f presento sul2 (Fig. 4, Anexo 3).

Paralelamente a lo anterior, se hizo un Blast de la secuencia del Int2, tomando como
referencia la secuencia perteneciente a la cepa E. coli AHOL, con el objetivo de corroborar
la ausencia del Int2 por fuera del Tn7. En este caso, el analisis se limitd a aquellas
secuencias que tuvieran 100% de identidad y de cobertura en E. coli. Es asi que se
obtuvieron 65 secuencias del Int2. Se comprobd que 54 de las mismas estaban portadas
por secuencias del Tn7 con un minimo de 95% de identidad y de cobertura con el Tn7 de
referencia, de la cepa E. coli AHO1. De estas 54 secuencias, 48 fueron cromosomicas, dos
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plasmidicas (pEcoUTI1f y pR721), tres secuencias de anotacidon parcial (de entorno
genético desconocido) y una presente en una isla genémica de localizacién incierta. En
lo referente a las 11 secuencias restantes, 10 evidenciaron restos de secuencias del Tn7,
con cobertura entre 30 al 73%. De estas 10, nueve fueron de localizacion plasmidica y
una cromosomica. Cabe mencionar que esta Ultima corresponde a la secuencia presentada
por la cepa E. coli UPEC 245U/190328, portadora ademas de una copia completa del Tn7
en el plasmido pEcoUTI1f. La otra secuencia corresponde a una anotacion parcial sélo
de Int2 perteneciente a un plasmido (Fig. 4, Anexo 4).

A partir de estos resultados in silico el Int2 no se localizaria por fuera del Tn7.

A. Distribucion taxondmica y localizacion del Tn7

95% Q 100% |

Gammaproteobacterias
‘ Tn7 (14067 pb) ‘ (Familia: Enterobacteriaceae, Morganellaceae y Moraxellaceae)

100% Qel

- 39 secuencias
‘ Tn7 en E. coli ‘ (31 en replicones secuenciados)

- En 29 sec. el Tn7 en sitio cromosomico
attTn7 (21 con locus pstS y 8 con locus fim)

-En 2 sec. el Tn7 en plasmidos (pEcoUTI1fy
pR721)

B. Asociacion Int2 con el Tn7

100% Qel

54 sec. con minimo 95% Q e | con Tn7
- 48 sec. cromosomicas

- 2 sec. plasmidicas (pEcoUTI1fy pR721)
- 3 sec. parciales

- 1 sec. Isla gendmica

Int2 en E. cofi 65 secuencias

11 sec. (10 sec. entre 30-73 % Q con Tn7,
una anotacién parcial)

- 9 sec. plasmidicas

- 1 sec. cromosomica (cepa portadora
ademas del plasmido pEcoUTI1f)

Fig 4. Representacion esquematica de la distribucién y localizacién del A) Tn7 y del B) Int2 en asociacion
con el Tn7. Se indican los porcentajes de cobertura (Q) y de identidad (1) de secuencia con los que se acotd

el andlisis del Blast.
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IVV.2) Andlisis genotipicos y fenotipicos de las cepas de UPEC Int2*

1V.2.1) Determinacion de la presencia del Int2
Como se indico en Materiales & Métodos, se confirmd la presencia del Int2 en las cepas

de UPEC Int2* mediante la amplificacién del gen que codifica para su integrasa, intl2 y
del gen dfrAl, que confiere resistencia a trimetoprim. Se corrobor6 que todas las cepas
de la coleccion de UPEC analizadas presentaron los genes intl2 y dfrAl, a excepcion de
la cepa 18P, que carecio del gen dfrAl, como era de esperar, pues era sensible a TMP

(Fig. 5).

inti2

00 pb

a BZB1011 AhsdR::kan
MP,

S
1

BZB1011 AhsdR::kan

Fig 5. Deteccion de la presencia de Int2 en la coleccidn de cepas de UPEC Int2*. Geles de agarosa de
1% en Ay de 2% en B. A) intl2 (787 pb), B) dfrAl (283 pb). C, control de la reaccion de amplificacion;
MP, marcador de peso molecular de 100 pb y 1 kb, Biolabs. Con letras y nimeros se indican los
aislamientos de la coleccion. E, aislamientos procedentes de mujeres embarazadas; P, aislamientos
pediatricos. BZB1011 AhsdR::kan, cepa de E. coli K12. No se muestran las amplificaciones
correspondientes a intl2 y dfrAl de las cepas 69E y 56E, respectivamente.

1VV.2.2) Analisis fenotipicos de la resistencia antibiética
En cuanto a la caracterizacion fenotipica de las cepas de UPEC, se corrobord que las

resistencias antibidticas estudiadas dieron los mismos resultados que los descritos
anteriormente, excepto el aislamiento 5E, que perdié su resistencia a SMX (Poey et al.,
2012). Los aislamientos evidenciaron varias resistencias antibioticas, en su mayoria a tres
0 mas antibidticos pertenecientes a distintas familias (Tabla 2). En los 18 aislamientos se
observaron los siguientes porcentajes de resistencias: 94% STRR y TMPR, 83% SMXR y
SXTR, 78% AMPR, 61% TETR, 44% NALR, 33% CHLR y 6% KANR. Los aislamientos
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5E y 29E fueron resistentes a TMP pero no a SMX y, por ende, tampoco a SXT. Cabe

destacar que los porcentajes de resistencias, para todos los antibidticos analizados, fueron

mayores en los aislamientos procedentes de pacientes pediatricos con respecto a los

provenientes de mujeres embarazadas. En los aislamientos procedentes de ambos grupos

las resistencias que predominaron fueron las correspondientes a STR (100% en P y 86%
en E), TMP (91% en Py 100% en E), SMX (91% en Py 71%en E) y SXT (91%enPy

71%en E).

Tabla 2. Resistencias antibioticas de la coleccién de cepas de UPEC Int2*

Cepa

Resistencia antibi6tica

UPEC

11E

AMP, CHL, STRL, TMP, SMX, SXT

71E

AMP, TET, STRL, TMP, SMX, SXT

5E

AMP, NAL, TMP

29E

STRL (leaky), TMP

65P-1

AMP, NAL, TET, STRL, TMP, SMX, SXT

71P-1

AMP, TET, STRy, TMP, SMX, SXT

27P

AMP, NAL, CHL, TET, STRL, TMP, SMX, SXT

29P

AMP, NAL, CHL, TET, STRL, TMP, SMX, SXT

34E

AMP, NAL, TET, STRL, TMP, SMX, SXT

56E

STRL, TMP, SMX, SXT

69E

STRc, TMP, SMX, SXT

18P

NAL, STRL, TMP (leaky)

32P-1

AMP, CHL, TET, STRL, TMP, SMX, SXT

32P-2

AMP, CHL, TET, KAN, STRL, TMP, SMX, SXT

64P-1

AMP, CHL, STR. (leaky), TMP, SMX (leaky), SXT

74P-2

AMP, NAL, TET, STR. (leaky), TMP, SMX, SXT

74P-3

AMP, NAL, TET, STRL, TMP, SMX, SXT

78P-1

AMP, TET, STRL, TMP, SMX, SXT

*AMP, ampicilina; CHL, cloranfenicol; NAL, acido nalidixico; KAN,
kanamicina; TET, tetraciclina; STRH, estreptomicina alta; STRL,
estreptomicina baja; TMP, trimetoprim; SMX, sulfametoxazol; SXT,
cotrimoxazol; E, aislamientos procedentes de mujeres embarazadas;
P, aislamientos procedentes de nifios.
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IV.2.3) Localizacion cromosémica del Tn7 en las cepas de la coleccion de
UPEC Int2*

Una vez determinada la presencia del Int2, se procedié a estudiar la localizacion
cromosOmica del Tn7 en las 18 cepas de la coleccion de UPEC. Debido a que se
encontraron dos variantes contiguas al extremo izquierdo del Tn7, se disefiaron dos
cebadores para amplificar los dos tipos de union, uno desde fim y otro desde pstS. De esta
forma, se analiz6 por PCR la insercion del Tn7 en el sitio cromosomico attTn7 para sus
dos extremos. Para el extremo izquierdo, se usaron dos parejas de cebadores: fimF y
Tn75" (union Tn7-fim), y pstFy Tn75" (unién Tn7-pstS). Para el extremo derecho, se uso

la pareja Tn75R y glmS (Fig. 6).

T™n7

Integrén clase 2

fim

: RI RI
Tn7 l12  drffA1 sat2 aadA1 orfX ybfA ybiB ybgA tnsE  tnsD tnsC tnsB nsA 17 glmsS

fimF Tn75R
— —
pstF
—
Tn75° glms
- Rt

Fig. 6. Transposén Tn7, portador de un Int2, insertado en su sitio cromosémico, attTn7, en E. coli. Se
indican los dos posibles loci cromosomales, fim y pstS, localizados a la izquierda del transposon. A la
derecha, el gen cromosomal gImS. Con flechas gruesas se indica el sentido de los genes. Con flechas finas,
cebadores empleados en el trabajo y su direccién. RI, repetidos invertidos imperfectos del Tn7.

En 13 de las cepas el Tn7 se localiz6 en su sitio cromosémico attTn7 ya que se obtuvieron
bandas de amplificacion del tamafio esperado para ambos extremos del Tn7. En el
extremo derecho hubo amplificacion en las 15, aunque en dos aislamientos, 32P-1y 32P-
2, tuvo un tamarfio por encima del esperado (Fig. 7A). En cuanto al extremo izquierdo del

Tn7 insertado en el cromosoma, se observo que 11 presentaron el locus pstS (Fig. 7B).
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Es importante destacar que los aislamientos 32P-1 y 32P-2 dieron bandas por debajo del
tamarfio esperado para el locus pstS. Es de pensar que en estas dos Ultimas cepas el Tn7
no se insertd en su sitio attTn7 sino a unas pares de bases del mismo. Por otro lado, s6lo
dos aislamientos, 64P-1y 78P-1, presentaron el locus fim a la izquierda del Tn7 insertado
(Fig. 7C).

Los aislamientos 71E, 27P y 29P no amplificaron con ninguna de las dos parejas de
cebadores, por lo que serian candidatos a tener el Tn7 en un plasmido (Fig. 7).

Segun estos analisis, el Tn7 se localizo en su sitio attTn7 cromosoémico o proximo a el en
15 de las cepas de UPEC, predominando en las cepas el locus pstS a la izquierda de su
sitio de insercion. En estas cepas desconocemos si el Tn7 pueda presentar ademas una
localizacion plasmidica. En las tres cepas restantes de la coleccion, 71E, 27P y 29P, el

Tn7 tendria una localizacion plasmidica (Fig. 7).

A 8 c
Extremo x Extremo
1] - -
derecho S izquierdo
- fim
o
o
@
B
Extremo
izquierdo
pstS

§
<
Odes
2
<
<
S
o
N
[+4]

(8]

3

Fig 7. Localizacién cromosémica del Tn7 en las cepas de la coleccion de UPEC. Geles de agarosa 2%.
A) Amplificacion del extremo derecho del Tn7 integrado en su sitio cromosémico en E. coli, attTn7
(fragmento Tn75R-gImS de 534 pb), B) y C) Amplificacion de extremo izquierdo del Tn7 integrado en el
cromosoma de E. coli. B) Amplificaciones con el locus pstS (fragmento Tn75"- pstF de 494 pb); C)
Amplificaciones con el locus fim (fragmento Tn75- fimF de 481 pb). C, control de reaccion de
amplificacion; MP, marcadores de peso molecular de 100 pb HyperLadder y 1 kb Biolabs.
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IVV.3) Conjugaciones de cepas de UPEC Int2* con la cepa de E. coli K12
BZB1011 AhsdR::kan (1°@ etapa de conjugacion) Se estudio la transferencia

del Int2, y por ende del Tn7, por conjugacion, seleccionando con TMP vy
contraseleccionando con NAL o con KAN, segun los experimentos. De las 17
conjugaciones realizadas (no se ensayo el aislamiento 18P por ser TMP®) se obtuvieron
transconjugantes TMPR en cuatro de ellas. Estas conjugaciones fueron las que tuvieron
como donantes los aislamientos de UPEC Int2*, 71E, 27P, 29P y 65P-1 (Fig. 8). Algunos
de los transconjugantes fueron purificados, en el mismo medio de seleccion, para sus

posteriores analisis fenotipicos y genotipicos.

TMP NAL TMP KAN TMP KAN

BZB1011 AhsdR::kan BZB1011 AhsdR::kan B2ZB1011 AhsdR:kan

Fig 8. Experimentos de conjugacion. Cepas de la coleccion de UPEC Int2* x BZB1011 AhsdR: :kan.
Arriba de cada placa se indican los antibidticos usados para la seleccion (violeta) y para la contraseleccion
(verde) asi como la cepa receptora de E. coli K12 usada en el liston. Con nimero, cepas donantes.

1VV.3.1) Andlisis de la presencia de intl2 en los transconjugantes de contexto
BZB1011 AhsdR::kan TMPR

En todos los transconjugantes BZB1011 AhsdR::kan TMPR analizados, excepto
BZB1011 AhsdR::kan (p71E) clon N°1, se amplifico el gen intl2. Es decir, se transfirio
el Int2 en la amplia mayoria de los transconjugantes BZB1011 AhsdR::kan TMPR (Fig.
9).
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BZB1011 AhsdR::kan (p71 E) N*1
' BzB1011 AhsdR: kan (p71 E) N°2
BZB1011 AhsdR::kan (p65P-1) N*1
BZB1011 AhsdR::kan (p65P-1) N*2
BZB1011 AhsdR::kan (p65P-1) N3
BZB1011 AhsdR::kan (p65P-1) N°4
BZB1011 AhsdR::kan (p65P-1) N*5
BZB1011 AhsdR::kan (p65P-1) N°6
BZzB1011 AhsdR:kan (27P)
BZB1011 AhsdR::kan (p29P) N°2
BZB1011 AhsdR::kan (p29P) N°3
BZB1011 AhsdR::kan (p29P) N°4

1000 pb

Fig 9. Deteccion de intl2 en los transconjugantes de contexto BZB1011 AhsdR::kan TMPR, Gel de
agarosa de 1%. Fragmento amplificado intl2 (787 pb). C, control de la reaccién de amplificacion; MP,
marcadores de peso molecular de 100 pb y 1 kb Biolabs. 71E, 65P-1, 27P y 29P, cepas de UPEC usadas
como donantes en las conjugaciones. BZB1011 AhsdR::kan, cepa de E. coli K12 empleada como receptora
en los experimentos.

1VV.3.2) Localizacion del Tn7 en los transconjugantes de contexto BZB1011
AhsdR::kan TMPR Int2*

Se estudié la presencia del Tn7 en su sitio cromosémico, attTn7, en los transconjugantes
de contexto BZB1011 AhsdR::kan TMPR Int2* mediante la estrategia de PCR empleada
previamente. Es importante sefialar que en esta etapa no se hizo la reaccion con los
primers Tn75"- fimF, del extremo izquierdo de Tn7 insertado en el cromosoma, debido a
que la cepa receptora BZB1011 AhsdR::kan posee el locus pstS y no el fim antes de su
sitio de insercion.

Solo los transconjugantes BZB1011 AhsdR::kan (p65P-1) presentaron el Tn7 en su sitio
cromosomico ya que amplificaron con el locus pstS a la izquierda y con el locus gImS a
la derecha, revelando asi la insercion del Tn7 en su attTn7. En el resto de los
transconjugantes, es decir, BZB1011 AhsdR::kan (p71E), BZB1011 AhsdR::kan (p27P)
y BZB1011 AhsdR::kan (p29P), el Tn7 seria de localizacion plasmidica ya que no se
observo banda de amplificacion. Para los distintos clones analizados de cada conjugacién
se observaron los mismos resultados (Fig. 10). Es importante sefialar que tanto la cepa de
UPEC 65P-1 como los transconjugantes BZB1011 AhsdR: :kan (p65P-1) presentaron el
Tn7 en su sitio cromosomico, attTn7. Sin embargo, la cepa 65P-1 debe tener otra copia

del Tn7 de localizacion plasmidica. Dicho plasmido, portador del Tn7, fue transferido por

18



conjugacion a BZB1011 AhsdR::kan Yy, una vez en dicha cepa, se deduce que el
transposon saltd a su sitio cromosdmico. En esta instancia no podemos confirmar si se
mantuvo la copia plasmidica del Tn7 (ver mas adelante).
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Fig 10. Localizacion cromosémica del Tn7 en los transconjugantes de contexto BZB1011 AhsdR::kan
Int2*. Geles de agarosa 2 %. A) Amplificacién del extremo derecho del Tn7 integrado en su sitio
cromosémico en E. coli, attTn7 (fragmento Tn75-glmS de 534 pb), B) Amplificacion del extremo izquierdo
del Tn7 insertado en el cromosoma de E. coli desde el locus pstS (fragmento Tn75"-pstF de 494 pb). C,
control de reaccion de amplificacién; MP, marcadores de peso molecular de 100 pb HyperLadder y 1 kb
Biolabs. 71E, 65P-1, 27P y 29P, cepas de UPEC usadas como donantes en las conjugaciones. BZB1011
AhsdR: :kan, cepa de E. coli K12 empleada como receptora en los experimentos.

1VV.3.3) Andlisis de la presencia del Intl y de sul2 en los transconjugantes
BZB1011 AhsdR::kan TMPR Int2*

De las cepas donantes de UPEC de los cuales se logro aislar transconjugantes TMPR Int2*,
tres de ellas, 71E, 27P y 29P, tenian ademas el Intl. Cabe sefialar que 27P y 29P eran
portadoras de intl1 pero carentes de sull (Poey & Lavifia, 2018). Con el fin de analizar si
conjuntamente con la transferencia del Int2 se pas6 también el Intl es que se estudié en
estos tres transconjugantes, la presencia de intll y de sull. Ninguno de los
transconjugantes TMPR Int2* recibi6 paralelamente el Intl, i.e. todos carecian de intlly

de sull (Fig. 11 A y B). Cabe destacar que el transconjugante BZB1011 AhsdR::kan
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(p71E) clon N°1 recibi6 solo el Intl, fue intl1™ y sull®, mientras que el transconjugante
BZB1011 AhsdR::kan (p71E) clon N°2, recibio sélo el Int2. Posteriormente, se analizo
si los transconjugantes TMPR Int2* adquirieron también el gen sul2 ya que las cepas de
UPEC empleadas como donantes eran sul2*. Se confirmé que en todos los casos en los
que se transfirio el Int2, éste fue acompafiado del gen sul2, excepto para los
transconjugantes BZB1011 AhsdR::kan (p65P-1), los cuales fueron sul2”. Cabe
mencionar que el transconjugante portador solo del Intl, BZB1011 AhsdR::kan (p71E)

clon N°1, fue sul2” (Fig. 11C).

1kb
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Fig 11. Deteccion de la presencia de Intl y de sul2 en los transconjugantes de contexto BZB1011
AhsdR::kan. Geles de agarosa de 1%. A) intl1 (473 pb), B) sull (840 pb), C) sul2 (727 pb). C, control de
reaccion de amplificacion; MP, marcadores de peso molecular de 100 pb y 1 kb Biolabs. 71E, 65P-1, 27P
y 29P, cepas de UPEC usadas como donantes en las conjugaciones. BZB1011 AhsdR::kan, cepa de E. coli

K12 empleada como receptora en los experimentos.

1VV.3.4) Andlisis fenotipicos de los transconjugantes BZB1011 AhsdR::kan

TMPR Int2*
Se analizd el fenotipo de resistencia antibiética de los transconjugantes BZB1011

AhsdR::kan TMPR Int2* con el objetivo de conocer las resistencias cotransferidas junto
con el Int2. Para ello, se estudio la resistencia a AMP, CHL, TET, STR, SMX y SXT
(Fig. 12). En cuanto a los transconjugantes BZB1011 AhsdR::kan (p71E), el clon N°2
portador del Int2* adquiri6 todas las resistencias presentes en la cepa donante, mientras
que el clon N°1 Intl™ fue resistente a los mismos antibidticos, excepto a TET. Los
transconjugantes BZB1011 AhsdR::-kan (p65P-1) solo adquirieron las resistencias
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codificadas por el Int2, es decir fueron STRLR y TMPR. Cabe recordar que la cepa 65P-
1 carecia de sull y que el gen sul2 no fue transferido junto con el Int2, por lo que era de
esperar que los transconjugantes fueran SMX® y SXT® (Tabla 3, Fig. 12).

Por ultimo, los transconjugantes BZB1011 AhsdR::kan (p27P) y BZB1011 AhsdR::kan
(p29P) adquirieron la CHLR, STRR, TMPR, SMXR y SXTR i.e. en ninguno de los

transconjugantes la resistencia AMP y TET fue transferida junto con el Int2 (Tabla 3,
Fig. 12).

Tabla 3. Resistencias antibidticas de los transconjugantes obtenidos

Cepa donante/ Resistencia Transconjugantes/ Resistencia antibiotica
antibiotica
Contexto BZB1011 AhsdR::kan Contexto W3110
BZB1011 AhsdR::kan (p71E) N° 1 (Int1*) na
AMP, STRL, TMP, SMX, SXT e
71E
AMP, TET, STRL, TMP, SMX,
SXT
BZB1011 AhsdR::kan (p71E) N° 2 (Int2*) na
AMP, TET, STRL, TMP, SMX, SXT e
W3110 (p65-P1) N°2 clones 1 al 7
65P-1 W3110 (p65-P1) N°3 clones 1 al 3
BZB1011 AhsdR::kan (p65-P1) N° 1 al 6 W3110 (p65-P1) N°4 clones 1 al 2
AMP, NA;’JETS‘EIRL’ TMP, TMP, STRL W3110 (p65-P1) N°5 clon 1
' W3110 (p65-P1) N°6 clones 1 al 11
TMP, STRL
27P BZB1011 AhsdR::kan (p27P) N° 1 W3110 (p27P) N°1 clones 1 al 5
AMP, NAL, CHL, TET, STRu, v
TMP, SMX, SXT CHL, STRn, TMP, SMX, SXT CHL, STRy, TMP, SXT
29P .. R W3110 (p29P) N°3 clon 1
AMP, NAL, CHL, TET, STRy, BZBlgﬁi AShTSgR'+ﬁg (gaip)&Tz al9 W3110 (p29P) N°7 clon 1
TMP, SMX, SXT ' " ’ ’ CHL, STRL, TMP, SXT

*AMP, ampicilina; CHL, cloranfenicol; NAL, acido nalidixico; KAN, kanamicina; TET, tetraciclina; STRn, estreptomicina
alta; STRL, estreptomicina baja; TMP, trimetoprim; SMX, sulfametoxazol; SXT, cotrimoxazol; E, aislamientos procedentes
de mujeres embarazadas; P, aislamientos procedentes de nifios.

n.a. no analizado.
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IVV.4) Conjugaciones entre las cepas de E. coli K12 BZB1011 AhsdR::kan
TMPR Int2* y W3110 srl::Tn10 (2% etapa de conjugacion)

Se procedio a realizar una segunda etapa de conjugaciones empleando ahora como cepas
donantes las cepas de E. coli K12 BZB1011 AhsdR::kan TMPR Int2* y como receptora la
cepa de E. coli K12, W3110 srl::Tn10 (Fig. 13).

TMP TET TMP TET

W3110

A

Fig. 13. Experimentos de conjugacion. Transconjugantes TMPR Int2* contexto BZB1011 AhsdR::kan X
W3110 srl::Tn10. Arriba de cada placa se indican los antibioticos usados para la seleccidn (violeta) y para
la contraseleccion (verde) asi como la cepa receptora de E. coli K12 usada en el listén. Con nimero, cepas
donantes; nimeros dentro de paréntesis, nimero de clon.

El objetivo de este paso fue estudiar si en los transconjugantes BZB1011 AhsdR::kan
portadores del Tn7 dicho transposon mantenia su capacidad de transferirse
horizontalmente por conjugacion. En este sentido, recordemos que los transconjugantes
BZB1011 AhsdR::kan (p71E) clon N°2, BZB1011 AhsdR::kan (p27P) y BZB1011
AhsdR: :kan (P29P), al igual que ocurri6 en sus cepas de UPEC donantes, no amplificaron
con la pareja de cebadores tanto para el extremo derecho ni para el izquierdo del Tn7
insertado en el sitio cromosdmico attTn7. Por lo tanto, estos transconjugantes eran
candidatos a presentar el Tn7 sélo en plasmidos. Por otro lado, en los transconjugantes
BZB1011 AhsdR::kan (p65P-1) se comprobd la localizacién cromosémica del Tn7 al
igual que en 65P-1. Esta ultima tenia un Tn7 plasmidico que fue capaz de ser transferido
aBZB1011 AhsdR: :kan. Nos preguntamos si, al igual que en 65P-1, los transconjugantes
BZB1011 AhsdR::kan (p65P-1) también presentaban el Tn7 en ambas localizaciones,

cromosOmica y plasmidica.
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En esta etapa se usaron como cepas donantes los siguientes transconjugantes TMPR Int2*:
BZB1011 AhsdR::kan (p65P-1) clones N°1 al 6, BZB1011 AhsdR::kan (p27P) clon N°1
y BZB1011 AhsdR::kan (p29P) clones N° 2 al 9. No se usé el transconjugante BZB1011
AhsdR::kan (p71E) N°2 por ser TETR, antibi6tico empleado para la contraseleccion.

Se observaron transconjugantes de contexto W3110 srl::Tn10 a partir de los tres tipos de
cepas donantes, BZB1011 AhsdR::kan (p65P-1), BZB1011l AhsdR::kan (p27P) y
BZB1011 AhsdR::kan (p29P). Cabe sefialar que para el caso de BZB1011 AhsdR::kan
(p29P) solo dos clones de los ocho analizados dieron transconjugantes. Para los donantes
BZB1011 AhsdR: :kan (p65P-1) y BZB1011 AhsdR: :kan (p27P) la mayoria de los clones
estudiados generaron transconjugantes (Fig. 13).

De esta manera, se confirmé que el Tn7 en las cepas donantes BZB1011 AhsdR::kan

estaba presente en plasmidos conjugativos o movilizables capaces de ser transferidos.

IV.4.1) Andlisis de la presencia de intl2, dfrAl y de sul2 en los
transconjugantes W3110 srl::Tn10 TMPR

Una vez purificados los transconjugantes TMPR de contexto W3110 srl::Tn10, se
seleccionaron clones procedentes de las distintas conjugaciones para el andlisis de la
presencia de intl2, dfrAl y de sul2. Todos los transconjugantes W3110 srl::Tn10 TMPR
analizados portaron el Int2 (intl2* y dfrA1*) y recibieron conjuntamente el gen sul2 (Fig.
14). Los transconjugantes W3110 srl::Tn10 (p65P-1) no fueron estudiados para sul2

debido a que la cepa donante ya carecia del mismo.
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Fig 14. Deteccion del Int2 y de sul2 en los transconjugantes de contexto W3110 srl::Tn10. Geles de
agarosa de 1% en Ay Cy de 2% en B. A) Fragmento amplificado intl2 (787 pb), B) fragmento amplificado

dfrAl (283 pb), C) fragmento amplificado sul2 (727 pb). C, control de la reaccion de amplificacion; MP,
marcadores de peso molecular de 100 pb y 1 kb Biolabs. Se indican las cepas donantes de contexto
BZB1011 AhsdR::kan empleadas en las conjugaciones. W3110, cepa de E. coli K12 (W3110 srl::Tn10)

usada como receptora en las conjugaciones.

IV.4.2) Localizacién del Tn7 en los transconjugantes de contexto W3110

srl::Tnl0
Se analizaron todos los transconjugantes W3110 srl::Tn10 Int2*, W3110 srl::Tn10

(p65P-1), W3110 srl::Tnl10 (p27P) y W3110 srl::Tn10 (p29P) para la localizacion
cromosomica del Tn7 (Fig. 15A). Los transconjugantes de contexto W3110 srl::Tn10 se
comportaron igual que los transconjugantes de contexto BZB1011 AhsdR::kan. Es decir,
solo se observo en los transconjugantes W3110 srl::Tn10 (p65P-1) la localizacion
cromosOmica del Tn7y, como era de esperar por el genoma de W3110 srl::Tn10, el locus
pstS fue el que se encontrd a la izquierda del sitio de insercion del Tn7 (Fig. 15B). Es
decir, en los transconjugantes TMPR Int2*, obtenidos de la 1%@ conjugacion BZB1011
AhsdR::kan (T1E) N°2, BZB1011 AhsdR::kan (p27P) y BZB1011 AhsdR::kan (p29P) asi
como los obtenidos de la 2% conjugacion, W3110 srl::Tn10 (p27P) y W3110 srl::Tn10
(p29P), el Tn7 nunca se localizo en su sitio attTn7, por lo que se deduce que permanecid
en el plasmido. Parece muy probable que el Tn7 en estas cepas esté delecionado y no

pueda saltar.
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Fig 15. Localizacion cromosomica del Tn7 en los transconjugantes de contexto W3110 srl::Tn10.
Geles de agarosa 2 %. A) Amplificacion del extremo derecho del Tn7 integrado en su sitio cromosémico
en E. coli, attTn7 (fragmento Tn75-gImS de 534 pb), B) Amplificacion del extremo izquierdo del Tn7
insertado en el cromosoma de E. coli en cepas portadoras del locus pstS (fragmento Tn75"-pstF de 494 pb).
C, control de reaccion de amplificacion; MP, marcadores de peso molecular de 100 pb HyperLadder y 1 kb
Biolabs. Se indican las cepas de contexto BZB1011 AhsdR::kan usadas como donantes en las
conjugaciones. W3110, W3110 srl::Tn10, cepa de E. coli K12 empleada como receptora en los
experimentos.

IV.4.3) Analisis fenotipicos de los transconjugantes W3110 srl::Tn10 TMPR
Int2*

Al igual que para los transconjugantes de contexto BZB1011 AhsdR: :kan TMPR Int2*, se
analizo el fenotipo de resistencia antibidtica de los transconjugantes W3110 srl::Tn10
TMPR Int2*. El fin era conocer las resistencias co-transferidas junto con el Int2. Para ello,
se estudio la resistencia a CHL, STR y SXT por parte de los transconjugantes W3110
srl::Tn10. Todos los transconjugantes adquirieron las mismas resistencias antibidticas
portadas por sus respectivos donantes i.e. todas las resistencias fueron co-transferidas con
el Int2 (Tabla 3, Fig. 16).
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Fig 16. Estrias de los transconjugantes TMPR Int2* contexto W3110 srl::Tn10 en placas de LB con
los antibidticos incorporados. Se indica el antibidtico incorporado en cada placa de LB. Como controles
se incluyen las cepas de contexto BZB1011 AhsdR::kan empleadas en las conjugaciones. BZB1011
AhsdR::kan, cepa donante; W3110 srl::Tn10, cepa receptora de E. coli K12; *BZB1011 AhsdR::kan

(p29P); **BZB1011 AhsdR::kan (p27P).
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V. DISCUSION
El comienzo de la era antibiotica, hace unos 80 afios, marcd un punto decisivo para la
humanidad, aumentando la expectativa de vida en mas de 20 afios. No olvidemos que
previo al empleo de los antibioticos las infecciones bacterianas eran una de las causas
primordiales de muerte. Sin embargo, paralelamente con su uso en la clinica comenzaron
a aparecer bacterias resistentes a los mismos. Mas aun, han ido surgiendo bacterias
patdgenas multirresistentes que limitan muchas veces los posibles tratamientos
terapéuticos a emplear. Actualmente, este es un tema de gran preocupacion a nivel
mundial. El uso de antibidticos con un alto indice terapéutico y que no generen
resistencias por parte de las bacterias es un gran desafio. En este sentido, en la carrera
antibioterapia-resistencia, las bacterias muchas veces van un paso adelante, presentando
mecanismos de resistencia a antibidticos, incluso sintéticos o que no han salido adn al
mercado (D" Costa et al., 2006; Bhullar et al., 2012).
En vista de lo anterior, conocer los mecanismos de resistencias antibidticas, asi como sus
posibles vias de dispersion, es un tema primordial. En este trabajo nos centramos en las
resistencias portadas por los integrones de clase 2 y la transferencia horizontal de estos
elementos entre cepas de E. coli. Como se indicd anteriormente, los Int2 codifican para
la resistencia a TMP, estreptotricina y STR. Segun la literatura, los Int2 se encuentran
dentro del transposén Tn7. Los resultados de los andlisis in silico de este trabajo
permitieron confirmar la asociacion estricta entre el Int2 y el Tn7: el Int2 se encuentra
portado siempre por el Tn7 (Sundstrém et al., 1991). De esta manera, conocer la
localizacion del Tn7 en las bacterias, asi como la dispersion horizontal del mismo, es
conocer la del Int2.
El transposon Tn7 es muy particular ya que presenta dos mecanismos para su
transposicion. Uno de ellos, mediado por TnsSABC+E, permite el salto del Tn7 en forma
aleatoria a plasmidos conjugativos principalmente, mientras que el mecanismo mediado
por TnsABC+D hace que el Tn7 se inserte con una alta frecuencia en un sitio
cromosomico especifico en E. coli, el sitio attTn7. Por lo tanto, el Tn7 asegura su
dispersion tanto horizontal (Tnsg) como vertical (TnsD) en las bacterias (Kubo & Craig,
1990; Wolkow et al., 1996; Peters, 2014; Peters & Craig, 2001).
Nuestros resultados in silico, realizados en el banco de datos NCBI, indican que el Tn7
esta presente en un grupo acotado de bacterias Gram negativas, mas precisamente en las
Gammaproteobacterias y, dentro de este grupo, predomina en las familias

Enterobacteriaceae, Morganellaceae y Moraxellaceae. Si bien tanto los Int2 como los Intl
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estan presentes en las Gammaproteobacterias, se observan ciertas diferencias en cuanto a
las familias en las que predominan. En este sentido, el Int2 no parece ser tan abundante
en la familia Pseudomonadaceae como lo es el Intl. En este trabajo nos centramos en el
estudio del Tn7, y por ende del Int2, presente en la especie E. coli de la familia
Enterobacteriaceae. En esta especie, los analisis in silico indicaron que el Tn7 se localiza
mayoritariamente en el cromosoma, en su sitio attTn7, con predominio del locus pstS a la
izquierda de su sitio de insercion en E. coli. Cabe mencionar que la presencia de las
variantes fim o pstS a la izquierda del sitio attTn7 fue detectada en trabajos previos
(Crépin et al., 2012). En los dos plasmidos en los que se localizé el Int2, pEcoUTI1f y
R721, éstos evidencian genes de la region de transferencia conjugativa, region Tra y del
origen de transferencia, oriT. Esto ltimo indicaria que se trata de plasmidos conjugativos
o0 al menos movilizables. Ademas, la localizacion del Tn7 en dichos plasmidos fue distinta
en cada uno.

En lo referente a los analisis experimentales, se pudo corroborar la presencia del Int2 en
la coleccion de cepas de UPEC, previamente caracterizada, asi como el fenotipo de
resistencia de los aislamientos. Los resultados de la localizacion del Tn7 coincidieron con
los andlisis in silico, i.e. el Tn7 se localizé en el 83% (15 de 18 cepas) en su sitio
cromosémico attTn7 y, de estas ultimas, el 73% (11 de las 15 cepas) presento el locus
pstS en el extremo izquierdo del sitio de insercién. Por otro lado, en los aislamientos 32P-
1y 32P-2 las bandas de amplificacién de los extremos izquierdo y derecho del Tn7
insertado fueron de menor y mayor tamafio de lo esperado, respectivamente. Si bien estos
aislamientos contienen un Tn7 cromosomico, la interpretacion mas sencilla es que el Tn7
se insertd a unas pares de bases a la izquierda de su sitio attTn7, por lo que quizas
TnsABC+D haya tenido imprecisiones en el reconocimiento de su sitio. Este tipo de
imprecisiones en el salto se han detectado en otro trabajo (Berg & Howe, 1989).

En las tres cepas de UPEC en las que no se evidencio amplificacion del extremo derecho
ni izquierdo del Tn7 insertado, éste podria estar: localizado en un plasmido, en un sitio
cromosomico diferente al attTn7, o en su sitio attTn7 pero que este Ultimo se encuentre
alterado por rearreglos que no permitan su amplificacion. Considerando que las
inserciones del Tn7 en plasmidos ocurren en sitios al azar, no fue posible disefiar
cebadores para detectar localizaciones plasmidicas del mismo. Esta localizacion se pudo
deducir a través de ensayos de conjugacion, como se discutird a continuacion.

En este trabajo se estudid la capacidad de transferencia horizontal del Int2 mediante
conjugacion usando las 17 cepas de la colecciéon de UPEC Int2* como donantes y una E.
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coli K12 como receptora. Se observo transferencia del Int2 en cuatro de los casos (24%),
por lo que se deduce que en ellos el Tn7 estaba en plasmidos conjugativos o movilizables.
Precisamente, tres de éstos correspondieron a las cepas donde no se habia detectado el
Tn7 en su sitio cromosomal.

En primer lugar, discutiremos estos Ultimos tres casos. Los transconjugantes obtenidos de
71E, 27P y 29P presentaron el Tn7 en el plasmido transferido y dicho transposon no salto
a su sitio cromosomal attTn7. Los transconjugantes presentaron las resistencias
codificadas por el Int2, TMPRy STRR, y la mayor parte de las otras resistencias que tenian
las distintas cepas donantes. En una segunda conjugacion se volvio a tener los mismos
resultados por lo que se deduce que el Tn7 quedo siempre en su localizacion original
plasmidica. Quizés el Tn7 esté en estos casos mutado y haya perdido la capacidad de
transponerse. En relacién al Intl, recordemos que estas tres cepas de UPEC Int2* tenian
ademas el Intl. Sin embargo, no hubo co-transferencia de ambos integrones en ninguno
de los transconjugantes analizados. Lo contrario ocurrio para el gen sul2, que co-transfirio
siempre con el Int2; probablemente sul2 se localiza en estas cepas en el mismo plasmido
que contiene el Int2.

El cuarto Tn7 transferido procedid de la cepa de UPEC donante 65P-1, que lo portaba en
su sitio attTn7'y, con el resultado de la transferencia, se deduce que esta cepa era portadora
de dos Tn7, uno cromosémico y otro en un plasmido conjugativo. Es en este caso donde
se obtuvieron los datos mas informativos en cuanto a la diseminacion del transposon. En
primer lugar, solo se transfirieron las resistencias codificadas por el Tn7, i.e. TMPR y
STRR. El analisis de los transconjugantes de E. coli K12 TMPR Int2* obtenidos de esta
cepa 65P-1 indicé la presencia del Tn7 en su sitio attTn7, i.e. el transposon habia saltado
desde el plasmido al cromosoma en todos los transconjugantes analizados. Es de
preguntarse entonces si también en estos transconjugantes se mantuvo una copia del Tn7
en el plasmido o si el transposon salto al cromosoma dejando al plasmido en forma lineal
sujeto a ser degradado. ¢Qué pasé con el plasmido? La respuesta a esta interrogante la
obtuvimos por el resultado de la segunda conjugacién: se transfirié el Tn7 y también salto
al cromosoma en todos los transconjugantes analizados. Por lo tanto, al ingresar el Tn7 a
una nueva bacteria, salta enseguida a su sitio attTn7 cromosémico, dejando una copia en
el plasmido.

En la literatura se ha descrito que el salto del Tn7 desde plasmidos conjugativos hacia el
sitio cromosomico libre attTn7 se da con una muy alta frecuencia (Lichtenstein &
Brenner, 1981; Peters, 2014).
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Nuestros resultados coinciden con los obtenidos en estudios previos realizados por el
grupo de Alonso et al., 2018 en donde analizaron una coleccion de aislamientos de E. coli
portadora del Int2 procedentes de muestras de origen animal y humano de distintas zonas
geograficas. En este trabajo, al igual que en el nuestro, detectaron el ligamiento fisico del
Int2 con el Tn7, asi como la presencia, en un 80%, del Tn7 en su sitio attTn7, mapeado
solo para su extremo derecho. Ademas, confirmaron la transferencia del Int2 en un 26%,
por conjugacion, a una cepa de E. coli K12, bajo la presion selectiva de trimetoprim. Es
decir, un porcentaje similar al que obtuvimos en nuestro trabajo, del 24%. En este Gltimo
trabajo no se estudio la localizacion del Tn7 en los transconjugantes obtenidos (Alonso
etal., 2018).

Es importante destacar que en este trabajo se estudio la transferencia del Int2, y por ende
del Tn7, desde un abordaje fisiologico, partiendo de cepas naturales y siguiendo la
transferencia de plasmidos naturales por el mecanismo natural de la conjugacion. El
mismo no so6lo se centr6 en la transferencia por conjugacion, sino también en la
localizacion del Tn7 en la bacteria. Cabe sefialar que existen varios trabajos, desde hace
décadas, en los que se estudia el mecanismo de transposicion tan particular que posee este
transposon. Estos estudios presentan distintos abordajes (moleculares, bioguimicos, etc)
y, en varios de ellos, se usan derivados del Tn7, de construccion genética (miniTn7), que
se introducen en una bacteria que expresa en trans las proteinas para su transposicion
(Wolkow et al., 1996; Peters, 2014).

La capacidad del Tn7 de insertarse en un sitio cromosomico (attTn7), que no interfiere
con las funciones esenciales de la bacteria, asi como en plasmidos conjugativos, hace que
este elemento asegure su diseminacién vertical y horizontal en las poblaciones
bacterianas. De esta manera, el Tn7 es un elemento adaptado para la diseminacion vy el
mantenimiento de resistencias antibidticas en las bacterias. Conocer los factores que
influyen en la transferencia horizontal del Tn7 y, por ende, de los Int2, que hacen que su
presencia se limite a ciertas familias de las Gammaproteobacterias, es sin duda un tema
de interés. El estudio de los mecanismos que regulan las vias para su transposicion, asi
como los factores que condicionan su transferencia horizontal contribuira a comprender
las posibles vias de diseminacion de las resistencias antibioticas entre las bacterias. Esto
ultimo constituye un punto clave para entender el surgimiento de posibles patdgenos

multirresistentes de relevancia clinica.
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VI. CONCLUSIONES
En este trabajo se corrobord la estricta vinculacion de los Int2 con el Tn7. En lo referente
a la localizacion de este transposon, se comprob6 su presencia en ciertas familias dentro
de las Gammaproteobacterias. Especificamente en E. coli, se localiz6 mayoritariamente
en su sitio cromosémico attTn7, segun los analisis in silico y experimentales realizados.
En lo referente a la diseminacion del Tn7 vy, por lo tanto, del Int2, se realizaron
experimentos de transferencia horizontal por conjugacion desde un enfoque fisioldgico,
empleando cepas y plasmidos naturales. Se detecto la transferencia horizontal de este
elemento genético entre cepas de E. coli y se comprobé su salto al sitio cromosémico
attTn7 una vez ingresado en una nueva bacteria hospedera. Conocer los mecanismos de
dispersion que tiene este transposon, tanto vertical como horizontal, es sin duda
importante para comprender la transferencia de las resistencias entre las comunidades
bacterianas. El estudio de la diseminacion horizontal del Tn7 desde abordajes

fisioldgicos, como es el de este trabajo, contribuiran en este aspecto.

32



VIlI. REFERENCIAS

e Alonso, C. A., Cortés-Cortés, G., Maamar, E., Masso, M., Rocha-Gracia, R. del C.,
Torres, C., Centron, D. & Quiroga, M. P. (2018). Molecular diversity and conjugal
transferability of class 2 integrons among Escherichia coli isolates from food, animal and
human sources. International Journal of Antimicrobial Agents, 51(6), 905-911.
https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2018.02.001

e Antunes, P., Machado, J., Sousa, J. C. & Peixe, L. (2005). Dissemination of sulfonamide
resistance genes (sull, sul2, and sul3) in Portuguese salmonella enterica strains and
relation with integrons. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 49(2), 836-839.
https://doi.org/10.1128/aac.49.2.836-839.2005

e Aznarez, D. (2020). Caracterizacion fenotipica y genotipica de la resistencia a
trimetoprim en Escherichia coli uropatégeno. Facultad de Ciencias, UDELAR.

e Berg, D. E. & Martha. Howe, M. (Eds.). (1989). Mobile DNA. American Society for
Microbiology.

e Bhullar, K., Waglechner, N., Pawlowski, A., Koteva, K., Banks, E. D., Johnston, M. D.,
Barton, H. A. & Wright, G. D. (2012). Antibiotic resistance is prevalent in an isolated
cave microbiome. PloS One, 7(4), €34953. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0034953

e Cambray, G., Guerout, A.-M. & Mazel, D. (2010). Integrons. Annual Review of Genetics,
44(1), 141-166. https://doi.org/10.1146/annurev-genet-102209-163504

e Chowdhury, P., Ingold, A., Vanegas, N., Martinez, E., Merlino, J., Merkier, A. K.,
Castro, M., Gonzalez Rocha, G., Borthagaray, G., Centron, D., Bello Toledo, H.,
Marquez, C. M. & Stokes, H. W. (2011). Dissemination of multiple drug resistance
genes by class 1 integrons in Klebsiella pneumoniae isolates from four countries: A
comparative study. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 55(7), 3140-3149.
https://doi.org/10.1128/aac.01529-10

e Crépin, S., Harel, J. & Dozois, C. M. (2012). Chromosomal complementation using Tn 7
transposon vectors in Enterobacteriaceae. Applied and Environmental Microbiology,
78(17), 6001-6008. https://doi.org/10.1128/aem.00986-12

e Cury, J., Jove, T., Touchon, M., Néron, B. & Rocha, E. P. C. (2016). Identification and
analysis of integrons and cassette arrays in bacterial genomes. Nucleic Acids Research,
44(10), 4539-4550. https://doi.org/10.1093/nar/gkw319

e D'Costa VM, McGrann KM, Hughes DW, Wright GD (2006). Sampling the antibiotic
resistome. Science, 20;311(5759):374-7. doi: 10.1126/science.1120800. PMID:
16424339

33


https://doi.org/10.1146/annurev-genet-102209-163504
https://doi.org/10.1093/nar/gkw319
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16424339/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16424339/

Deng, Y., Bao, X., Ji, L., Chen, L., Liu, J., Miao, J., Chen, D., Bian, H., Li, Y., & Yu, G.
(2015). Resistance integrons: class 1, 2 and 3 integrons. Annals of Clinical Microbiology
and Antimicrobials, 14(1). https://doi.org/10.1186/s12941-015-0100-6

Domingues, S., da Silva, G. J. & Nielsen, K. M. (2012). Integrons: Vehicles and pathways
for horizontal dissemination in bacteria. Mobile Genetic Elements, 2(5), 211-223.
https://doi.org/10.4161/mge.22967

Domingues, S., Nielsen, K. M. & da Silva, G. J. (2015). Global dissemination patterns of
common gene cassette arrays in class 1 integrons. Microbiology (Reading, England),
161(7), 1313-1337. https://doi.org/10.1099/mic.0.000099

Exner, M., Bhattacharya, S., Christiansen, B., Gebel, J., Goroncy-Bermes, P., Hartemann,
P., Heeg, P., llschner, C., Kramer, A., Larson, E., Merkens, W., Mielke, M., Oltmanns,
P., Ross, B., Rotter, M., Schmithausen, R. M., Sonntag, H.-G. & Trautmann, M. (2017).
Antibiotic resistance: What is so special about multidrug-resistant Gram-negative
bacteria? https://doi.org/10.3205/dgkh000290

Kubo, K. M. & Craig, N. L. (1990). Bacterial transposon Tn7 utilizes two different classes
of  target  sites. Journal of Bacteriology, 172(5), 2774-2778.
https://doi.org/10.1128/jb.172.5.2774-2778.1990

Labbate, M., Case, R. J. & Stokes, H. W. (2009). The integron/gene cassette system: An
active player in bacterial adaptation. En Horizontal Gene Transfer (pp. 103-125).
Humana Press.

Lichtenstein, C. & Brenner, S. (1981). Site-specific properties of Tn7 transposition into
the E. coli Chromosome. Molecular & General Genetics: MGG, 183(2), 380-387.
https://doi.org/10.1007/bf00270644

Murray, C. J. L., Ikuta, K. S., Sharara, F., Swetschinski, L., Robles Aguilar, G., Gray, A.,
Han, C., Bisignano, C., Rao, P., Wool, E., Johnson, S. C., Browne, A. J., Chipeta, M. G.,
Fell, F., Hackett, S., Haines-Woodhouse, G., Kashef Hamadani, B. H., Kumaran, E. A.
P., McManigal, B., ... Naghavi, M. (2022). Global burden of bacterial antimicrobial
resistance in  2019: a systematic analysis. Lancet, 399(10325), 629-655.
https://doi.org/10.1016/50140-6736(21)02724-0

Neidhardt, F. C. (1996). Escherichia coli and Salmonella: Cellular and Molecular
Biology”. ASM Press.

Partridge, S. R. (2011). Analysis of antibiotic resistance regions in Gram-negative
bacteria. FEMS Microbiology Reviews, 35(5), 820-855. https://doi.org/10.1111/j.1574-
6976.2011.00277.x

Peters, J. E. (2014). Tn7. Microbiology Spectrum, 2(5).
https://doi.org/10.1128/microbiolspec.mdna3-0010-2014

34



Peters, J. E., & Craig, N. L. (2001). Tn7: smarter than we thought. Nature Reviews.
Molecular Cell Biology, 2(11), 806-814. https://doi.org/10.1038/35099006

Poey, M. E., Albini, M., Saona, G. & Lavifia, M. (2012). Virulence profiles in
uropathogenic Escherichia coli isolated from pregnant women and children with urinary
tract abnormalities. Microbial Pathogenesis, 52(5), 292-301.
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2012.02.006

Poey, M. E. & Lavifia, M. (2014). Integrons in uropathogenic Escherichia coli and their
relationship with phylogeny and virulence. Microbial Pathogenesis, 77, 73-77.
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2014.11.002

Poey, M. E. & Lavifia, M. (2018). Horizontal transfer of class 1 integrons from
uropathogenic Escherichia coli to E. coli K12. Microbial Pathogenesis, 117, 16-22.
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2018.02.006

Shi, Q., Straus, M. R., Caron, J. J., Wang, H., Chung, Y. S., Guarné, A. & Peters, J. E.
(2015). Conformational toggling controls target site choice for the heteromeric
transposase element Tn7. Nucleic Acids Research, 43(22), 10734-10745.
https://doi.org/10.1093/nar/gkv913

Skold, O. (2001). Resistance to trimethoprim and sulfonamides. Veterinary research,
32(3/4), 261-273. https://doi.org/10.1051/vetres:2001123

Sundstrém, L., Roy, P. H. & Skold, O. (1991). Site-specific insertion of three structural
gene cassettes in transposon Tn7. Journal of Bacteriology, 173(9), 3025-3028.
https://doi.org/10.1128/jb.173.9.3025-3028.1991

Trobos, M., Jakobsen, L., Olsen, K. E. P., Frimodt-Mgller, N., Hammerum, A. M.,
Pedersen, K., Agersg, Y., Porsbo, L. J. & Olsen, J. E. (2008). Prevalence of sulphonamide
resistance and class 1 integron genes in Escherichia coli isolates obtained from broilers,
broiler meat, healthy humans and urinary infections in Denmark. International Journal of
Antimicrobial Agents, 32(4), 367-369. https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2008.04.021
Wolkow, C. A., DeBoy, R. T. & Craig, N. L. (1996). Conjugating plasmids are preferred
targets for Tn7. Genes & Development, 10(17), 2145-2157.
https://doi.org/10.1101/gad.10.17.2145

World Health Organization, WHO Model List of Essential Medicines (20th List), 2017.
http://www.who.int/medicines/publications/essentialmedicines/en/.

Zhang, A. N,, Li, L.-G., Ma, L., Gillings, M. R., Tiedje, J. M. & Zhang, T. (2018).
Conserved phylogenetic distribution and limited antibiotic resistance of class 1 integrons
revealed by assessing the bacterial genome and plasmid collection. Microbiome, 6(1).
https://doi.org/10.1186/s40168-018-0516-2

35


https://doi.org/10.1186/s40168-018-0516-2

VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Filogenia, presencia de intll e intl2, genes sul y fenotipo de resistencia
antibidtica de los aislamientos de la coleccion de UPEC Int2*

Cepa | Filogenia | intll | intl2 Resistencias a antibiéticos* - S;JI 3
11E B2 N + é)l\éITP CHL, STR, TMP, SMX, + i i
71E b N + é)l\éITP TET, STR, TMP, SMX, + + i
27 e Lt esaesa ]
2P o1 Lt esaesa ]
5E B2 i 4 AMP, NAL, TMP - - -
29E A i A STR (leaky), TMP - - -
34E B2 ] + QM)P( gQ_IL_ TET, STR, TMP, +
56E A i 4 STR, TMP, SMX, SXT - + -
69E B1 i 4 STR, TMP, SMX, SXT - - -
18P A i + NAL, STR, TMP (leaky) - - -
32P-1 |a ] + QM)P( g)l—(|_||: TET, STR, TMP, i . i
N e O
65P-1 |go ] + QM)P( g)A(\_IL_ TET, STR, TMP, i . i
71P-1  |go ] + ég(/l_ll? TET, STR, TMP, SMX, i . i
74P-3  |go ] + QM)P( g)A(\_IL_ TET, STR, TMP, i . i
78P-1 |pp ] + ég(/l_ll? TET, STR, TMP, SMX, i . i
AMP, ampicilina; CHL, cloranfenicol; NAL, acido nalidixico; KAN, kanamicina; TET, tetraciclina; STR,
estreptomicina; TMP, trimetoprim; SMX, sulfametoxazol; SXT, cotrimoxazol; E, aislamientos
procedentes de mujeres embarazadas; P, aislamientos procedentes de nifios. *Resistencias
antibidticas analizadas en este trabajo.
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Anexo 2. Secuencia nucleotidica del Tn7 integrado en el sitio attTn7 del cromosoma
perteneciente a la cepa de E. coli AHO1 (N° acceso NZ_CP055251.1).

1 aatttatttt ttaaatatta tttaaacagt aaaaaatcaa gtttgttatc agacattaat

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

gataattcag aatatattta tatagaaaga
Repetido directo

aagggccacc ggtcggcagce cctgtgggceg

aaatggagtt
-gtaag
atctggttaa
atcataatcc
ctttacagtg
aagccacagt
gagcataaat
cttccaacta
ttccgctata
actggcttgt
aatgtgcttc
cgcctagaac
ggcaactgga
aacttatctg
tttcaccata
actgattgat
ccaacacatg
cagtgcgaat
gacaagtgac
gcgcaacgga
gcgtgctgga
gatctaaagc
gccgcgcettg
ttctgctttt
ctttaacccg

aaataacttg

tttaaggatt

ctaatacgaa

ctaatctagc

tttcatcagt

atcccgtatt

tatcttgatg

taatatacag

caataataag

actccgatct

tactccaaga

agaaacgcac

acctaagctc

ggaagtgtaa

aacaatggta

aaaagtatca

aagtagcatc

cgtatagatt

atcacgcccce

acgcttgcta

gtcatgcaga

gggaaagaca

aaaaggcagc

*

ctcaatgagt

cccaccctta

caaacgcaag

gttgcgagta

Repetido

atttagggaa

aattaaaaat

taacctgccg

atcccaaatt

tccggacagg

tggacattat

taacaagcat

ttaactatcc

caccagcggc

gcttgatgaa

gcaatctacg

tgacttttgg

tgaccatgaa

gaactggctc

ggggctactc

agtccatccg

tgcgtggtct

gcttgtaata

acgatgcctg

tgatggcggc

aacatccacg

gatggcccta

tattttattg

ccgtcatgca

cattcattaa

tccataacct

tagatgaatt
imperfecto
gacaaaatag
gagtgacaaa
gacaaaatag
ctcagcttag
aaatccccecct
tgattgattt
gcattgtaat
tacgaggtgc
tccacccaca
tcgctacaaa
gctgectggg
gtaagacgta
gcttttgcgt
tggtcactgt
atatttatcc
agggctacat
caggactggt
taacatcgtt
gatgcgtagc
ctttttgtac
ataatttgcc
ccgcttgtcg
cgccttgtaa
ctgggattag
cagtgatgca
tgcgcaaacc

gcaaaatgcg

tattgatgtc
invertido
ttgggaactg

agttataaaa

ggaggggtgyg

Primer Tn75°

+lagatggga actgggtgta

tttggaacta

tacgatccta

cctagactgc

ttttcgcttg

agcccattaa

taatgtttgg

aataattaca

cccgagagtg

ataaagccat

tttcttcagce

ttttatgtta

gattgacagt

cctctatgat

aaagatattt

ggtgccggca

atgccctaag

aaacgagtga

ggctgccttce

gttatacggg

ataagcagaa

gttgtcgtct

gcgcgtggge

gccattatca

tgcaccatac

ttgcacttca

gatttcactt

tatccaactg

ctcaccaaca

tacaggtgtt

catgcgctaa

aaagcagcct

aatgacccct

tcgcattatt

gtataaggaa

gcttagaaaa

ggcattgtct

atcttgctta

tgtttatctt

atctactttt

aaatgctgac

agttcttgca

cgaaatgtat

aatgcctttc

tggttgcaga

gggtatttgt

tgctgaataa

agtaggctgt

aaatcaaaat

agcagcgtaa

tttgcagaga
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1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

taacagaggg

gttgtaaaaa

tggctacatg

tggtctgagg

ttttttcagt

atggactgtt

tagctgggat

gttttaattt

atcgtgcaag

aaagaaagtc

aaaacgagca

taatggtagc

ccaaaggtga

gcaagacttt

caagttttac

ccaacctaaa

gcctgatcga

atgtttactt

ctaacataaa

cgcaaacctg

ggcgttagge

gctgagaacc

gaactatcta

gatgaagact

ctcaactcaa

cgaggcaaag

cagctccttg

gcaaaatgtg

gtctcgaacg

tagccgtcta

cctgttgtac

tctgctgttt

atgacgtttt

tttcagcgca

intI2

agacataaaa

ttaaaaaagt

aatgctaaat

caggatagac

tatttaatac

tgcttactaa

tatatcgaag

acagctcctg

tgaatcaatg

atctgacaat

gaaaataacg

tcaagtagat

tcctgaaatc

ttatagttac

tcacgccttt

sat2

gtcatatgaa

atttcattgt

ccagaagtgt

ctgcttgcta

catggaacga

gagtcgcgcea

gcatacgatt

gctttactct

aaacagcgat

ggcttgcttg

aaaaaagcta

gctaagctgg

ttgtgaaaca

taaccttttt

cgctccttgt

gcctgttttt

aaattaaaat

ggcatgcacg

aagtgattat

taaaatgtta

aatggagtta

tttaaagcta

ggagcattac

gagaacgtat

gatcatgtca

acactacata

cccagcaatt

caaatctggc

tgtaccaaaa

gatttcggtg

tcgtgaagtg

gagcccctac

tggcgcattc

tctagcctct

cagtctcatc

agagacacaa

cggcggcatt

gtactggtac

cagggatata

gggcatttaa

ataaaaacag

gaataaaacg

gtcgcatatc

cttgcaactg

tacgcctaga

gttatgagtt

atttgtaata

attaattaac

acctctgagg

tcgggaatgg

ttacctataa

CCaaccgaaa

tgatctttcc

ttgtttcagg

tatctacaat

ttaggccagt

aaaagggtta

gccgegecag

atccctgagce

ttcgatgtgce

cggaaggatt

atcgaccaag

atcgaacaca

gaatttgcga

acgaacaatg

gacctgttca

tggttctcgg

atcaatatcg

agcgattttc

cctgacctct

cttaatccag

cgtgcgtata

tctgcctata

gatgcttgtt

ctttgggtga

acagagtgtc

ggtaagcatc

cccaacggct

tgcgtgttta

tcactgccca

tgcaggtaag

gaatttaaaa

cagcctattc

taccggtaga

gataatgtgce

ttgtattttt

agcgggtgac

dfrAl
aagaattgtg aaactatcac

ccctgatatt

ccaatggctg

gtatgcggtc

atcaattaaa

tggtggggag

agacatcgag

ttttacccaa

acaagtggca

gtttgcgatc

aggtggcgga

acctatccga

acatctcgga

agcttgtcgg

ttgttgtgtc

aaaagtgggc

tacctgecctg

cgtataaaac

gagcacagga

ccatggagtg

ttggttggac

gtaacacgtt

gatgctttaa

atatacaaaa

ccggaaggtyg

gacttcgcct

gcaacggatt

cgctgtgeca

aacattggat

ccaaggcttt

tgatgactct

gaagattgaa

gcacacgcac

actaagcaga

caatttgtac

tagacctcaa

tgacgcctaa
aadAl
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3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

5101

5161

5221

caattcattc

agggaagcgg

cgccatctcg

ctgaagccac

acgcggecgag

attctccgeg

ccagctaagc

ttcgagccag

agcgttgcect

ctatttgagg

gatgagcgaa

atcgcgccga

cccgtcatac

gcagatcagt

aaataatgtc

gttagagagc

gcgatggcat

cttccctatg

ataagcaatt

agttcatcca

gggtctcgca

tccacatctg

aaagatggga

acagataacg

aggcctcaac

gacggttaca

ccagctgtgt

gagctggccg

ttggggaact

tgcggtggta

aagccgacac

tgatcgccga

aaccgacgtt

acagtgatat

ctttgatcaa

ctgtagaagt

gcgaactgca

ccacgatcga

tggtaggtcc

cgctaaatga

atgtagtgct

aggatgtcgc

ttgaagctag

tggaagaatt

taacaattcg

tggggaagac

cggggcaggce

actactcccc

acgacaatag

attacgacaa

ctttcgccgg

gcaaaaggat

gcttctgcgg

gcctgaagat

atctagtcgce

caaacgggta

tcagaacgta

acgcaatcat

cagccgatcc

ttgatgagat

cgcttcgcgg

agtatcgact

gctggccgta

tgatttgctg

cgaccttttg

caccattgtt

atttggagaa

cattgatctg

agcggcggag

aaccttaacg

tacgttgtcc

tgccgactgg

gcaggcttat

tgttcactac

ttcaagccga

orfX

tatgcgcgat

acttgctgac

atccaactac

tccatcaaat

tagtcgcaac

ctactacgtc

gttctacacc

ggcattggtc

catgtatcta

aagctgaggg

cattgttgat

cgtccgaatt

tcgagaggtt

tgacgcttct

gtcaagtggg

cgcggcttaa

caactatcag

catttgtacg

gttacggtga

gaaacttcgg

gtgcacgacg

tggcagcgca

gctatcttgce

gaactctttg

ctatggaact

cgcatttggt

gcaatggagc

cttggacaag

gtgaaaggcg

cgccgctteg

ctgttgaagg

ctgccaattg

gacatttctc

tacgacaact

ggaaatcgta

attgccaaca

ccaaaagggg

gtcataaatg

agcaactagc

gaaccactag

gtcatgtatg

ccagactatg

gagttaaagg

gtgggcaagt

gtgcaggcaa

ttcaggagtt

aggtagttgg

gctccgcagt

ccgtaaggct

cttcceccectgg

acatcattcc

atgacattct

tgacaaaagc

atccggttcc

cgccgceccga

acagcgcagt

gcctgccggce

aagatcgctt

agatcaccaa

cggcgcggcet

tggttctaag

ttttagtgga

caagcaacta

ctgagagcaa

ggcttatata

atgggacaac

ggcgcggcegt

gccaattttc

ctgctctcta

tgtcatacga

acaatcgccc

tcgaactaga

aggcatggct

gggaccggcg

catacttcag

aaacatcatg

cgtcatcgag

ggatggcggce

tgatgaaaca

agagagcgag

gtggcgttat

tgcaggtatc

aagagaacat

tgaacaggat

ctgggctggc

aaccggcaaa

ccagtatcag

ggcctcgcgce

ggtagtcggc

taactcaagc

cctcgtactt

tgaagctcgt

cgacaactcc

ctacgataat

tagcgcaaat

gaacttcttt

ctatggcggc

gcttgccctg

ataaaatgtt

acctccaaga

aagtaagtat

taacgcggag

cacaagggtc

cctagcgcag

tccaaacggt
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5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

5941

6001

6061

6121

6181

6241

6301

6361

6421

6481

6541

6601

6661

6721

6781

6841

6901

6961

cagctggtcg

tacgattcag

gctacgagtc

tcggaacgtg

tatgctcact

ggccaagaaa

ccttcagtat

ctcgggtatc

tgcctatgca

tgtttctagc

aatgccctac

caagattgag

caagcaggct

ggattactac

aattccatta

acctggctat

ccatgaaccg

gcaaaagcac

ttgctctcta

CcCcccaacccc

caaactattt

attccgccat

atccgatgca

tttaatcact

Caaaaccaag

tagctcatca

cttcccaccc

caaattacta

tcttgcecctg

gcttagtggce

gtgagacaac

tgatcttctt

cacatgctgc

ttgtggggct

tccectgectat

ggagcctccg

cgttcgacct

ctttgtgaca

ggctggaata

tttgacacgg

tttttgaccg

ctaatttttg

tatggatcgt

atatgaactc

ccaggcggcg

ttttatgatc

ttacacaaaa

accactctct

tttggatgat

ggccaattca

gtttcgctat

tccacctcta

cttggtgagc

gtttcttcaa

aaagcagcaa

acatctgccg

ttttcacttg

cgagattttt

atacattgat

cagatgggca

tacctaggcc

gacaatctaa

aaggatcgtg

ctagagagaa

gatctaccgg

atgtttaaga

agttggaaag

ttagggaagt

ggcgggactt

cgaatggatc

ccaaggcgtc

ctgtaatccc

aaggtgttcc

accaagaaat

gaatttggtg

gggtttacag

cagcccaccce

tcacccctcect

atgagctctt

caacgccact

gcaatacaaa

catctttaca

aaagcacccg

atcgattagc

ctgctaggac

ttgttgcttc

caattcgact

gccgaatgga

ttgcgtacaa

aaggtatggc

cgacgatttc

tgatatttac

gtttcaaata

agatgctttg

ggaaacgcac

caaaaaagtt

ggcctgggaa

cgatattgga

aatcgtccaa

caaacatgtc

ccctcaaaac

ctacggacga

ggacgatgcc

accgtttaaa

gctctttcag

ttccatatcc

atgcccgtcet

caccactcca

caacactttg

ttcactgcca

cagatgtaat

acatgcaaat

aaaaatagag

accacctaag

ttctttttet

aggtctacta

tggatgaata

gctcagttgc

gatgcttcct

tataaatgaa

aagctatcag

tcaatgccca

ggactaatgc

gtgtctgccg

gatgaagtcg

gcttcgtcct

tttcctgaca

gcacgtgctc

gccgcgctca

cacggaggct

atcagcgatg

gatccgcaac

tggccacctt

tcattccttt

tctctcgata

tgtccatata

cgccgtatct

gtagaaagca

ttacgttgca

cggctacgcc

ttagttttta

ttgtaattgg

tgtggctcat

aaaatagttt

aaacttatcc

gctctgacgt

caccgatgtg

gagcaaatag

agctacggag

catgaggcaa

agatgccatg

tccgetttge

ccaaagctct

tacgaaatct

ttgatcatga

cgctgtcatc

gcctgcactt

agaactcatt

atttgtagaa

aaggtggtgt

tggaagccgg

taactgaccg

aatgcgtaaa

cttgcagctc

attgatcaaa

tttcaaaatc

ttttcacccc

ccccaacggce

caacttttgg

gaattgaaag

ttgcatcctg

cagtactaac

ggctactttt

atgtcggctc
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7021

7081

7141

7201

7261

7321

7381

7441

7501

7561

7621

7681

7741

7801

7861

7921

7981

8041

8101

8161

8221

8281

8341

8401

8461

8521

8581

8641

8701

8761

agcctctatg

atgctcatca

tgcctcettt

gatttctaaa

ttttacatgt

aacgccgttc

cataacatct

cgccceccttta

ctcatactga

ataggagtta

cttgctatat

tacggaagca

tgcttcaaac

cttagctcga

attaaaccaa

atgtacaacc

aaccatttcc

tcttaataat

gctaatccgt

taccaaaggc

cagccagctc

taatagttgt

cagacgctct

aagccaagcg

tttatgcact

cacagactgg

tagcgcttct

ataactaaag

ctctgccaac

ctccgccacc

actcgtgtgt

tcaacaactg

tcctgaaaag

cctactattt

aatttccaac

ttaatttctc

tgatccgaaa

ggaaacgatg

acgtcgaact

attaaaaata

ggtgtttcag

aaggacgaga

tcaatcacac

cttaataaag

acaaaaatac

tgcacattgt

aagaatcttt

cgccagcgcec

ctaatttgat

agtttctgta

gatgtcgctc

cgtacagcaa

tgttgatgct

tatagcaccc

agttgctgcc

ctaacaggtc

ataaccgtta

gcttttctat

tttaaatcca

aagtcatgac

ctgtgtctat

actctgttga

aggcatggcect

cctcaactaa

cctgcatggg

tattttgttg

acaaccaaac

aactgggtaa

cttgctgtaa

atgaccgagc

cttcgtaaat

gattaggaaa

gatccgcctt

gcaaatgagt

gccactcctt

cattaaatgt

gtgcttcctc

taagctcaac

aatcttccac

gattttttgc

ttgggtgatc

ttcgatctct

gttgattcca

caccctctaa

agtctttatg

ttgtcgttat

gttttggcaa

gcttacggaa

gtttctctag

gaatgtgctt

attggctgtt

aaccgctatg

aatagctgtt

ataatcctta

cggagggtca

atagtgccta

caaaagctgc

gatccttatc

agcggtactg

tagctctaac

aaatgaactc

atcgattatt

atttatttgc

aaatcgagtc

atgacccgag

agctagccta

agttatccgce

atcttcctgt

actctctgag

aagagaggtt

aaggctacta

ttggttccaa

gtgaactagc

agactgtctt

cttaacagat

agagtgctca

taaggcttgc

tatacttttc

tgcctcatca

gcttttggtt

tcctcatcecgt

tgctgcgtac

gtgctaggaa

tcctcgttag

aagctaaagc

aaaatacttt

actacggccg

tctaaatgat

ctcaaacagc

tgtgggatgt

tgcgctccat

ttggctcgtt

tttgttgtac

catttccgtt

ttacggaata

accactcact

tctttagata

ttaagcttaa

taacgcttta

ccgttaggag

tctagacgct

tcaactctag

caatccctgt

gccgcecttaa

aaatcttcag

gtaagagcac

cacacaatac

agccaacacg

ctaaaagtct

agccctagat

ccaactgtag

taccatcacc

gcatagcgtt

aagaacgtcc

accagctttc

catacgaatc

actgctctaa

ctcgctcaac

ttcgacagaa

gataacgagt

ccttgttgcg

gaagatccga

tgttaaccac

tnskE

cttgeattgg

aatgaccaat

cttccccata

acgttgcact

taaaagcttg

agcaaagcgc

tttgctttaa

ttatgattct

gggcgggtgce

catgtcggta

ttccttggta

agttaggttg

ttgcctgctg

tatgctgtaa

tgtccttgtt

gcctcactct

cctgcgctaa
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8821

8881

8941

9001

9061

9121

9181

9241

9301

9361

9421

9481

9541

9601

9661

9721

9781

9841

9901

9961

10021

10081

10141

10201

10261

10321

10381

10441

10501

gcgctgataa

atctaacaga

gtagtctgaa

agctctatca

ccaatctcgt

gcagtatcta

caccgcacct

tacaaacgga

acgtcctgtt

agcgaccacc

ttgataaacg

aacagcgtcc

ggggctatat

agcagctcag

aagaagacta

tgccaaaagg

aagcggttat

tgcgcttggt

gcatataaag

tgatgtagat

ttgcggttgce

cctgccecgtg

tnsD

aaagtttcte

ttccectttta

aaatccgtat

tttttactct

tgcaaaacaa

ttaatagtgg

cgctgatctt

gctgcgatat

gaataacgag

ggctttaact

aaagctagcg

tggcttagct

aaaagctgta

cgttgcgttt

gaccgcaaat

acgccaataa

cgagagcggc

gctatttgcg

atggctaacc

accgttcatg

caggcaagct

tggagggctt

gaggcagtaa

gaattaacag

cggtatctaa

ctagctgaag

caatgcgttc

catcttgata

cacggagctg

cataccacac

attgccaaag

gttgtatagg

cagcctcaaa

tattcaccat

ttaaatgctg

acatcaaagc

actgctcaag

aagcagctag

tatgacccaa

aagcaccgtg

cttccccata

cgctcttaac

actccattaa

ggaataaggt

gtcttgctat

catacacctc

caatagtgct

tgcttgttta

catggttttt

atcccagtcg

ttctagttct

cttttgtctt

gcttgaatcg

ctcttgaagg

ttggattaac

tgggataccc

cacttgccgce

agcgagtaca

atcacggacc

attatccgta

atcccagaat

aatctctcgt

cgtcacaaaa

aatttcatca

caacatggtt

gcttggggaa

tgctgttaat

agcccaaaat

ttttggacaa

cctatttagc

tctagaagca

ccgaatagct

atgctcataa

cacacctaaa

atccaacagc

ataaatcagc

aataagctcg

tcaggttggc

ctgggcttga

gacactaccg

gtcatcgttg

taatcctctt

gctttttctt

cgtttatcaa

gagcgtaatg

aataaaccag

aaaagtttta

tcatccgata

aaagcgatcc

atagctccaa

gctttagggg

aagttcagca

ataaccaaca

tctataccat

agctcttgcg

tgagataggg

tgatgtcggt

tatggcaaag

tgaagagcaa

gcgactccta

tcgtctcgge

ataagctgct

tgcgagggca

tgcttaggac

tcattcgagt

ccatatccac

gttgtgaata

ctacctttat

tttcgectte

gattctggct

tcagcatcag

ctggtgtttg

tctcgggaac

cctctagcat

cggtaatacg

ctacaatgtc

acagcgcatc

actcttgatt

accctgcccc

taccaatcaa

tctcttgaga

accctaaagc

gacgttttaa

ctcgtggagce

agtctttggg

gatcatctac

cgggcaaata

cgcaatcagg

gcattaaatg

gctccttgcece

gaacagcgta

gacctaaggt

taacaatccc

acggaacagg

tattacccct

gatataacgt

agccgaaacc

catcaaccac

aaacgctttt

atataaatga

ttcttgtatc

gactagatca

ggggtgcaca

ctcattgcct

catcactcct

tttgcgttgt

gggctttcca

tctacgtgca

catcactggt

tccacccgaa

atgtgcattg

gccataacga
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10561

10621

10681

10741

10801

10861

10921

10981

11041

11101

11161

11221

11281

11341

11401

11461

11521

11581

11641

11701

11761

11821

11881

11941

12001

12061

12121

12181

12241

12301

cgctcatagt

tttagcgaac

tcacgatggt

ccactaccag

cgaaatgtct

aaatctcctg

tcacttagta

gtatgagctc

ttcagtgatg

ttatcacgat

tnsC

atgactcatc

aatcttcttg

aagagcttgg

tattagtttt

tattcgcttt

catcctgctt

aaaatgagag

ggctgccaac

ctaaatgttg

ctgaccccga

ggcgaggcag

gatgctgcat

cagcatctcg

aaataatttg

catggctttt

gtagtgttct

tttccactcg

cacggtccgce

caatatcatg

tcgccaccac

tcgagcccaa

cattatgcga

aaatcacctg

aacaaccaat

ccaactctcc

ttttaggatt

gcaaatgcgt

tgataacacg

cagcactatt

aagcctctac

cttttctggt

atcatccgcet

cttcaaatgc

aatctgctta

ctgaatggtt

cgcattggct

acctttaaac

ttgcggaaac

aggtctagct

gtaatacaaa

taacgctact

accccattgce

atcgtattta

tgtgaactca

gatccgactg

aaaagtgctt

cacattaaaa

tagcaacaca

ctgggcacaa

ataagacgga

ggctcgatcc

gcagtctatt

aggatacgtg

taacaataag

cgtttgaaca

tctgcctacg

acctaatggc

ggacttttgc

cactgactct

ccccgtatca

ggatcctgaa

tccactgcgt

tccgcacgtt

atgcgtgttg

tgctgaataa

ttattgtgtt

tgccgactac

aaataaatcg

atatcagtgc

ccccacaaat

cgcaactgct

catagctgga

tccatcacca

aataccgaca

ccctctacaa

tccactatgce

ctagaaacta

tctggcaaac

atggccgttt

ttttcaaagc

aacgctctga

ttcaaataca

gctagaatac

ctttgtgccg

cgctcataac

tagccacctc

tgaaaatagt

aagtcagagg

tgtaatggtg

cgataaactg

ataattcagg

tgaaaggaat

ttttacgctc

atttgggctc

acgcctcaag

tttcttgtgce

gttccgtcag

tatcaaccag

tccgctgcaa

taacgccaaa

cttgctccac

caggaataga

gatggttatt

gagatgcatc

tgccaggtgce

ctttagcatc

aggcttcgac

ctacacacgg

tgtcagagca

cgatataaaa

aaaaattcaa

ccacctgctc

gatgaagaga

tagatcgtgc

cattttgtaa

gaatcatgac

catctggaat

aagtaagctg

gtaaggcctc

cttgaatccg

cacgtatgtg

aactttagcc

cgaggtcacg

agtagtactg

ctccctgegt

ttgtatatcc

attacagcgc

cactgggtca

ccaaccctca

tgaagaaata

agcccttaaa

cggtaaatct

tctgaataag

taacctatag

aaaggactta

gccacgtcta

ctgatgactc

ccagtctgag

agcatttaca

gccegtgatce

gcagatttct

tacattgagt

ggtcgtcttc

ctcctcaaag

atgcttttgt

cgaaatacgc

acgacaaatg

taaagaggat

gataaaagga

ggtagcacte

ggtaggctgt

tcatcacctg

gcttcttttt

ggcgttaact

ttagttaact

caaacctccc

caaaatacac

taagccgctt

cgcagaatct

gagacctttc

ctacctgtac

gtaggaaaat

atcgtacgca

tctgtttcac

aactcggctt

ggtggagcac

attaattcgc

ctactaatct

aaagcctgca

atccgactaa
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12361

12421

12481

12541

12601

12661

12721

12781

12841

12901

12961

13021

13081

13141

13201

13261

13321

13381

13441

13501

13561

13621

13681

13741

13801

13861

13921

13981

14041

acacatcaat

gtagtgttgg

atcgtctata

tcaacctaaa

gtacataagg

actcagccct

catcctctat
tnsB

cacaatgtaa

aatatcagca

ggctgtacta

taagcgctga

gtaatcctct

ggcaacggtg

aaggcgttca

gccaatcttt

gtcaggaatt

aactgtagcc

tttagggtcg

gcgcttctgg

gtcatcagtt

agcttgtgga

agccaaaatg

agcgttggtc

atcgtggcat

cttaagggtc

gctttagggt

tggggaatgc

gtctttgtac

atctcgggcg

gctgttcctg

aatgcattag

ttagtaacct

aaacgatcct

aagctgacag

ctaactaagc

actcctttat

cgatacggat

ttcctatgat

caatctcata

gtacgtcttt

attctcgatc

gaggaaaata

ctttttgatt

ttaccttggt

tcgctgaacg

gcgtttgacc

tatgttcttg

tactattaat

aatctacaga

ggccttcatc

cagcgcttat

cattatcaaa

tttttggcga

acgactccca

tttatatacc

ataaaaataa

ctgagcaaac

taacaggtgc

tccttcaccce

tctttccect

acgctgccag

gaccacatgc

aataggaaga

cggctcttct

taaatactgc

ttgcatccag

tagcacaacc

tcatgatgat

gggcctaacg

cctgctttaa

cgaaactgac

aagtccacaa

ttttctatgg

ttaccatatt

ggtgcaccgc

taacggcgta

tcaacgagtt

atttttcgat

aaatcaagat

attagcaaca

acaacttggc

tca
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V]
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Q
V)
V)
V)
V)
Q
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Q
Q
V)
Q
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Q
Q
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o+
o+
o+
o+
Q
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£
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14101

14161

14221

14281

14341

14401

14461

14521

14581

14641

14701

14761

14821

14881

14941

15001

15061

15121

15181

15241

15301

15361

15421

15481

15541

15601

15661

15721

15781

15841

cagcataact ggactgattt cagtttacaa ctattctgtc tagtttaaga ctttattgtc
Repetido imperfecto invertido Repetido directo
atagtttaga tctattttgt tcagtttaag actttattgt ccgcccacaa gccctttttt

atctatgata gtga

Primer GlmS
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15901

15961

16021

16081

agcatctgga

gccagaccgg

tctgctacat

ttatatcgtt

ctttaccgag gcgacgcagg cgggtcatat gaccttccgce atcaacaacg

cagagtcata tccgcggtat tccagacgac gtaaaccttc aagaaggatt
glms

cacgttgcgc gatcgcgcca acaattccac acatagtttt tgattccgat

gtcggtcaac ctgtatgccc gttt //

Mapa genético del Tn7 (14067 pb) integrado en el cromosoma, en su sitio attTn7. Se indica: subrayado
en colores, los distintos genes; en negrita, codones de inicio y de terminacién para cada gen; violeta,
repetidos imperfectos invertidos; rosado, repetidos directos; verde, cebadores. intl2, integrasa; dfrAl, gen
de resistencia a TMP; sat2, gen de resistencia a estreptotricina; aadAl, gen de resistencia a STR; orfX, gen
de funcién desconocida; tnsg, tnsD, tnsC, tnsB y tnsA, genes para la transposicion; glms, gen que codifica
para una glucosamina 6- fosfato sintasa.

* Codén stop en intl2.
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Anexo 3. Resultado del Blast nucleotidico de la secuencia del Tn7 perteneciente a la
cepa de E. coli AHO1.

Description Accession

A

Escherichia coli strain AHO1 chromosome, complete genome cPo55251.1 @ fim
Eschenchia coli transposon Tn7 DirA1 (dfrA1)_Sat2 (sal2). AadA1 (aadA1), hypothetical protein TnsE Tns .. MNG628641 1

CPo4153a 1 @ pstS
CP0392081 @ pstS
CP038505.1 @ pstS
CP0337621 @ pstS
CPO255731 @ pstS

Eschenchia coli strain 19 1-R1a transposon Tn7, complete sequence _and GImS (gimS) gene. complete cds ~ KX159451 1
Eschenchia coli strain 3.5-R3 transposon Tn7. complele sequence KX117211.1
Eschenchya coli sirain 2013C-4465, complete genome CPO152411 @ fim
Escherichia coli VE-F5 DNA. complete genome AP027953.1 @ pstS

CP1170081 @ pstS
CPooss1sl @ pstS
CPO60938 1 @ psiS

Eschenchia coli strain 623214 chromosome. complete genome CP091401.1 @ pstS
Eschenchia coli strain UPEC-245U/190328 plasmid pEcoUTI1f. complete sequence CP049846.1 @
Eschenchia coll strain EC_J_9 chromosome, complete genome CPO750621 @ fim
Eschenchia coli strain ABW_A19 chromosome. complete genome CPO673071 @ PSIS
Eschenchia coli strain RIVM_C020020 chromosome. complete genome cPo6as121 @ pstS
Eschenchia col strain 18SCOSVI02-EC chromosome, complete genome cPo63ziey ® fim
Escherichia coll strain US31 chromosome, complete genome CP04sas7 1 @ PSIS
Eschonchia cob strain RHBSTW-00219 chromosome CPO55e23 1 @ PSIS
Eschenchia col strain RHBSTW-00176 chromosome, complete genome CPO56800 1 @ fim
Escherichia coll sirain RHBSTW-00372 chromosome. complele genome CPO56560 1 @ pstS
Escherichia coll strain RHBSTW-00503 chromosome, complete genome CP056446.1 @ fim
Escherichia coli genomic island AGI-5. strain BEN374 ENG66596.1
Eschenchia coll plasmid R721 genomic DNA, comiete sequence APQO25271 @
Eschenchia col strain RHB41-C01 chromosome, complete genome CPo57007 1 @ PSS
Eschenchia col isolate 624 genome assembly, chromosome_main owos7003 1@ fim
Escherichia coll strain MLI1105 chromesome. complete genome CP116929.1 @ PSS
Eschenichia coli strain 19 1-R1 LpfA (IpfA) gene, complete cds. transposon Tn7 and insertion sequence 1S62 .. KX158450.1
Eschenchia coll strain 101.3 chromosome. complte genome CPO50044 1 @ PStS
Eschenches cob strain RH-045 CS chromosome CPOS0202 1
Eschenchia cob strain FDAARGOS _1285 chromosome., complete genome CPO70152.1 @ fim
Escherichia coli strain RIVM_C018583 chromosome, complete genome CPo6ssn7 1 @ pstS
Escherichia coli sirain RIVM_C028613 chromosome, complete genome CPoesetd.| @ pstS

CPOGIG66 1 @ pstS

Busqueda acotada a E. coli, con 100% de identidad y cobertura. Se muestran las 39 secuencias con sus
nimeros de acceso. Con punto violeta, Tn7 en localizacion cromosémica; con punto verde, Tn7 en
localizacion plasmidica. Se indica la variante cromosomal a la izquierda del Tn7, pstS o fim, para los Tn7
de localizacion cromosomica.
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Anexo 4. Resultado del Blast nucleotidico de la secuencia del Int2 de la cepa de E. coli AHO1

000000 R0000Q[0Q[[[0R00000N00000000000c0000R000EEA

<]

P o il e e B TP
- - - - -

Escherichia coll strain AHO1 chromosome, complete genome Escherichia coll 5899 5999 100% 0.0 100.00% 4886157 CP055251.1
Escherichia coli strain SCU-175 plasmid pSCU-175-1 _complete sequence Escherichiacoli 5999 5999 100% 00 100.00% 124349 CP054380.1
Escherichia coli transposon Tn7 DfrAl (dfrAl), Sat2 (sat?) AadAl (aadAl), b lical protein, TnsE, TnsD... Escherichia coli 5999 5999 100% 00 100.00% 15973 MNG628641.1
Escherichia coli strain SCU-105 chromosome, complete genome Escherichia coli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 5166012 CP051738.1
Escherichia coll strain 190693 chromosome. complete genome Eschenchiacoli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 5151952 CPO48934.1
Escherichia coli strain 53 chromosome, complete genome Escherichiacoli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 4884114 CP048350.1
Escherichia coli strain 61 chromosome, complete genome Escherichia coli 5999 7473 100% 00 100.00% 4770210 CP0483261
Escherichia coll strain GN02766 chromosome Escherichia coll 5999 5993 100% 00 100.00% 5242387 CP041538.1
Escherichia coli strain PigCaeca_ 1 chromosome, complete genome Escherichia coll 5099 5999 100% 0.0 100.00% 4742390 CP039298.1
Escherichia coli strain 28Ecol2 chromosome, complete genome Escherichia coli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 5343367 CP038505.1
Escherichia coli strain FDAARGOS 536 chromosome, complete genome Escherichia coli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 4977723 CP033762.1
Escherichia coli strain E-1246 chromosome,_complete genome Escherichiacoli 5999 5999 100% 00 100.00% 5425761 CP025573.1
Escherichia coli strain AR_0085 chromosome, complete genome Escherichia coli 5099 5989 100% 0.0 100.00% 5213052 CP0297411
Escherichia coli strain 266917_2 complete genome Escherichia coli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 5492922 CP026723.1
Escherichia coll strain MS8345 chromosome, complete genome Escherichia coll 5899 8682 100% 0.0 100.00% 5220976 CP025401.1
Escherichia coli strain 19.1-R1a transposon Tn7. complete sequence: and GImS (gimS) gene. complete cds  Eschenchiacoll 5999 5999 100% 0.0 100.00% 16100 KX159451.1
Escherichia coli strain 3.5-R3 transposon Tn7, complete sequence Escherichia coli 5099 5989 100% 0.0 100.00% 16114 KX1172111
Escherichia coli strain AHSBC65R1 chromosome, complete genome Escherichia coli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 5080150 CP125885.1
Escherichia coll strain 2013C-4465, complete genome Escherichiacoli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 5428937 CP015241.1
Escherichia coli 02:K1:Hd4 strain APEC E19019 chromosome,_complete genome Escherichiacoli ... 5999 5999 1009% 0.0 100.00% 4917117 CP126937.1
Escherichia coli strain T309.Ta3 plasmid pT309.Ta3_3, complete sequence Escherichia coli 5099 5999 100% 0.0 100.00% 52047 CP128258.1
Escherichia coll strain ETEC6334 plasmid unnamed?, complete sequence Escherichia coll 5999 5993 100% 00 100.00% 115204 CP122606.1
Escherichia coli strain ETEC6333 plasmid unnamed?, complete sequence Escherichiacoli 5999 5999 100% 00 100.00% 109229 CP122602.1
Escherichia coli strain ETEC1706 plasmid unnamed12, complete sequence Escherichia coli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 266050 CP1229016.1
Escherichia coli VE-F5 DNA, complete genome Escherichia coli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 4809972 AP027953.1
Escherichia coll strain MLI105 chromosome. compléte genome Eschenchiacoli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 4603416 CP116929.1
Escherichia coli strain MLI109 chromosome, complete genome richia coli 5099 5999 100% 0.0 100.00% 5217379 CP117008.1
Escherichia coli strain GN02350 chromosome, complete genome Escherichia coli 5999 5999 100% 00 100.00% 5215336 CP0955181
Escherichia coli strain GwaEC345 piasmid pEC345. complete sequence Escherichiacoli 5999 5999 100% 00 100.00% 109373 CP094198.1
Escherichia coli strain EC11 genome Escherichiacoli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 4798689 CP060938.1
Escherichia coli strain EC 528 plasmid pMES, partial sequence Escherichia coli 5999 6399 100% 0.0 100.00% 194464 MTB68879.1
Escherichia coli strain 623214 chromosome, complete genome Escherichiacoli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 5323098 CP091401.1
Escherichia coli strain 542003 chromosome. complete genome Escherichiacoli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 5145154 CP091409.1
coli strain STO_BonelB genome Escherichia coli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 4832047 CP054169.1
Escherichia coll strain UPEC-245U/190328 plasmid pEcoUTIt, complete sequence Escherichiacoll 5999 5999 100% 0.0 100.00% 109478 CP049846.1
Escherichia coli strain UPEC-2450/190328 chromosome, complete genome: Escherichiacoli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 5016451 CP040845]1
Escherichia coli strain EC J 9 genome Escherichia coli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 4948775 CP075062.1
coli strain ABW_A19 chrc genome Escherichiacoli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 5250599 CP067307.1
Escherichia coli O89m;H9 strain MIN11 chromosome. complete genome Escherichiacoli ... 5999 5999 100% 0.0 100.00% 4768306 CP069666.1
Escherichia coli strain FDAARGOS 1300 genome Escherichiacoli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 5171181 CP069996.1
Escherichia coli strain FDAARGOS_1302 genome Escherichia coli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 4986352 CP069935.1
Escherichia coli strain FDAARGOS 1248 chromosome. complete genome Escherichiacoli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 4919415 CP069542.1
Escherichia coli strain FDAARGOS 1256 plasmid unnamed, complete sequence Escherichiacoli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 109644 CP069452.]1
Escherichia coli strain RIVM_C018583 genome [Escherichia coli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 5419042 CPO68807.1
Escherichia coll strain RIVM_C028613 chromosome, complete genome Escherichia coll 5999 5999 100% 0.0 100.00% 5385668 CP068814.1
Escherichia coli strain RIVM_C030371 chromosome, complete genome Escherichiacoli 5999 5999 100% 0.0 100.00% 5348975 CP058827.1
Escherichia coli strain RIVM_C029020 chromosome, complete genome [Escherichia coli 5999 5999 100% 0.0 100.009% 5251089 CP068812.1

48



<]
=
g
B
3
5

<

Escherichia coli strain K-100 plasmid IncF:incLiM class 2 integron, complete sequence

Escherichia coli plasmid R721 genomic DNA, comlete sequence
Escherichia coli isolate 624 genome assembly. chromosome: main

Escherichia coli strain ESBL3203 plasmid pESBL3203-IncF, complete sequence

NN <HCE<E<E<H<N<N<N<N<N<N<

Escherichia coli
Eschecchia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
[Escherichia coll

Escherichia coli

Escherichia coll strain 19.1-R1 LptA (IplA) gene, complete cas: transposon Tn7 and insertion sequence 15629... Escherichia coll

§ggegegegages

5999
5999

5915

5267

5999
5999
5999
5999
7019
5999
5999
5999
5999
5999
5999

5999

5999

5999

6007

100%
100%
100%
100%

100%
100%
100%
100%
1003
100%
100%
100%
100%
100%:

100%

100%

0.0
00
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
00
00
0.0
0.0
00
0.0
00
0.0
00

0.0

100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%

100.00%

5156783
4963168
7052108
6654931
7622298
4634466
5201875
5021861
4611954
5237504
5206754
4895183
93971
3373
75582
5213381
61068

18176

CPO56446.1
ENG66596.1
HMO043577.1
AP002527.1

QW967003.1
MW390528.1

KX159450.1

Busqueda acotada a E. coli con 100% de identidad y de cobertura. Se muestran las 65 secuencias

portadoras de un Int2 completo.
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