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Resumen

La resistencia antibiodtica es un tema prioritario para la Organizacion Mundial de la Salud,
siendo incluido dentro de la estrategia “Una Salud”. Un aspecto relevante es la presencia y
diseminacion de bacterias resistentes y de genes de resistencia antibidtica en el ambiente.
En este sentido, las plantas de tratamiento de aguas residuales se identifican como sitios
criticos, ya que alli confluyen una alta carga de microorganismos entéricos junto con
concentraciones subterapéuticas de antibidticos y de otras sustancias téxicas. El vertimiento
de los efluentes de los sistemas de tratamiento a cuerpos de agua usados para actividades
recreativas, tales como las playas, constituye un riesgo potencial para la salud humana.

Previamente, en la Seccién se realizé un analisis preliminar de la presencia de
enterobacterias resistentes a antibiéticos en aguas de tres playas de Montevideo. Esta zona
del Rio de la Plata presenta un fuerte impacto antropico al recibir aguas residuales
pretratadas, fundamentalmente de Montevideo. Se obtuvo una coleccion de 21 aislamientos
de Escherichia coli, una de las bacterias indicadoras de contaminacién fecal del agua. En
esta tesina se realizé un analisis fenotipico y genotipico de la coleccion enfocado en el perfil
de susceptibilidad antibidtica y en la capacidad de transferencia horizontal de los genes de
resistencia. Concretamente, se determiné el perfil de resistencia de los aislamientos a seis
familias de antibiéticos por su crecimiento en placas con antibiéticos incorporados al medio
y por disco-difusiéon. Posteriormente, se realizaron experimentos de conjugacion de las
resistencias antibidticas encontradas para determinar si eran transferidas horizontalmente.
Adicionalmente, se buscaron indicios del posible potencial de virulencia portado por los
aislamientos, determinando el grupo filogenético al cual pertenecian y la capacidad de
producir microcinas de clase Il, un grupo de péptidos antibiéticos propuestos como factores
de virulencia de cepas uropatdogenas de E. coli. Las resistencias a ampicilina y a
estreptomicina fueron las mas representadas, seguidas por las correspondientes a
tetraciclina y a sulfametoxazol. Alrededor de la mitad de los aislamientos fueron
multirresistentes, i.e. refractarios a tres o mas familias de antibidticos. Se demostro la
transferencia conjugativa a E. coli K12 de los genes de resistencia portados por
aislamientos recuperados de las tres playas. Se determiné la asociacién entre los distintos
genes de resistencia de cada aislamiento, obteniendo evidencia de su localizacion en
plasmidos grandes, conjugativos o movilizables. Los cuatro grupos filogenéticos estuvieron
representados; la mayoria de los aislamientos fueron de los grupos A y B1, usualmente
asociados a cepas comensales. Cinco aislamientos, distribuidos en las tres playas,
produjeron microcinas de clase I, llegando a identificar la microcina en cuatro de ellos.

En suma, en este trabajo se evidencia por primera vez la presencia de aislamientos de E.
coli resistentes a antibidticos, con capacidad de transferir dichos genes de resistencia, en

aguas de playas de Montevideo.
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1. Introduccion

Los antibiéticos son compuestos producidos por microorganismos que matan o inhiben el
crecimiento de otros microorganismos, constituyendo en la naturaleza una estrategia de
competencia. En la clinica, algunos de estos compuestos se emplean como agentes
quimioterapicos para el tratamiento de infecciones. En 1928 se descubri6 el antibiético
penicilina y, en los siguientes 40 afios, se desarrollaron diversas lineas de investigacion
dedicadas al descubrimiento de nuevos antibiéticos antibacterianos, a la produccién de
derivados quimicamente modificados de dichos compuestos naturales (semisintéticos) y a la
sintesis quimica de nuevas moléculas (sintéticos) (Leisner 2020; Giménez et al., 2024).
Estos tres tipos de compuestos se denominan comunmente antibioticos, clasificandose
segun su mecanismo de accion en: (i) aquéllos que inhiben la sintesis de la pared celular
(betalactamicos y glicopéptidos), (ii) los que inhiben la sintesis proteica (aminoglucdsidos,
macrolidos, cloranfenicol, tetraciclinas, lincosamidas y oxazolidinonas), (iii) los que inhiben
la sintesis de acidos nucleicos (quinolonas y rifamicinas), (iv) los que actian como analogos
metabdlicos (sulfamidas, trimetoprim e isoniazida) y (v) los que alteran la membrana celular
(polimixinas) (Walsh, 2003; Munita & Arias 2016). Esta opcién terapéutica, presente desde
hace menos de 100 anos, incrementd considerablemente la esperanza de vida de la
humanidad al permitir tratar las principales infecciones bacterianas que padecia el ser
humano y disminuir el riesgo de muerte en muchos procedimientos de salud.

Si bien la antibioterapia es uno de los grandes logros del siglo XX, hoy en dia se ve
amenazada por la presencia de bacterias multirresistentes, i.e. que son refractarias a varias
familias distintas de antibidticos (Murray et al.,, 2022). Este problema ha adquirido
importancia global debido al amplio uso de los antibidticos para el tratamiento de las
infecciones bacterianas en humanos y como agentes terapéuticos, profilacticos y
promotores del crecimiento en animales. Tan es asi que la resistencia antibidtica es uno de
los temas prioritarios en la agenda de la Organizacién Mundial de la Salud, siendo incluido
dentro de la estrategia global denominada “Una Salud”. En este marco, se plantea la
necesidad de considerar la salud humana, animal y ambiental como un conjunto para poder
definir estrategias de deteccion, prevencion y mitigacion de amenazas a la salud mundial
(World Health Organization, 2024). Segun un estudio del 2019, la resistencia antibidtica
seria la causa principal de muerte en el planeta, reportandose aproximadamente 1.3
millones de muertes causadas directamente por bacterias multirresistentes ese afo. Las
bacterias responsables del 80% de esas muertes pertenecen a seis especies: Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,

Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp (Murray et al., 2022).



Las bacterias presentan tres mecanismos eficientes que las tornan resistentes: (i) expulsion
del antibiético al medio extracelular por bombas de eflujo, (ii) inactivacion (degradacion o
modificacion) enzimatica del antibiotico y (iii) modificacion de la diana del antibiotico. A su
vez, estos mecanismos pueden estar potenciados por una disminucién de la permeabilidad
de la envoltura, la formacion de biofilms o la alteracién de circuitos metabdlicos. Cabe
mencionar que los mecanismos de resistencia pueden ser especificos para un determinado
antibidtico o abarcar la resistencia a varios de ellos, estar codificados por uno o mas genes,
y expresarse simultaneamente en un microorganismo (Blair et al., 2014). Las bacterias
adquieren resistencia antibidtica de dos formas: por mutaciones espontaneas aleatorias o
por la adquisicién de genes de resistencia mediante mecanismos de transferencia horizontal
(conjugacion, transduccién o transformacion). En el primer caso, ocurren mutaciones
puntuales en genes especificos, como los codificantes para la diana del antibiético, y esas
bacterias mutantes proliferan exitosamente como consecuencia de la presion selectiva
ejercida por la presencia del antibidtico. Estos eventos pueden involucrar tanto bacterias
comensales como patdégenas, e implican cambios permanentes que se mantienen en el
linaje bacteriano. En cuanto a la segunda forma, la adquisiciéon de genes de resistencia por
parte de las bacterias ha sido un evento que se detectdé a poco del inicio del empleo
terapéutico de los antibidticos. Estos genes de resistencia se han diseminado en las
bacterias que conviven con los humanos (patdégenas o no), incluso alcanzando distintos
ambientes. Esto se debe a que dichos determinantes genéticos se localizan usualmente en
elementos genéticos moviles (MGEs), como los plasmidos, capaces de transferirse
horizontalmente de una bacteria a otra, incluso entre bacterias filogenéticamente distantes
(Aminov, 2011). En este sentido, la conjugacién es reconocida como el mecanismo de
transferencia horizontal mas exitoso en la naturaleza, siendo particularmente frecuente en
las bacterias del intestino de humanos y animales (Baquero et al., 2021). Requiere el
contacto entre las células participantes y estda mediada por un plasmido conjugativo que
codifica para todas las funciones de la transferencia (region tra). Ademas de poder
transferirse a si mismo, un plasmido conjugativo puede movilizar consigo otros plasmidos
que carezcan de la region tra completa (denominados plasmidos movilizables) e incluso
segmentos del cromosoma bacteriano (Lawley et al., 2014). Es importante destacar que
generalmente un mismo MGE porta mas de un gen de resistencia, incluso multiples, por lo
que basta que exista la presion de seleccién asociada a un unico gen del MGE para que la
bacteria adquiera los demas genes de resistencia y se obtenga asi un clon resistente a
varios antibidticos distintos. Concretamente, los genes de resistencia se asocian
generalmente a transposones, islas gendmicas o casetes génicos capturados por
integrones que, al ser incorporados por MGEs, adquieren la capacidad de ser transferidos

horizontalmente. Dentro de los elementos genéticos portadores de genes de resistencia, los



integrones y los transposones son los mas relevantes (Aminov et al., 2011; Baquero et al.,
2021). Los primeros poseen un sistema de recombinacién especifica de sitio capaz de
integrar y expresar genes de resistencia portados por estructuras modulares llamadas
casetes génicos. Los integrones se clasifican en distintos tipos en base al gen codificante
para la integrasa, siendo los de clases 1 y 2 los que se vinculan mayormente a las
resistencias antibidticas portadas por aislamientos clinicos (Cambray et al., 2010). En
cuanto a los transposones, se trata de elementos genéticos capaces de saltar al azar de un
sitio a otro en el genoma mediante recombinacién ilegitima. Para ello, su estructura basica
consta de un gen codificante para una transposasa, enzima que cataliza el salto, y de
secuencias repetidas invertidas cortas en sus extremos. Un tipo de elemento transponible,
los transposones compuestos, portan adicionalmente una region variable que, en muchos
casos, contiene genes de resistencia antibidtica (Mufioz-Lépez & Garcia-Lépez 2010;
Babakhani & Oloomi 2018).

El intestino de los humanos y animales se considera uno de los ambientes mas propicios
para el surgimiento de bacterias resistentes, ya que alberga una microbiota abundante y
diversa en la que se ha detectado una alta presencia de MGEs, tales como plasmidos
conjugativos (Bengtsson-Palme et al., 2021). La presencia de antibidticos en el intestino
hace posible seleccionar microorganismos resistentes, ya sea por la aparicion de
mutaciones o por la adquisicion de MGEs portadores de genes de resistencia mediante
transferencia horizontal (Baquero et al., 2021; Bengtsson-Palme et al., 2021). Asimismo, es
un ambiente que puede albergar bacterias patégenas que contengan genes de resistencia
y/o que tengan el potencial de adquirir nuevos de sus contrapartes. Es asi que los sistemas
de tratamiento de aguas residuales son sitios criticos para la diseminacion de la resistencia
antibiética al ambiente, ya que alli confluyen fundamentalmente las aguas de saneamiento
de las ciudades, i.e. con muy alta carga de microorganismos entéricos junto con
concentraciones subterapéuticas de antibidticos y otras sustancias toxicas. Numerosos
estudios describen la presencia de bacterias resistentes, de genes de resistencia y de sus
MGEs asociados en diferentes plantas de tratamiento de aguas residuales (Rizzo et al.,
2013; Berendonk et al., 2015; Yan et al., 2017; Karkman et al., 2018). Mas aun, si bien los
tratamientos clasicos de estas aguas (ej. cloracion y radiacion UV) disminuyen la carga de
bacterias y de genes de resistencia, se ha detectado que no la eliminan completamente y
que ademas ocurre la seleccion de ciertas resistencias antibiéticas que perduran en los
efluentes (Rizzo et al., 2013; Karkman et al., 2018). Por lo tanto, el sefialamiento de estos
sitios como criticos en la diseminacion ambiental de la resistencia ha llevado a que en los
ultimos anos se estén desarrollando proyectos de monitoreo de la resistencia a escala
global en las plantas de tratamiento de aguas residuales mediante un abordaje

metagendmico (Hendriksen et al., 2019; Karkman et al., 2019).



La llegada de aguas residuales a cuerpos de agua usados para desarrollar actividades
recreativas constituye un riesgo potencial para la salud humana, ya que posibilita la
presencia de bacterias resistentes, patdégenas o no, y/o de genes de resistencia antibidtica
en dichas aguas (Rizzo et al., 2013; Yan et al., 2017; Giménez et al., 2024). Clasicamente,
el control de calidad sanitaria de las aguas recreativas se realiza mediante la cuantificacion
de bacterias indicadoras de contaminacion fecal. Inicialmente, los microorganismos
indicadores utilizados fueron los denominados coliformes totales, grupo compuesto por los
géneros Escherichia, Klebsiella, Citrobacter y Enterobacter. Posteriormente, se sustituyd por
un subgrupo de éstos, llamados coliformes fecales, integrado por algunas especies de
Klebsiella y de cepas de Escherichia coli termotolerantes. Hoy en dia, E. coli es una de las
bacterias empleadas como indicador de contaminacion fecal puesto que se encuentra
exclusivamente en las heces de humanos y animales homeotermos. No obstante, es un
microorganismo cuya viabilidad se ve notoriamente afectada por las condiciones
ambientales, tales como la disponibilidad de nutrientes, la temperatura y el grado de
salinidad del agua (Troussellier et al., 2004; Ghaderpour et al., 2014). Es asi que en
ambientes de salinidad variable el género Enterococcus se suma como indicador de
contaminacién fecal. Este género bacteriano habita la microbiota intestinal de diversos
animales ademas del humano y también se puede encontrar en el ambiente. No obstante,
se caracteriza por presentar mayor resistencia a condiciones ambientales adversas
(Larrea-Murell 2013; Ghaderpour et al., 2014). Cabe mencionar ademas que E. coli y E.
faecalis (la especie de enterococos mas abundante en la microbiota intestinal humana)
estan bastante bien caracterizadas en cuanto a la adquisicion de genes de resistencia
antibidtica (Rizzo et al., 2013). En este sentido, ha sido fundamental el aporte de las
técnicas moleculares y la metagendmica para monitorear la presencia y abundancia de
genes de resistencia, de las estructuras genéticas que los albergan asi como de genes que
identifican ciertos taxones bacterianos. Es asi que algunos genes de resistencia se han
propuesto como indicadores de contaminacion en base a su relevancia clinica, su
asociacion a MGEs, y a su presencia en entornos ambientales con impacto antrépico.
Dentro de los genes indicadores se incluye el gen codificante para la integrasa del integrén
de clase 1 (int/1), como marcador de la presencia de una plataforma de adquisicién de
genes de resistencia (Rizzo et al., 2013; Berendonk et al., 2015).

Los estuarios son uno de los ambientes acuaticos con fuerte impacto antrépico ya que
reciben con frecuencia los efluentes de los sistemas de tratamiento de aguas residuales que
provienen de las ciudades ubicadas en sus margenes. Estos ambientes son ecotonos entre
los rios y océanos que exhiben propiedades fisicas y quimicas singulares, entre las que se
destaca la variacion continua de salinidad. Es asi que el grado de contaminacién de este

ambiente acuatico dependera de la carga de microorganismos que se vierten y de que las



condiciones fisicoquimicas del agua permitan la permanencia de las bacterias entéricas en
ella. Teniendo en cuenta que en los estuarios comunmente se desarrollan actividades
recreativas, la presencia de bacterias entéricas puede significar un riesgo sanitario. Mas alla
de la cuantificacion de las bacterias indicadores de contaminacion fecal, existen varios
estudios que analizan los atributos de virulencia y de resistencia antibiética de aislamientos
de E. coli recuperados de estos ambientes. En efecto, se ha descrito la presencia de
aislamientos de E. coli portadores de resistencias antibidticas, incluso multirresistentes, en
varios estuarios (Lourenco et al., 2007; Henriques et al., 2008; Laroche et al., 2009; Chen et
al., 2013; Pereira et al., 2013; Diab et al., 2018; Guo et al., 2018; Divya & Hatha, 2019;
Cohen et al., 2020). Mas aun, en dos de ellos se identificé que los clones resistentes eran
linajes patdgenos de E. coli (Diab et al., 2018; Divya & Hatha, 2019) y en uno se demostro
la transferencia conjugativa de genes de resistencia a tetraciclina portados por los
aislamientos (Henriques et al., 2008).

Si bien E. coli es una especie comensal del intestino de humanos y animales, existen
algunos linajes patégenos tanto intestinales como extraintestinales causantes de diversas
enfermedades tales como diarreas, infecciones urinarias, septicemia y meningitis neonatal
(Kaper et al., 2004). Por lo tanto, dado que dentro de la microbiota intestinal residen las
cepas comensales asi como los linajes diarreogénicos y patdgenos extraintestinales de E.
coli, cabe la posibilidad de que las aguas residuales reciban todos estos linajes. En este
sentido, el analisis filogenético de las cepas de E. coli puede aportar indicios acerca de su
potencial de virulencia. Las distintas cepas se clasifican basicamente en cuatro grupos
filogenéticos, A, B1, B2, y D, perteneciendo mayormente las comensales a los dos primeros
grupos y los linajes extraintestinales a los grupos B2 y D. En cuanto a los linajes
diarreogénicos de esta especie, no se ha establecido una relacion clara con algun grupo
filogenético en particular (Aguirre-Sanchez et al., 2022; Clermont et al., 2000; Mosquito et
al., 2015). Otro posible aporte sobre la virulencia de E. coli lo constituye la produccion de
unos antibioticos peptidicos, denominados microcinas de mayor masa molecular. Este grupo
de antibiéticos ha sido profundamente estudiado por nuestro grupo, siendo propuesto como
un factor de virulencia de cepas extraintestinales de E. coli causantes de infecciones
urinarias (UPEC) (Azpiroz & Lavifia, 2007; Azpiroz et al., 2009). Actualmente se describen
10 microcinas de esta familia, todas producidas por enterobacterias, y mayormente por
distintas cepas de E. coli, las que se han renombrado como microcinas de clase Il (Parker &
Davies, 2022). Si bien se encuentran ampliamente distribuidas en las cepas de E. coli, su
presencia se asocia mayormente a linajes patégenos. Concretamente, se han identificado
en aislamientos clinicos de E. coli procedentes de pacientes sin 0 con gastroenterocolitis,
bacteriemia, infecciones urinarias y con enfermedades neoplasicas de la mucosa intestinal.

Se trata de un grupo de antibiéticos peptidicos de sintesis ribosémica, de bajo peso



molecular (5-10 kDa), que se divide en dos clases: las microcinas no modificadas y las
modificadas por la adiciéon de un sideréforo de tipo catecol a su extremo carboxilo terminal.
Todas las microcinas utilizan la via de captacién de los sideroforos de tipo catecol para
ingresar a la célula diana, distinguiéndose en cuanto al tipo de receptor de membrana
externa que emplean. Concretamente, las microcinas modificadas utilizan cualquiera de los
tres receptores de membrana externa (Cir, Fiu y FepA) y la via TonB para su ingreso,
mientras que las microcinas no modificadas emplean Unicamente el receptor Cir, junto con
la via TonB. La produccién antibiotica esta codificada en un sistema genético que contiene
el gen codificante para el péptido antibiético, un gen de inmunidad que confiere proteccion a
la célula productora, genes para el sistema de secrecion del antibiotico y, en el caso de las
microcinas modificadas, genes cuyos productos imprimen las modificaciones
postraduccionales al péptido precursor. Los sistemas genéticos que codifican para las
microcinas modificadas se localizan en el cromosoma bacteriano, y aquéllos que hacen
posible la produccién de las no modificadas, se encuentran en plasmidos (Parker & Davies,
2022). Cabe mencionar que la microcina V (MccV), que compone la clase no modificada, ha
sido la mas analizada hasta entonces, siendo objeto de estudio en varias investigaciones de
nuestro grupo (Azpiroz & Lavina 2007; Poey et al., 2006; Poey et al., 2012).

El Rio de la Plata es un estuario que reune aguas de los Rios Uruguay y Parana (agua
dulce) y del océano Atlantico (agua marina), en cuyas margenes se localizan varias
ciudades de Uruguay y de Argentina. Es asi que este ecosistema presenta impacto
antrépico dentro del que se incluye el vertimiento de aguas servidas. En este sentido, la red
de saneamiento de la ciudad de Montevideo vierte las aguas residuales a este estuario
luego de un proceso de pretratamiento de las mismas, que consiste en quitar fisicamente
los residuos solidos, las grandes particulas en suspension y las grasas (desbaste,
desarenado y desengrase), no incluyendo un ftratamiento para eliminar los
microorganismos. Estos vertimientos llegan a las aguas estuarinas mediante los emisarios
de Punta Carretas (2 km de la costa en el area sur de la ciudad) y de Punta Yeguas (2 km
de la costa en el area oeste de la ciudad), este ultimo puesto en funcionamiento a partir de
setiembre de 2020 (Intendencia de Montevideo, 2020a; Intendencia de Montevideo, 2020b)
(Figura 1). Por lo tanto, la falta de un proceso completo de tratamiento del efluente que se
vierte al rio permite que enterobacterias y, dentro de éstas, probablemente linajes
patdgenos y/o portadores de resistencia antibidtica puedan alcanzar las playas de
Montevideo. Esta situacién generaria el riesgo de adquisicion y transmisién de infecciones

en humanos y animales que frecuentan estas aguas recreativas.
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Figura 1. Mapa del departamento de Montevideo. Se indica la ubicacion de los emisarios Punta
Yeguas (EPY) y Punta Carretas (EPC), y de las playas donde se recolectaron muestras de agua (C:

Cerro, R: Ramirez, P: Pocitos).

La Intendencia de Montevideo realiza el monitoreo continuo de las playas de la ciudad
cuantificando coliformes termotolerantes o fecales en base a lo que determina si las playas
estan aptas para uso recreativo (Informe IM, 2022-2023). En este caso no se analizan los
aislamientos obtenidos en cuanto a su carga de virulencia y/o de resistencia. Sin embargo,
existen dos estudios en el ambito cientifico al respecto. Concretamente, en el afio 2019 se
realizé un analisis metagendmico de muestras de agua de todas las playas de Montevideo
asi como de vertederos de saneamiento de la zona oeste de la ciudad, todas recolectadas
en 2016. Se llevd a cabo la caracterizacion de la comunidad microbiana en ambos tipos de
muestras, asi como la busqueda de genes de virulencia y de resistencia antibiotica (Fresia
et al., 2019). Si bien no se detectaron bacterias de la microbiota intestinal en las playas, si
aparecieron algunos pocos genes de resistencia y de virulencia pero en ningun caso se
pudo vincular a clones patégenos. Cabe senalar que en todas las playas se encontraron
genes codificantes para betalactamasas de espectro extendido asi como un gen que
codifica para una fosfotransferasa que modifica e inactiva aminoglucdsidos. Asociado a este
estudio, se obtuvo una coleccién de aislamientos bacterianos procedentes de distintos
puntos vinculados al saneamiento de la ciudad, que incluyé ademas aislamientos de la
playa Ramirez (Antelo et al., 2018). Estos ultimos pertenecieron a diferentes especies de
Pseudomonas, una bacteria no entérica ubicua del ambiente, excepto dos que
correspondieron a la enterobacteria E. cloacae. Es importante mencionar que en este
estudio no se incluy6 un analisis del potencial de virulencia y/o resistencia antibidtica de los
aislamientos. Mas recientemente, el mismo grupo realizé un nuevo estudio metagenémico
que abarco las muestras de 2016 analizadas previamente asi como nuevas recolectadas en

2017, incluyendo en estas ultimas nuevos puntos de la red de saneamiento y de agua de



tres playas de Montevideo (Buceo, Pocitos y Santa Catalina) (Salazar et al., 2022). En este
caso se encontré que, al igual que las muestras de la red de saneamiento pero de forma
menos pronunciada, las tres playas exhibian un mayor impacto antropico que en 2016, i.e.
presencia de bacterias de la microbiota intestinal y de genes de resistencia antibidtica. Mas
aun, el incremento de la resistencia a betalactamicos en las muestras tomadas en 2017 se
asocio con un clon de K. pneumoniae resistente a carbapenemes que generd un brote
hospitalario ese afio.

En este marco, se inicié en la Seccion un estudio experimental para analizar la presencia de
enterobacterias resistentes a antibiéticos en las playas de Montevideo. Concretamente, en
el contexto de un proyecto PAIE, se tomaron muestras de agua de tres playas de
Montevideo, elegidas en base a su cercania al emisario de Punta Carretas (playas Ramirez
y Pocitos) y a la bahia del Puerto de Montevideo (playa Cerro), unos dias antes de la puesta
en funcionamiento del emisario de Punta Yeguas. Se realizé la busqueda de coliformes y, en
particular de E. coli, resistentes a antibidticos a partir de las tres muestras de agua.
Teniendo en cuenta que previamente se detectaron genes de resistencia a betalactamicos y
a aminoglucésidos en las playas de Montevideo (Fresia et al., 2019), se eligié acotar el
relevamiento en base a la resistencia a betalactamicos ya que son los antibiéticos de mayor
uso en la clinica. Concretamente, se seleccionaron aislamientos resistentes a ampicilina y
se identificaron los que pertenecian a la especie E. coli a través de la deteccion de la
enzima B-D-glucuronidasa, exclusiva de este taxéon. Posteriormente a un grupo de
aislamientos, mayormente de E. coli, se le realizé un analisis preliminar de susceptibilidad
antibiotica en base a su crecimiento en medio nutriente adicionado de distintos antibioticos.
Se evaluaron aquellas familias antibioticas para las que tipicamente se reporta resistencia
en las cepas de la clinica asi como en los aislamientos recuperados de estuarios (Poey et
al., 2012; Pereira et al., 2013; Divya & Hatha et al., 2019; Papa-Ezdra et al., 2021). Se
detectaron aislamientos resistentes a varios antibioticos y se generd una coleccion de 21
cepas de E. coli, representativa de cada playa (Acuia et al., 2021).

En esta tesina se continudé analizando fenotipica y genotipicamente la coleccién de 21
cepas de E. coli de las playas. Concretamente, se corroboré el perfil de resistencia
antibidtica de los aislamientos y se estudid la capacidad de los genes de resistencia de ser
transferidos horizontalmente por conjugacion. Asimismo, se incluyé el analisis del grupo
filogenético al que pertenecian los aislamientos y la capacidad de producir unas

bacteriocinas denominadas microcinas de clase II.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Caracterizar fenotipica y genotipicamente la coleccién de cepas de E. coli aisladas de agua

de playas, con un énfasis en las resistencias antibidticas y en su transferencia horizontal.

2.2. Objetivos especificos

1. Determinar el perfil de susceptibilidad antibiética de los aislamientos.

2. Analizar la transferencia conjugativa de los genes de resistencia antibiética portados
por los aislamientos.

3. Determinar el grupo filogenético al que pertenecen los aislamientos.

4. Analizar la produccion de microcinas de clase Il en los aislamientos.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Se trabajé con una coleccion previamente obtenida de 21 aislamientos de E. coli
procedentes de agua de tres playas de Montevideo: siete de la playa Cerro (consignadas
con “C”), ocho de la playa Pocitos (consignadas con “P”) y seis de la playa Ramirez
(consignadas con “R”) (Acufa et al., 2020). Se emplearon algunos aislamientos de UPEC
asi como estirpes de E. coli K12 de la coleccion del laboratorio para llevar a cabo las
diferentes metodologias, segun se detalla en cada una de ellas. Se utilizaron los siguientes
medios de cultivo: medios nutrientes LB (Luria-Bertani) y TSA (Agar Tripticasa Soja), medio
minimo M63 adicionado de glucosa y vitamina B1, y medio Miller-Hinton (Miller, 1992;
Mueller & Hinton, 1941). Cuando fue necesario, se anadieron antibiéticos a los medios a las
siguientes concentraciones finales: ampicilina (AMP) (100ug/mL), sulfametoxazol (SMX)
(500pg/mL), trimetoprim (TMP) (100ug/mL), cotrimoxazol (SXT) -formula combinada
sulfametoxazol/trimetoprim- (500/100pg/mL), tetraciclina (TET) (15pg/mL), kanamicina
(KAN) (30pg/mL), estreptomicina (STR) (10ug/mL), acido nalidixico (NAL) (40upg/mL) vy
cloranfenicol (CHL) (60ug/mL).

Las cepas se incubaron siempre a 37°C durante 18-24hs. El crecimiento de los cultivos se
realizé en LB y se monitorizé por medidas de DOgy Y recuento de viables. En el ultimo caso,
se sembraron alicuotas de las diluciones 10*, 10, 10y 107 en placas de medio nutriente

(LB o TSA), contando unidades formadoras de colonias en las diluciones 10€y/o 107.

3.2. Antibiograma

Se realiz6 la técnica de disco difusion para estudiar el perfil de susceptibilidad antibidtica de
los aislamientos, siguiendo el protocolo estandar (Bauer et al., 1966). Se utilizaron discos
(Oxoid) de 10 antibidticos diferentes: ampicilina (AMP) (10ug), ceftazidima (CAZ) (30ug),
cefotaxima (CTX) (30ug), imipenem (IPM) (10ug), cotrimoxazol (SXT) (25ug), tetraciclina
(TET) (30pg), amikacina (AMK) (30ug), gentamicina (GEN) (10ug), ciprofloxacina (CIP)
(5ug) y cloranfenicol (CHL) (30ug). E. coli ATCC25922 se utilizé como cepa de referencia.
La interpretacion de los resultados se realizd siguiendo las pautas del CLSI 2023 (M100,
CLSI 2023). De esta forma, los aislamientos se catalogaron como sensibles (S), de

resistencia intermedia () o resistentes (R) a cada antibidtico.
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3.3. Transferencia de plasmidos por conjugacion

3.3.1. En medio sdlido: “Cross-streaking”

Se realizé siguiendo el protocolo descrito anteriormente (Aznarez, 2020). Brevemente, se
preparan placas de LB suplementadas con una mezcla de dos antibidticos que permita la
seleccion y contraseleccion, de modo de obtener clones transconjugantes. Como cepa
receptora se utilizé la estirpe E. coli K12 BZB1011 AhsdR::kan, deficiente para la restrictasa
HsdR del sistema de modificacion/restriccion de E. coli K12, por la insercidén de un cassette
de resistencia a kanamicina (kan) (Poey & Lavifia 2018). Los aislamientos sensibles a
kanamicina que portaban resistencias antibiéticas se emplearon como cepas donantes. A
partir de estrias frescas, se siembra en forma de listdon una suspension de la cepa receptora
y se estrian las cepas donantes perpendicularmente hacia el liston. Luego de la incubacién,
la presencia de clones transconjugantes se evidencia por la aparicién de colonias en la zona
de cruce entre las cepas donante y receptora. La validez del resultado esta dada por la

ausencia de crecimiento fuera de la zona de contacto entre los parentales.

3.3.2. En medio liquido

Se empled la misma cepa receptora que en el ensayo de cross-streaking y tres aislamientos
de playa como donantes. A partir de estrias frescas de las cepas parentales, se realizan
cultivos estaticos hasta fase estacionaria de crecimiento. Posteriormente, se hacen
subcultivos (dilucion 1/50 del cultivo anterior) hasta fase logaritmica avanzada de las cepas
donante y receptora, la primera se incuba sin agitacion para preservar la integridad del pelo
conjugativo, y la segunda con agitacion. El crecimiento de dichos subcultivos se monitoriza
por medidas de DOgy y recuento de viables. A partir de alli, se ponen juntos 4mL de
subcultivo de receptora (ca: DOgy= 0,6) con 1mL de subcultivo de donante (ca: DOgy= 0,4)
y la mezcla se incuba sin agitacion durante 18-24hs a 37°C. Cumplido el tiempo, se rompen
los pares conjugativos con fuerte agitaciéon y se siembran alicuotas de la mezcla en placas
de LB adicionadas de los antibidticos que permiten la seleccién y contraseleccién. Como
controles, los parentales se procesan por separado, en paralelo y de igual forma que la
mezcla experimental. La eficiencia de conjugacién se calcula como el cociente entre el
numero de transconjugantes y el numero de células donantes puestas en la mezcla de

conjugacion.
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3.3. Prueba de produccién antibidtica

Se analizé la produccién de microcinas de clase |l por parte de los aislamientos mediante un
test de picada sobre tapiz, seguin se describié previamente (Azpiroz et al., 2009). Para ello,
se siembra en una placa de medio minimo un tapiz de una cepa indicadora y sobre €l se
inoculan por picada cada uno de los aislamientos. Luego de la incubacion, la produccién
antibiética se evidencia por la aparicion de halos de inhibicion del crecimiento del tapiz.
Como cepas indicadoras se emplearon la estirpe de E. coli K12 MC4100, sensible a todas
las microcinas, y dos derivados mutantes para los receptores de captacion de estos
antibiéticos (Azpiroz & Lavifia 2007). Concretamente, FGB1876 (cir, fiu, fepA), resistente a
todas las microcinas por carecer de sus tres receptores de captacion, y FGB202 (cir),
resistente a MccV por ser deficiente para su receptor de captacién exclusivo Cir (Poey et al.,
2006; Azpiroz & Lavifia 2007). Como cepas control se utilizan: E. coliH47 y E. coli CFT073,
ambas productoras de dos microcinas de clase Il modificadas, y MC4100 (pUCYC5-MccV),
productora de MccV al portar un plasmido recombinante con el sistema genético clonado
(Azpiroz et al., 2009; Flérez 2022).

3.4. Manipulacion y analisis del ADN

Se analiz6 el grupo filogenético al cual pertenecian los aislamientos, segun lo descrito en
Clermont et al., 2000. Concretamente, se realiza un PCR triple que amplifica un fragmento
de ADN andnimo, denominado TSPE4C2, y dos genes, chuA, codificante del receptor de
hemo, e yjaA, cuya funcion se desconoce. Este método permite clasificar las cepas de E.
coli en cuatro grupos filogenéticos: A (ausencia de bandas o yjaA*), B1 (TSPE4C2"), B2
(chuA™ e yjaA* o chuA®, yjaA™ y TSPE4C2") y D (chuA* o chuA™ y TSPE4C2") (Clermont et
al., 2000). Por otro lado, para confirmar la produccion de microcina V, se amplificé un
fragmento del gen cvaC, que codifica para el péptido antibiético, empleando los cebadores
descritos previamente (Azpiroz et al., 2009).

En todos los casos, se empled como molde 10uL de lisado celular obtenido a partir de una
ansada de una estria fresca, la cual se suspendié en agua y se incubé a 80°C por 30
minutos. Siempre se incluyd un control blanco, el cual carecia de lisado celular. Las
amplificaciones fueron realizadas a un volumen final de 30uL, empleando la polimerasa
DFS-Taq (#101005) de Bioron y siguiendo el protocolo del fabricante. Los cebadores usados
junto a la temperatura de hibridacién y el tamafio esperado del amplicon se especifican en
la Tabla 1. Las reacciones de PCR se revelaron por electroforesis en geles de agarosa al
2%, empleando GoodView (#HGV-II) para la tincion. En cada gel se agregé el marcador de
peso molecular 100bp DNA Ladder (#N3231S) de Biolabs. Para extraer el ADN plasmidico
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se utilizd el kit NucleoSpin Plasmid (#740588) de Macherey-Nagel. Alicuotas de las

extracciones se analizaron en geles de agarosa al 0.8%, tefidos con GoodView. Se empled

el marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (#N3232S) de Biolabs.

Tabla 1. Oligonucleétidos de sintesis empleados en este trabajo

Extension | Temperatura
Genllocus | Oligonucledétido* Secuencia (57-3") del amplicén | de hibridacién | Referencia
ChuA.1 GACGAACCAACGGTCAGGAT
chuA 279 pb
ChuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
YjaA.1 TGAAGTGTCAGGAGACGCTG
yjaA 211 pb 57°C C'el"gggget
YjaA.2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC al.
TspE4C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA
TSPE4C2 152 pb
TspE4C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG
cvaC1 ATGAGAACTCTGACTCTAAATGAAT :
cvaC 302 pb 50°C Azpiroz et al.
cvaC2 ACATCACTAAGATTATTTGGACT 2009

*Los oligonucledtidos de sintesis se encontraban disponibles en la Seccion.
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4. Resultados

En este trabajo se estudié con mayor profundidad la coleccion de 21 aislamientos de E. coli
procedente de tres playas de Montevideo, obtenida previamente. A continuacion se

describen los resultados del analisis fenotipico y genotipico llevado a cabo en esta tesina.

4.1. Analisis del perfil de susceptibilidad antibidtica de los aislamientos

En primer lugar, se corrobor6 el perfil de susceptibilidad antibidtica de los aislamientos,
realizando estrias en placas de medio nutriente adicionadas con distintos antibiéticos. Estos
fueron los mismos que se emplearon en el estudio preliminar del PAIE, sumando ahora los
antibioticos antifélicos. Concretamente, se usaron nueve antibidticos pertenecientes a seis
familias diferentes: ampicilina (betalactamico), tetraciclina (tetraciclinas), estreptomicina y
kanamicina (aminoglucésidos), acido nalidixico (quinolona), cloranfenicol (fenicoles), y
sulfametoxazol, trimetoprim y su combinacion cotrimoxazol (antifélicos). Se consideré que
un aislamiento era resistente a un antibiético cuando presentaba un crecimiento confluente
y presencia de colonias aisladas, y sensible cuando exhibia minima o completa ausencia de
crecimiento. Como controles se incluyeron estrias de E. coli ATCC25922, sensible a todos
los antibidticos, y de tres aislamientos de la coleccién de UPEC del laboratorio: 11
(resistente a AMP, SXT, STR y CHL), 74P3 (resistente a AMP, SXT, TET, STR y NAL) y
32P2 (resistente a AMP, SXT, TET, STR, KAN, CHL) (Poey et al., 2012).

Considerando que el criterio de seleccion de los aislamientos habia sido la resistencia a
ampicilina, se esperaba en todos los casos confirmar dicho fenotipo. Sin embargo, se
observé la pérdida del mismo en ocho de los 21 aislamientos. Cabe notar que se intentaron
recuperar ceélulas resistentes a ampicilina sembrando alicuotas de los cultivos
criopreservados en placas adicionadas de este antibidtico. Sin embargo, en ninguno de los
ocho casos hubo crecimiento. Muy probablemente la pérdida de la resistencia se debid a
que los genes que la codifican estuvieran albergados en plasmidos que no se mantuvieron
en los cultivos obtenidos para criopreservar estos aislamientos. A juzgar por los datos
preliminares de resistencia antibiética obtenidos previamente (Acufa et al., 2020), tres de
estos aislamientos exhibian resistencia a estreptomicina, la que ahora tampoco fue
preservada en ninguno de ellos. Se confirmd ademas que los ocho aislamientos eran
sensibles a todos los demas antibiéticos ensayados (Figura 2) (Tabla 2).

De los trece aislamientos resistentes a ampicilina, la mayoria exhibié resistencia a
estreptomicina (11/13 85%) y a tetraciclina (9/13 70%) (Figura 2) (Tabla 2). En cuanto a la
resistencia a los antifolatos, se obtuvieron ocho aislamientos (62%) resistentes a
sulfametoxazol de los cuales cinco fueron también resistentes a trimetoprim y por ende a

cotrimoxazol. Cabe mencionar que el 85% de los aislamientos (11/13) presentd un perfil de
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multirresistencia, incluso uno (C7) exhibié resistencia a antibidticos de las seis familias
relevadas. Para todos los antibiéticos siempre hubo al menos un aislamiento que evidencio

resistencia (Tabla 2).

Medio nutriente + ampicilina (Amp)

Figura 2. Estrias de algunos de los aislamientos de la coleccion en placas de medio nutriente
adicionadas de distintos antibioticos. CS: control sensible, E. coli ATCC25922; CR: control

resistente, UPEC 11 en placas con ampicilina y cotrimoxazol, y UPEC 74P3 en placas con tetraciclina.
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Tabla 2. Perfil de susceptibilidad antibiética de los aislamientos por la técnica de crecimiento

en placa adicionada de antibiético

Resistencia a:

Betalactamicos Antifolatos Tetraciclinas | Aminoglucésidos | Quinolonas | Cloranfenicol
Aislamientos AMP SMX | TMP| SXT TET STR KAN NAL CHL
C1 R R R R R R S S R
Cc2 R R R R S R S S S
C3 S S S S S S S S S
CERRO c4 R s |[s]| s R R S S S
C5 S S S S S S S S S
C6 R R R R R R R S S
C7 R R S S R R S R R
P1 R S S S R R S S S
P2 R R S S S R R R R
P3 S S S S S S S S S
P4 R R R R R R S S R
POCITOS
P5 S S S S S S S S S
P6 S S S S S S S S S
P7 R S S S S S S S S
P8 R S S S R R S R R
R1 S S S S S S S S S
R2 S S S S S S S S S
RAMIREZ R3 R S S S R S S S S
R4 S S S S S S S S S
R5 R R S S S R S S S
R6 R R R R R R S S S

R: resistente, crecimiento de una estria completa; S: sensible, ausencia o minimo crecimiento.

Para complementar el estudio de resistencia antibiotica y obtener resultados que tuvieran un

valor clinico, se realizé un antibiograma para los 21 aislamientos. Concretamente, se evalué

la resistencia a las seis familias estudiadas previamente mediante el método de disco

difusién. Este método permitié caracterizar el comportamiento de cada aislamiento frente a

los distintos antibidticos segun el diametro del halo de inhibicidon del crecimiento obtenido,

clasificandolos en sensibles, de resistencia intermedia o resistentes a cada antibidtico.

En este caso, los discos empleados no coincidieron exactamente con los antibiéticos

ensayados previamente. Para la eleccion se tuvieron en cuenta los estudios anteriores
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sobre resistencia antibiética de aislamientos de E. coli recuperados de aguas estuarinas, asi
como la posibilidad de confirmar y ampliar el perfil de resistencia para algunas familias
antibidticas (Laroche et al., 2009; Pereira et al., 2013; Guo et al., 2018; Divya & Hatha
2019). Es asi que se incluyeron otros betalactamicos (ceftazidima, cefotaxima e imipenem),
aminoglucésidos (gentamicina y amikacina) y un derivado semisintético de quinolonas
(ciprofloxacina). Los antibiogramas coincidieron con los datos obtenidos del crecimiento en
placa para la mayoria de los antibiéticos comunes a ambos ensayos (Figura 3) (Tabla 3).
Ademas, se pudo ampliar el perfil de resistencia de algunos aislamientos a nuevos
antibidticos de tres de las familias ensayadas: tres aislamientos AMPR tuvieron un perfil
extendido de resistencia, dos a cefotaxima y uno a ceftazidima; un aislamiento STR® exhibid
resistencia a gentamicina, y tres aislamientos NALR presentaron algun nivel de resistencia a
ciprofloxacina. Asimismo, se detectaron fenotipos exclusivos de resistencia a antibioticos de
dos familias: el aislamiento C3 revel6 resistencia a gentamicina y el aislamiento C6 presento
una resistencia intermedia a ciprofloxacina. Cabe mencionar que ningun aislamiento exhibié
resistencia a amikacina ni a imipenem, este ultimo un antibiético betalactamico usado como
ultimo recurso en la clinica (Babic et al., 2006).

Es importante notar también que cuatro aislamientos que no crecian en placas con
ampicilina exhibieron un halo de antibiosis con colonias dentro, lo que se interpreté como
resistente (C5, P3 y P5) o intermedio (R4). Ademas, uno de ellos, el aislamiento P3, reveld
una resistencia intermedia a tetraciclina, si bien habia sido sensible a este antibidtico en la

prueba de crecimiento en placa (Tablas 2 y 3).

Aislamiento C6 Aislamiento P2

Aislamiento R3

Figura 3. Antibiegrama de algunos de los
aislamientos de la coleccion. AMP: ampiciling;
CAZ: ceftazidima: CTX: cefotaxima: |IPM:
imipenam; SXT. cotrimoxazol; TET. tetraciclina;
GEM: gentamicina; AMK: amikacina;, CIP;

ciprofloxacina; CHL: cloranfenicol.
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Tabla 3. Perfil de susceptibilidad antibiética de los aislamientos por la técnica de disco-difusion

Resistencia a:
Betalactamicos Antifolatos | Tetraciclinas | Aminoglucésidos| Fluoroquinolonas | Cloranfenicol
Aislamientos | AMP |CTX|CAZ [IPM| SXT TET AMK | GEN CIP CHL
C1 R S S S R R S S S R
C2 R S S S R S S S S S
C3 S S S S S S S R S S
CERRO C4 R S S S S R S S S S
C5 R* | S S S S S S S S S
C6 R R | S S R R S S I S
C7 R S S S S R S S R R
P1 R S S S S R S S S S
P2 R R | S S S S S R I R
P3 R* | S S S S I S S S S
P4 R S S S R R S S S R
POCITOS
P5 R* | S S S S S S S S S
P6 S S S S S S S S S S
P7 R S S S S S S S S S
P8 R S S S S R S S R R
R1 S S S S S S S S S S
R2 S S S S S S S S S S
RAMIREZ R3 R S R | S S R S S S S
R4 I S S S S S S S S S
R5 R S S S S S S S S S
R6 R S S S R R S S S S

R: resistente; |: resistencia intermedia; S: sensible

*: resultado discordante con el perfil de susceptibilidad antibiética obtenido por la técnica de

crecimiento en placa adicionada de antibioético

4.2. Transferencia conjugativa de genes de resistencia antibidtica

Posteriormente, se evalud si la resistencia antibiética exhibida por los aislamientos estaba

codificada por genes de

resistencia contenidos en elementos genéticos moviles.

Concretamente, se estudié si los aislamientos portaban plasmidos de resistencia capaces

de ser transferidos por conjugacion.
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Como receptora se utilizé la cepa E. coli K12 BZB1011 AhsdR::kan, que posee tres
caracteristicas utiles para el experimento de conjugacion: i) deriva de W3110, una cepa
cuyo genoma esta totalmente secuenciado (AC: AP009048), careciendo de plasmidos; ii) es
deficiente para la degradacion de ADN no metilado (AhsdR), por lo que hace posible la
adquisicion de material genético foraneo carente de dicha modificacion, vy iii) posee en su
cromosoma una mutacién en gyrA, que le otorga resistencia a acido nalidixico, y la insercion
de un cassette de resistencia a kanamicina (kan) sustituyendo al gen hsdR, proveyendo asi
de dos marcadores de contraseleccién para los experimentos de conjugacién (NALR y
KANR). Se utilizo la resistencia a kanamicina como contraseleccion en todos los casos, por
lo que los aislamientos resistentes a este antibiético no fueron analizados (C6 y P2).
Asimismo, los aislamientos NALR C7 y P8 se estudiaron en cuanto a la transferencia de sus
resistencias, excepto la correspondiente a acido nalidixico, por ser la cepa receptora
resistente a este antibiotico.

Primero, se realizé un relevamiento de la transferencia conjugativa de todas las resistencias
de cada aislamiento, de modo de tener un panorama general acerca de la localizacion de
los genes de resistencia en elementos genéticos moviles. Para ello, se empled la técnica de
cross-streaking, sembrando por duplicado las parejas aislamiento-cepa receptora en
distintas placas, cada una suplementada con kanamicina mas uno de los antibidticos para
los que ese aislamiento era resistente. Por ejemplo, para el aislamiento R3 (AMPR, TETR) se
hicieron dos placas de cross-streaking: LB KAN AMP, y LB KAN TET. Cabe sefialar que la
transferencia de resistencia a antifolatos se realiz6 empleando trimetoprim como antibiético
de seleccion. Aunque en este caso la cepa receptora era capaz de crecer unas pocas
generaciones (“leaky”), el crecimiento de un clon resistente se diferencié claramente. En
aquellos experimentos en los que surgieron colonias en la zona de cruce entre ambos
parentales, se tomaron entre dos y cinco para evaluar si se trataban de verdaderos
transconjugantes (Figura 4). Primero, se realizaron estrias a partir de estas colonias en
placas con la correspondiente doble presion antibidtica (seleccién y contraseleccion), junto
con estrias de las cepas parentales. Se consider6 que se ftrataba de un clon
transconjugante cuando la estria presentd un crecimiento confluente y presencia de
colonias aisladas frente a la ausencia de crecimiento de los parentales. Ademas, estos
clones se ensayaron para su crecimiento en LB NAL, de modo de confirmar que las
resistencias se encontraban en el contexto genético BZB1011 AhsdR::kan. Cabe sefialar
que esta ultima prueba no pudo realizarse para los transconjugantes derivados de P8 ya
que este aislamiento era NALR.

Se confirmé el surgimiento de transconjugantes a partir de cuatro aislamientos (C2, P7, P8 y
R3) y, excepto para P8, aparecieron colonias para todas las resistencias exhibidas por cada

aislamiento. Cabe sefialar que en todos los casos los transconjugantes presentaron muy
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buen crecimiento. Concretamente, se obtuvieron transconjugantes: AMPR, STRR y TMPR
derivados de C2 (denominados Tc C2); AMPR derivados de P7 (denominados Tc P7), y
AMPR y TETR derivados de R3 (denominados Tc R3). En el caso del aislamiento P8, si bien
presentaba resistencia a AMP, TET, STR y CHL, solo se obtuvieron transconjugantes AMPR,
Posteriormente, se realizé un chequeo cruzado de las resistencias antibiéticas de los
transconjugantes, i.e. cada tipo de transconjugante fue evaluado para las otras resistencias
antibioticas portadas por el aislamiento que le dio origen. Este analisis se llevé a cabo para
tres de los cuatro tipos de transconjugantes, ya que el aislamiento P7 sdélo exhibio
resistencia a AMP. Dado que C2 es SXTR, los tres Tc C2 (AMPR, TMPR, STRR) se estriaron
en medio con este antibidtico, resultando ser todos SXTR, o sea SMX® ademas de TMPX.
Asimismo, todos fueron AMPR y STRR, i.e. los Tc C2 AMPR fueron STRR, y los Tc C2 STRR
fueron AMPR. En el caso de los Tc P8 AMPR, todos fueron TETR y STRR, pero mantuvieron
la sensibilidad a CHL de la cepa receptora. Por ultimo, los Tc R3 AMPR y los Tc R3 TETR

fueron resistentes a TET y a AMP, respectivamente.

Medio nutriente + AMP + KAN

Medio nutriente + Medio nutriente + Medio nutriente +
TET + KAN TMP + KAN STR + KAN

Figura 4. Analisis de la transferencia conjugativa de los genes de resistencia portados por los
aislamientos mediante el método de cross-streaking. CR: cepa receptora BZB1011 AhsdR::kan,
sembrada como listdbn. En rojo se indican los aislamientos a partir de los que se obtuvieron

transconjugantes.

Una vez evidenciada la transferencia conjugativa de genes de resistencia en algunos
aislamientos de la coleccion, se profundizé su estudio en tres de ellos, asegurando un

representante de cada playa. Para ello, se realizaron experimentos de conjugacion a partir
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de cultivos de las cepas parentales, segun se describe en materiales y métodos. El analisis
de la transferencia de cada resistencia antibidtica se realiz6 sembrando alicuotas
(50-100uL) del experimental y de los dos controles en una misma placa para la
correspondiente seleccién (Figura 5). Cabe sefalar que al estar sembrando un numero
elevado de células parentales (mas de 10° ufc/mL) fue necesario incrementar la
concentracion de algunos antibidticos en las placas para impedir su crecimiento. Es asi que,
se uso6 siempre 60ug/mL (2x) de kanamicina, marcador de contraseleccién, 20ug/mL (2x) de
estreptomicina y 200ug/mL (2x) de trimetoprim. Para ampicilina y tetraciclina se mantuvo la
concentracién empleada en el cross-streaking, ya que era suficiente para impedir el
crecimiento de los parentales. Para cada experimento se monitorizé el crecimiento de los
cultivos parentales por DOgy y al llegar a la densidad optica estipulada se realizé un
recuento de viables de cada uno y se procedi6 a realizar la conjugacion (Tabla 4).

En el caso de la conjugacion C2 x BZB1011 AhsdR::kan, se obtuvo un importante niumero
de transconjugantes para las tres resistencias portadas por C2 (AMPR, STRR, TMPR). Fue
necesario entonces realizar diluciones de la mezcla experimental para poder contar el
numero de transconjugantes, el que fue similar para cada tipo de seleccién (Figura 5) (Tabla
4). Por lo tanto, la eficiencia de conjugacién para cada marcador del aislamiento C2 fue
parecida y alta, del orden de uno a dos transconjugantes cada 100 células donantes (Tabla
4). Se purificaron 10 clones transconjugantes de cada seleccion mediante dos estrias
sucesivas en el mismo medio en el que fueron obtenidos, para luego corroborar su
resistencia a NAL. Se realizé el chequeo cruzado de las resistencias no seleccionadas,
evaluando, al igual que en el cross-streaking, la resistencia a ambos antifolatos (TMP vy
SMX) por el crecimiento en LB SXT. Los transconjugantes de cada seleccién portaron las
tres resistencias antibioticas (AMPR, SXTR, STRR) (Tabla 4).

En cuanto a la conjugacion P7 x BZB1011 AhsdR::kan se obtuvieron transconjugantes
AMPR en alta cantidad, siendo necesario sembrar una dilucion de la mezcla experimental
para realizar el conteo (Figura 5). La eficiencia de conjugacién estimada se encontré en el
orden de seis transconjugantes cada 10 mil donantes (Tabla 4). Si bien aqui el aislamiento
donante tenia una sola resistencia y no procedia hacer un chequeo cruzado, se purificaron
cinco clones y se analizé su resistencia a NAL, confirmando que eran transconjugantes.

Por ultimo, la conjugaciéon de R3 x BZB1011 AhsdR::kan generd clones transconjugantes
para las dos resistencias portadas por R3 (AMPR, TETR) (Figura 5). En este caso no fue
necesario hacer diluciones ya que crecieron unas pocas decenas de transconjugantes, y por
lo tanto la eficiencia fue baja, estimandose un transconjugante cada un milldon de células
donantes (Tabla 4). Se purificd y corroboré la resistencia a NAL de nueve clones de cada
seleccion, y se realizo el chequeo cruzado. Los Tc R3 AMPR fueron todos TETR y los Tc R3
TETR fueron todos AMPR,
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Conjugacion C2 x BZB1011 (AhsdR::kan)

AMP + KAN 2X STR 2X + KAN 2X TMP 2X + KAN 2X

Conjugacion PT x BZB1011 (AhsdR::kan)
Amp + Km 2x Dilucidn 1,0E-02

Conjugacion R3 x BZB1011 (AhsdR::kan)

Amp + Km 2x Tet + Km 2x

Figura 5. Transferencia conjugativa de genes de resistencia antibiética portados por tres
aislamientos. CD: aislamiento donante en la conjugacion, CR: BZB1011 AhsdR::kan cepa receptora

en la conjugacion, E: experimental, mezcla de cepas parentales (CD y CR).
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Tabla 4. Transferencia conjugativa de genes de resistencia antibiética de tres aislamientos

Aislamiento Resistencias | ufc/mL de receptora ufc/mL de Frecuencia
(resistencias antibidticas puestos a donantes puestos ufc/mL de de
antibidticas) | Seleccion | transferidas conjugar® a conjugar ® | transconjugantes| conjugacion®
AMPR 3,30E+06 1,65E-02
C2 (AMP, STRR AMP, STR,
3,40E+06 1,70E-02
STR, SXT) SXT 2,00E+08
R -
TMP 3,00E+08 3,20E+06 1,60E-02
P7 (AMP) AMPR AMP 6,00E+07 3,80E+04 6,30E-04
AMPR 1,50E+03 1,07E-06
RgE(ﬁ;VIP AMP, TET 1,40E+09
TET® 9,20E+02 6,57E-07

@4 x ufc/mL de cultivo de receptora/volumen total de conjugacion (5mL); ®ufc/mL de cultivo de
donante/volumen total de conjugacion (5mL); ©ufc/mL de transconjugantes/ufc/mL de donantes

puestos a conjugar.

En suma, los resultados obtenidos en estos experimentos generaron datos acerca de la
frecuencia de transferencia de la resistencia de los tres aislamientos estudiados. Ademas,

se observo una total asociacion de las resistencias antibioticas en C2 y R3.

Para obtener indicios acerca de los elementos moviles responsables de la transferencia, se
llevé a cabo el andlisis del contenido plasmidico de los transconjugantes. Concretamente,
se realizd una extraccion plasmidica a partir de cultivos en LB AMP de un clon
transconjugante de cada tipo derivado de los aislamientos C2, P7 y R3. Como controles se
incluyeron extracciones plasmidicas a partir de cultivos de la cepa receptora (en LB) y de los
aislamientos donantes (todos en LB AMP). Como era esperado, BZB1011 AhsdR::kan no
evidencioé ninguna banda en los geles, ya que carece de plasmidos. En el caso de los Tc C2,
los clones de las tres selecciones (AMPR, STRR, SXTR) en principio mostraron el mismo
perfil plasmidico que el aislamiento donante: se observaron bandas de poca migracion
(Figura 6). En el caso de Tc P7, se observé el mismo perfil plasmidico que el donante: se
trataria de uno o mas plasmidos grandes (Figura 6). Por ultimo, los Tc R3 de ambas
TETR)
correspondiente donante: presentaron sélo la banda de mayor tamano observada en R3
(Figura 6).

selecciones (AMPR, retuvieron parcialmente el perfil plasmidico de su
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= Tc C2 ETERY  on
—— ¥ J T
AmpR SmR TmpR AmpR TetR

Figura 6. Perfil plasmidico de los aislamientos donantes y sus correspondientes
transconjugantes. Geles de agarosa de 0,8%, se resuelven 15uL de cada extraccién plasmidica. L:
1kb DNA Ladder; CR: BZB1011 AhsdR::kan.

4.3. Analisis del grupo filogenético y de la produccién de microcinas de

clase Il de los aislamientos

Como se menciond en la introduccion, dentro de la microbiota intestinal pueden residir
patdgenos intestinales y extraintestinales de E. coli, por o que en este trabajo se incluyd un
analisis que diera indicios acerca del posible potencial de virulencia portado por los
aislamientos de la coleccion. Se eligio analizar el grupo filogenético al cual pertenecian los
aislamientos asi como su capacidad de producir microcinas de clase Il, un atributo de
urovirulencia postulado por nuestro grupo (Azpiroz et al., 2009). En este sentido, en la
Seccion se ha estudiado con profundidad una coleccién de aislamientos de E. coli
causantes de infecciones del tracto urinario (UPEC), por lo que se disponia de herramientas
biologicas y moleculares para realizar los dos analisis elegidos (Poey et al., 2012).

En cuanto al grupo filogenético, la mayor cantidad de aislamientos fueron A o B1, mientras
que dos se asignaron al grupo D y sélo uno al B2 (Figura 7). Cabe mencionar que fue
necesario poner a punto la PCR multiple, repitiendo la reaccién varias veces en el caso de

algunos aislamientos, para confirmar los resultados.
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Aislamientos playa Cerro Aislamientos playa Pocitos

4 C1C2 C3C4CE5 CECT B F 4 P1 P2 P3P!- P5P6E PT PBE B

A B1B2ZD BT Bl A B1 Bl A A A Bi A B1D

R1T R2Z RI R4 RS R6 B

— - ——
— e — —

A B1 B2 D A B1 B1 A Bz D

Figura 7. Filogenia de los aislamientos de la coleccién. Geles de agarosa de 2%; se resuelven
15uL de cada reaccion. Amplificacion de los fragmentos chuA, yjaA y TSPE4C2, segun se consigna
en materiales y métodos. En amarillo (pocillos 1-4) se indican las cepas control para cada grupo
filogenético. L: 100bp DNA Ladder (2uL); B: control blanco.

Teniendo en cuenta que las microcinas de clase Il emplean la via de captacion de los
sideréforos de tipo catecol, su andlisis se bas6é en detectar la via de ingreso de las
producciones antibioticas a las células susceptibles. Para ello, se realizaron en paralelo
picadas de todos los aislamientos sobre tres tapices indicadores que diferian en los
receptores para catecoles: MC4100 (Cir*, Fiu*, FepA®), FGB1876 (Cir, Fiu, FepA) y
FGB202 (Cir, Fiu*, FepA*) (Figura 8). El primero permitid6 evaluar si los aislamientos
producian alguna bacteriocina, ya sea microcinas de clase Il u otras. Cinco aislamientos,
distribuidos en las tres playas, generaron halos de inhibicion del crecimiento del tapiz
MC4100, evidenciando su capacidad de producir antibiético (Figura 8). Este resultado fue
validado por las tres cepas control productoras de microcinas de clase Il que generaron
halos de antibiosis. El tapiz triple mutante de receptores FGB1876 dio informacién acerca
de si alguna de las producciones correspondia a una microcina de clase Il. Tal cual se
esperaba, las cepas control productoras de este tipo de bacteriocinas no generaron halos

de antibiosis ya que el tapiz carecia de los receptores para su captacion. Dentro de los
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cinco aislamientos productores, cuatro no generaron halo de antibiosis, y uno dio lugar a un
halo menor sobre el tapiz triple mutante de receptores (Figura 8). Este resultado indicé que
los cinco aislamientos producian alguna microcina de clase Il: C4, C6, C7 y R3 de forma
exclusiva, mientras que P2 lo haria junto con una bacteriocina no perteneciente a este
grupo. Por ultimo, a través de la prueba sobre el tapiz FGB202, Cir, se pudo determinar si
se estaba en presencia de una microcina modificada o no modificada. Cabe recordar que
las primeras utilizan cualquiera de los tres receptores de catecoles, mientras que las
segundas ingresan exclusivamente por el receptor Cir. La ausencia de halo de antibiosis
sobre esta cepa mutante evidenciaria la produccion de una microcina no modificada,
mientras que de continuar observandose un halo se estaria en presencia de una microcina
modificada. En el caso de las cepas control E. coli H47 y E. coli CFT073, productoras de
microcinas modificadas, se generd un halo de antibiosis dado que eran captadas por los
receptores Fiu y FepA. Por su parte, MC4100 (pUCYC5-MccV) evidencid la ausencia total
de halo, ya que MccV utiliza unicamente el receptor Cir para ser captada. En relacion a los
aislamientos, hubo una completa ausencia de halo de inhibicidon del crecimiento sobre el
tapiz de FGB202 en el caso de C6, C7 y R3, con lo cual estarian produciendo una microcina
de clase Il no modificada. El aislamiento P2 generé un halo de antibiosis menor al
observado sobre el tapiz triple mutante, lo que indicaria que produce una microcina no
modificada, ademas de una bacteriocina diferente a las microcinas de clase Il. En cuanto al
aislamiento C4, se generd un halo menor al obtenido sobre el tapiz salvaje, lo que indicaria
que produce una microcina modificada (Figura 8). Por ultimo, se analizd para los
aislamientos C6, C7, P2 y R3 si la microcina no modificada que producian era MccV, dado
gue se trata de una microcina distribuida ampliamente en cepas de E. coli, y para la que se
disponia de herramientas de deteccion en el laboratorio. Concretamente, se llevé a cabo la
amplificacién de un fragmento del gen cvaC, que codifica para el péptido antibiético (Azpiroz
et al. 2009). En esta reaccion se incluyé la amplificacion a partir de una cepa no productora
y de una productora de MccV. Tanto MC4100 (pUCYC5-MccV) como C6, C7, P2 y R3
generaron el amplicon cvaC de 302pb, concluyendo que los cuatro aislamientos eran

productores de microcina V (Figura 9).

Dado que el aislamiento R3, productor de microcina V, fue capaz de transferir por
conjugacion sus resistencias antibiéticas, se evaluoé si también transferia horizontalmente la
produccién de la microcina. Para ello se realizd un analisis de produccién de los
transconjugantes en el que todos ellos (los AMPR y los TETR) generaron halos de antibiosis,

i.e. habian adquirido por conjugacion el sistema genético MccV.
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Tapiz MC4100 (Cir+, Fiu+, FepA+)

Tapiz FGB1876 (Cir-, Fiu-, FepA-)

Figura 8. Analisis de la produccién de microcinas de clase Il en los aislamientos de la coleccion.
Test de picada sobre tapiz de distintas cepas indicadoras de E. coli K12. Picadas de cepas control: (1)
E. coli HA7 (productora de microcina modificada), (2) MC4100 (pUCYC5-MccV) (productora de la
microcina no modificada MccV) y (3) E. coli CFT073 (productora de microcina modificada). En rojo se

indican los aislamientos que generaron halo de antibiosis sobre alguno de los tapices.

Figura 9. Amplificacion del gen cvaC. Gel de agarosa de 2%; se resuelven 15uL de cada reaccion.

L: 100bp DNA Ladder (2uL); C+: MC4100 (pUCYC5-MccV); C-: BZB1011 (AhsdR::kan); B: blanco; *:
300pb.
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En suma, en este trabajo se caracterizé una coleccién de aislamientos de E. coli recuperada

de agua de tres playas de Montevideo. Concretamente, se determiné el perfil de resistencia

antibidtica, el potencial de diseminacion horizontal de los genes de resistencia, el grupo

filogenético y la produccién de microcinas de clase |l de los aislamientos (Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas de la coleccion de aislamientos de E. coli

Aislamientos Resistencias antibiéticas filogtral:]%ct)ico Z?(i:ﬁggz::
C1 AMP, SXT, TET, STR, CHL B1 -
C2 AMP, SXT, STR B1 -
C3 GEN A -
C4 AMP, TET, STR B1 Mcc
C5 AMP B1 -
CERRO
C6 AMP, CTX, SXT, TET, STR, KAN A MccV
C7 AMP, SMX, TET, STR, NAL, CIP, CHL A MccV
P1 AMP, TET, STR A -
P2 AMP, CTX, SMX, STR, KAN, GEN, NAL, CHL A X + MccV
P3 AMP B1 -
P4 AMP, SXT, TET, STR, CHL A -
P5 AMP B1 -
P6 - D -
POCITOS
P7 AMP A -
P8 AMP, TET, STR, NAL, CIP, CHL A -
R1 - A -
R2 - B1 -
R3 AMP, CAZ, TET B1 MccV
R4 AMP A -
RAMIREZ R5 AMP, SMX, STR B2 -
R6 AMP, SXT, TET, STR D -

X: bacteriocina no perteneciente a la familia de microcinas de clase IlI; Mcc: microcina de clase Il no

identificada; verde: resistencias antibiéticas transferidas por conjugacion.
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5. Discusion

En este trabajo se realizd el analisis de una coleccion de aislamientos de E. coli
procedentes de aguas del Rio de la Plata, a nivel de las playas de Montevideo.
Fundamentalmente, el estudio se enfocé en determinar el perfil de resistencia antibiética de
los aislamientos y evaluar posteriormente la capacidad de transferencia horizontal de los
correspondientes genes de resistencia. Esta informacidon nos resultaba interesante ya que
las playas de Montevideo reciben aguas residuales procedentes de la red de saneamiento
de la ciudad luego de ser sometidas a un proceso de pretratamiento. Existen numerosos
estudios que dan cuenta de que los efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales
son una de las fuentes mas importantes de diseminacion de bacterias resistentes y de
genes de resistencia en el ambiente (Rizzo et al., 2013; Berendonk et al., 2015; Yan et al.,
2017; Karkman et al., 2018). Es asi que, bacterias de la microbiota intestinal de humanos y
animales, asi como antibiéticos y otros agentes toxicos, estarian siendo vertidos al Rio de la
Plata, alcanzando las playas de Montevideo. Dado que se trata de un ambiente donde se
desarrollan actividades recreativas, las autoridades municipales realizan el control sanitario
de las playas para informar a la poblacion si estan o no habilitadas para bafo (Informe IM,
2022-2023). Dicho relevamiento se limita a un recuento de bacterias indicadoras de
contaminacién fecal, no habiendo hasta el momento un estudio que analice la resistencia
antibiética de los aislamientos recuperados. No obstante, existen dos estudios
metagendmicos que analizaron la presencia de bacterias del microbioma intestinal, de
genes de resistencia antibidtica y de virulencia tanto en puntos de la red de saneamiento
como en las playas de Montevideo (Fresia et al., 2019; Salazar et al., 2022). En ambos
casos se evidencio una alta carga de genes de resistencia y de virulencia en las muestras
procedentes del saneamiento, e incluso en el ultimo trabajo se asocié un aumento en la
abundancia de genes codificantes para betalactamasas con un brote hospitalario de un clon
de K. pneumoniae multirresistente. En relaciéon a las playas, en Fresia et al. si bien no se
evidencié una alteracion de la comunidad bacteriana propia de este ambiente, si se
detectaron algunos genes de resistencia antibidtica y de virulencia. Cabe sefialar que a
partir de este estudio se obtuvieron de la playa Ramirez dos aislamientos clasificados como
E. cloacae, siendo reportado que el genoma de uno de ellos fue secuenciado (Antelo et al.,
2018). No obstante, dicha secuencia no tiene asignado un nimero de acceso en los bancos
de datos por lo que no es posible analizar si contiene genes de virulencia y/o de resistencia
antibidtica. En el caso del segundo trabajo, se detecté un incremento del impacto antrépico
en las muestras recolectadas en 2017 de tres playas en relacién a las previas de 2016. Es
asi entonces que el presente trabajo constituye el primer estudio experimental en el que se
aislan bacterias entéricas con resistencia antibiética en aguas de playas de la ciudad. Cabe

sefalar que es un analisis preliminar ya que esta acotado al estudio de una pequefia
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coleccion de aislamientos de E. coli obtenida a partir de agua de tres playas de Montevideo,
recolectada y procesada un unico dia en 2020. Ademas, la colecciéon relevada fue
seleccionada por su resistencia a ampicilina, por lo que no se puede determinar el
porcentaje que representa del total de cepas de E. coli presentes en esas muestras (ya sea
sensibles o resistentes a otros antibidticos). Sumado a esto, al iniciar el estudio detectamos
gue ocho de los veintiun aislamientos habian perdido la resistencia a ampicilina por lo que
se habian tornado sensibles. A pesar de ello, los resultados obtenidos en este trabajo estan
de acuerdo con los estudios llevados a cabo en otros estuarios con impacto antropico
(Lourenco et al., 2007; Laroche et al., 2009; Pereira et al., 2013; Diab et al., 2018; Guo et
al., 2018; Divya & Hatha, 2019). Al igual que en la mayoria de estas descripciones, el perfil
de resistencia de nuestra coleccién fue amplio, abarcando diferentes familias de antibiéticos
y detectando aislamientos multirresistentes (Tablas 2 y 3). En particular, un alto niumero de
los aislamientos resistentes a ampicilina fueron también resistentes a estreptomicina,
tetraciclina y sulfametoxazol, lo que coincide con la alta prevalencia de la resistencia a
antibiéticos de estas cuatro familias en aislamientos de E. coli recuperados de otros
estuarios asi como de la microbiota intestinal de pacientes enfermos y de distintos animales
de cria de nuestro pais (Pereira et al., 2013; Divya & Hatha, 2019; Coppola et al., 2020;
Papa-Ezdra et al., 2021).

Si bien en este estudio no se analizaron los mecanismos de resistencia desarrollados por
los aislamientos, ciertos fenotipos permiten inferir algunos de ellos. En primer lugar, se
encontro resistencia a ampicilina y a las cefalosporinas de tercera generacion cefotaxima y
ceftazidima, lo que estaria evidenciando la expresion de una betalactamasa de espectro
extendido (BLEE) por parte de algunos aislamientos (Tabla 3). Este resultado experimental
concuerda con la deteccion previa de genes codificantes para betalactamasas de espectro
extendido en las playas de Montevideo (Fresia et al., 2019). Sin embargo, no se encontré
indicios de la presencia de carbapenemasas ya que ninguno de los aislamientos de la
coleccion exhibié resistencia a imipenem (Tabla 3). Cabe recordar que genes para dichas
betalactamasas fueron detectados en muestras de playa y de saneamiento del 2017, y
asociado a un brote hospitalario de un clon multirresistente de K. pneumoniae (Salazar et
al., 2022). En cuanto a los aminoglucésidos, en la coleccion se encontré resistencia para
tres de los cuatro antibidticos analizados de esta familia: la mayoria de los aislamientos
fueron resistentes a estreptomicina y algunos pocos a kanamicina y gentamicina (Tablas 2 y
3). Dado que el perfil de resistencia a los distintos aminoglucésidos denota la accién de
diferentes enzimas modificadoras (Ramirez et al., 2010), muy probablemente dentro de la
coleccidon haya aislamientos que portan genes codificantes para enzimas que alteran de
diferente forma la molécula antibiética. En este sentido, en el estudio metagendmico se

detectd el gen que codifica para una fosfotransferasa que confiere resistencia a kanamicina
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y a neomicina (Fresia et al., 2019). En relacién a los antibiéticos antifdlicos, la resistencia
conjunta a sulfamida y trimetoprim exhibida por varios aislamientos podria indicar la
presencia de genes sul y dfrA, respectivamente (Skoéld, 2001; De los Santos, 2021). En el
caso de las quinolonas, un aislamiento (C6) sensible al acido nalidixico exhibi6 resistencia
intermedia a ciprofloxacina, lo que sugiere que dicho fenotipo puede estar dado por la
expresion de una enzima modificadora de la fluoroquinolona (gen aac (6°)-Ib-cr), o por la
accion de una bomba de eflujo de tipo QepA (Robicsek et al., 2005; Perichon et al., 2007).
En cuanto a la interpretacion de la susceptibilidad a ampicilina para los aislamientos C5, P3,
P5 y R4, la diferencia se podria adjudicar a los distintos niveles cuantitativos de antibidtico
empleados en ambos ensayos (Tablas 2 y 3). Cabe mencionar que, a excepcion de los
genes para betalactamasas de espectro extendido y aminoglucésidos, no se registrd la
presencia de genes de resistencia para ninguno de los otros antibidticos en el analisis
metagendmico de las muestras de agua de playas de 2016 (Fresia et al., 2019). No
obstante, en dicho estudio se detectaron genes de resistencia a elfamicina de forma
exclusiva en las playas. Este antibiético, producido por cepas de Streptomyces sp. que
inhibe la sintesis proteica, no se usa como quimioterapico antimicrobiano en la clinica pero
si como promotor de crecimiento de animales de granja (Butaye et al., 2003; Prezioso et al.;
2017). No se descarta que en nuestra coleccion pueda haber aislamientos resistentes a
este antibidtico para lo cual seria necesario realizar una busqueda de los correspondientes
genes de resistencia, ya que no se dispone comercialmente de discos con este antibidtico.
En cuanto al relevamiento de las playas en 2017, no es posible hacer una comparacion con
nuestros resultados ya que, si bien se detectaron genes de resistencia para las familias
antibidticas aqui analizadas, no se muestra especificamente cuales fueron encontrados en
cada sitio muestreado (Salazar et al., 2022).

Luego de constatar la presencia de aislamientos de E. coli resistentes a varios tipos
diferentes de antibidticos en las playas, el trabajo se enfocd en estudiar la capacidad de
transferencia horizontal de los genes de resistencia. Este andlisis nos resultaba interesante
dado que la localizacion de genes de resistencia en elementos genéticos moviles daria
informacion acerca del potencial de diseminacién horizontal de los mismos. Este aspecto
estd poco estudiado en el caso de aislamientos de E. coli resistentes a antibidticos
recuperados del agua de estuarios. Se encontré un solo reporte en el que se demuestra la
transferencia conjugativa de genes de resistencia a tetraciclina localizados en plasmidos
portados por aislamientos de aguas estuarinas (Henriques et al., 2008). En nuestro trabajo
se demuestra que algunos aislamientos de E. coli fueron capaces de transferir por
conjugacion todos o la mayoria de sus genes de resistencia a una cepa de E. coli K12. Mas
aun, se analizé la frecuencia de transferencia, resultando ser alta para dos de los tres

aislamientos ensayados (C2 y P7). No obstante, no se descarta que la baja eficiencia
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observada en el caso del aislamiento R3, productor de MccV, se deba al efecto bactericida
del antibiético sobre BZB1011 AhsdR::kan, disminuyendo asi las células receptoras en esta
conjugacion. Ademas, se constatd la asociacion entre resistencias antibidticas: todos los
transconjugantes Tc C2 y Tc R3 fueron resistentes a los demas antibidticos transferidos,
independientemente de la resistencia seleccionada (Tabla 4). En el caso del aislamiento R3
se obtuvo mas informacion: el sistema genético MccV fue transferido por conjugacion junto
con ambas resistencias antibidticas ya que todos los transconjugantes fueron productores.
Estas asociaciones entre resistencias antibidticas, e incluso entre resistencias y la
produccién de microcina, indicarian que muy probablemente los genes involucrados estan
contenidos en un mismo plasmido, ya sea conjugativo o movilizable, o en diferentes
plasmidos que se co-movilizan con alta frecuencia. En este sentido, el analisis del contenido
plasmidico de los donantes y de sus correspondientes transconjugantes nos dio indicios
acerca de la localizacion de los genes transferidos: en todos los casos estarian formando
parte de plasmidos grandes (Figura 6). Ademas, se demostré que el plasmido pequefo
portado por R3 no estd vinculado a sus resistencias (AMP y TET), ya que el perfil
plasmidico de los transconjugantes no lo contuvo. Si bien los transconjugantes derivados de
un mismo aislamiento (C2 y R3) presentaron a priori el mismo perfil plasmidico
independientemente de la resistencia seleccionada, se deben llevar a cabo mas estudios
para precisar la localizacion de los genes transferidos.

Estas asociaciones de genes de resistencia que se movilizan como una unidad harian
posible que en un unico evento de transferencia horizontal la bacteria receptora adquiera
varios atributos de resistencia antibidtica. Cabe sefialar que en este trabajo como en el de
Henriques et al. los experimentos de conjugacion se realizaron en condiciones de
laboratorio. Es asi entonces que no se puede inferir a priori que pueda estar ocurriendo
diseminacion horizontal de la resistencia en condiciones naturales, i.e. en el agua de las
playas. En este sentido, existen algunos trabajos que analizan como afectan los factores
abidticos y bidticos (temperatura, oxigeno disuelto, pH, salinidad, materia organica, etc.) la
transferencia conjugativa en aislamientos de E. coli de aguas (Altherr et al., 1982; Mach &
Grimes, 1982; Trevors & Oddie, 1986; Fernandez et al., 1992). Estos dan cuenta de que la
conjugacion puede llevarse a cabo en un amplio rango de condiciones, incluso en aquéllas
adversas como ausencia de nutrientes y bajas temperaturas. Por lo tanto, no se descarta
que la transferencia conjugativa pueda estar ocurriendo al menos entre cepas de E. coli
presentes en el agua de playa.

Como informacion adicional, se estudid el grupo filogenético al que pertenecian los
aislamientos y la capacidad de producir unos antibiéticos peptidicos catalogados como
factores de virulencia de UPEC (Clermont et al., 2000; Azpiroz et al., 2009). Como ocurre en

colecciones estudiadas de otros estuarios, la mayoria de los aislamientos pertenecieron a
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los grupos filogenéticos A y B1, clasicamente asociados a cepas comensales de E. coli
residentes de la microbiota intestinal de humanos y animales (Clermont et al., 2000; Pereira
et al., 2013; Mosquito et al., 2015; Diab et al., 2018; Divya & Hatha, 2019). No obstante, dos
aislamientos fueron asignados al grupo D y uno al B2, por lo que no se descarta que
pertenezcan a algun linaje patégeno de E. coli. En este sentido, algunos estudios han
detectado la presencia de cepas patdogenas extraintestinales de E. coli en agua de estuarios
(Diab et al., 2018; Divya & Hatha, 2019). Por otra parte, la resistencia antibiotica parece ser
independiente del grupo filogenético al cual pertenecen los aislamientos, lo cual esta en
acuerdo con relevamientos llevados a cabo en otros estuarios, i.e. si bien hay una tendencia
a asociarse al grupo filogenético D, no se ha podido establecer una correlacion directa
(Pereira et al., 2013; Diab et al., 2018; Divya & Hatha, 2019). En cuanto a la capacidad de
producir microcinas de clase Il, se identificaron aislamientos productores de MccV
procedentes de las tres playas analizadas (Figura 8). Cabe sefialar que el sistema genético
para esta microcina es plasmidico y, en particular, se ha descrito en algunos plasmidos que
ademas albergan genes de resistencia portados mayormente por linajes intestinales y
extraintestinales de E. coli (Jeziorowski & Gordon, 2007; Poey et al., 2012). En este sentido,
los cuatro aislamientos productores exhibieron resistencia a varios antibiéticos (Tabla 2 y 3).
Por lo tanto, estos resultados pueden ser un indicio de la presencia de aislamientos con
alguna carga de virulencia, eventualmente asociada a la resistencia, en nuestra coleccion.
Cabe notar que este analisis no ha sido realizado en ninguna de las descripciones que
estudian aguas estuarinas.

Un aspecto a puntualizar es que no disponemos de datos sobre los parametros
fisicoquimicos del agua el dia en que se tomaron las muestras, i.e. temperatura, salinidad,
concentracion de oxigeno disuelto, etc. Esta informacion es importante ya que E. coli es una
especie cuya viabilidad se ve fuertemente afectada por las condiciones ambientales.
Concretamente, existen algunas descripciones que realizan analisis in situ en agua
estuarina, asi como in vitro simulando dichas condiciones, que muestran que la
supervivencia de E. coli es afectada por varios factores fisicoquimicos y bidticos, siendo la
temperatura una de las mas relevantes (Faust et al., 1975; Vasconcelos & Swartz, 1976;
Anderson et al., 1983; Troussellier et al., 2004; Ghaderpour et al., 2014). Teniendo esto en
cuenta, se tomo la precaucion de que la toma de las muestras se realizara distante al
menos una semana del ultimo episodio de precipitaciones con la premisa de que las
condiciones del agua no fueran las mas propicias para la viabilidad de E. coli, i. e. que no
hubiera una gran proporcién de agua dulce que disminuyera de forma muy pronunciada la
salinidad. En este mismo sentido, es propio mencionar que la IM no recomienda el uso de
las playas para bafio antes de las 24 horas posteriores a un episodio de precipitaciones

(Informe IM, 2022-2023). Suponemos entonces que estos resultados representan una
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situacion alejada de las condiciones mas favorables para la supervivencia de E. coli en el
agua de playa, en la que se pueden estar llevando a cabo actividades recreativas.

Otro aspecto a mencionar es que el agua de playa analizada tanto en este relevamiento
como en los dos estudios metagendmicos realizados previamente fueron recolectadas antes
de la puesta en funcionamiento del emisario de Punta Yeguas. Este avance en la red de
saneamiento de la ciudad implicé un cambio sustancial en la forma en la que las aguas
residuales se vierten al estuario en la zona oeste de Montevideo, i.e. se paso de volcar
directamente las aguas residuales en las playas a llevar a cabo un pretratamiento de las
mismas para luego verter el efluente a una cierta distancia de la costa (2 km). No sabemos
entonces como puede estar impactando este nuevo escenario en la presencia y
diseminacion de bacterias entéricas resistentes a antibiéticos en las playas del oeste de

Montevideo.
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6. Conclusiones

Se caracterizd una coleccion de 21 aislamientos de E. coli recuperadas del agua de
tres playas de Montevideo (Cerro, Pocitos y Ramirez) en cuanto a su perfil de
susceptibilidad antibiética y a la capacidad de diseminacidn horizontal de los genes
de resistencia.

Mas de la mitad de los aislamientos de la coleccidén exhibio resistencia a alguno de
los antibidticos evaluados, siendo en su mayoria multirresistentes.

Se demostro la transferencia conjugativa de genes de resistencia desde aislamientos
procedentes de las tres playas a una cepa de E. coli K12 en condiciones estandar de
laboratorio.

La mayoria de los aislamientos pertenecieron a grupos filogenéticos que suelen
asociarse a cepas comensales de E. coli residentes de la microbiota intestinal de
humanos y animales. No obstante, se detectaron tres aislamientos cuyo grupo
filogenético podria indicar que pertenecen a linajes patégenos.

Se identificd que algunos aislamientos producian un péptido antibiético que integra
una familia de bacteriocinas postuladas como un factor de virulencia de cepas
uropatégenas de E. coli.

En este trabajo se obtiene evidencia experimental de la presencia de bacterias
entéricas resistentes a antibibticos, con el potencial de diseminar horizontalmente los

genes de resistencia, en el agua de tres playas de Montevideo.
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