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Capitulo 1 Introduccién

11. Generalidades

a terapia antimicrobiana ha jugado un rol vital en el tratamiento de las

enfermedades infecciosas humanas en el siglo XX. Con el descubrimiento de

la penicilina en la década del “20 y el desarrollo de otros antibacterianos en
afios subsiguientes, se crey6 que finalmente se contaba con herramientas para
vencer de modo definitivo a los patégenos bacterianos. Sin embargo, la aparicion
de microorganismos con resistencia a antibioticos fue casi simultdnea al uso de
estas drogas. Actualmente, esta crisis esta agravada por la emergencia global de
microorganismos con resistencia multiple (Swartz, 1994), constituyéndose en un
problema cada vez mas preocupante, sobre todo en el caso de las infecciones
intrahospitalarias.

Existen claras evidencias de que en algunas regiones esta emergencia ocurre
con una velocidad mucho méas alarmante que en otras. La proporcion de
aislamientos resistentes a antibioticos es mayor en paises en desarrollo, lo que
sugiere que las diferencias en las condiciones sanitarias y los patrones de uso de
estas drogas tienen roles importantes (Murray, 1994). Estos factores, denominados
en conjunto “ambiente selectivo”, crean un medio especial en el cual un

microorganismo con nuevas caracteristicas fenotipicas es mas apto para sobrevivir
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y proliferar en relacion con el ancestro que le dio origen. En este concepto estan
reunidos, ademas de la presion antibiotica, factores que involucran a los pacientes
(su estado inmunologico, factores fisioldgicos como la desigual distribucion de un
antibiotico en diferentes compartimientos del cuerpo del paciente, automedicacion,
etc.), la epidemiologia de los centros de salud (infraestructura del hospital, flujo del
material sanitario o del personal dentro de la institucion, la prescripcion
indiscriminada de drogas, etc.) y a habitos en dmbitos relacionados (el masivo uso
de antibioticos como aditivos en los alimentos para animales, el consumo de
alimentos que tienen este tipo de aditivos, las prescripciones veterinarias, etc.).
Como ejemplo, los factores que inciden en la persistencia de Vibrio cholerae son el
ambiente acuatico en el que se desarrolla, el incremento de la densidad de las
poblaciones humanas (lo cual provee nuevos ambientes, y facilita su transmision),
la carencia de una vacuna efectiva y la proteccion limitada de la inmunidad natural

(Tauxey col., 1994), entre otros.

12. f-lactamasas

Entre las bacterias gram negativas, la inactivacion de los antibi6ticos B-
lactdmicos, mediante la producciéon de enzimas denominadas B-lactamasas, es el
mecanismo mas comun de resistencia a estas drogas. El proceso comienza con la

union de la enzima con el antibiético de un modo no covalente. El anillo B-
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lactamico de la droga es atacado por un grupo hidroxilo libre presente sobre la
cadena lateral de un residuo serina situado en el sitio activo de la enzima,
produciendo un acil-éster covalente. La hidrolisis del éster finalmente libera a la
enzima activa y a la droga inactivada (Figura 1). Todas las B-lactamasas de clase
molecular A, C y D (ver mas adelante) actian mediante este mecanismo, mientras

que las de clase B emplean un ion zinc para atacar al anillo B-lactadmico.

Antibiético R-lactamico
H H
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Figura 1. Accion de las serin R-lactamasas.

Muchas B-lactamasas son inherentes y caracteristicas de una determinada
especie bacteriana, pero se desconoce si tienen un rol fisiologico especifico o si han
persistido como un mecanismo de resistencia contra antibiéticos B-lactdmicos que
se encuentran en la naturaleza. La mayoria de las B-lactamasas tienen un sitio
activo Ser-XX-Lys en comun con las proteinas ligadoras de penicilina (PBPs),
enzimas bacterianas localizadas en la membrana citoplasmatica responsables de la
sintesis de la pared celular. Por este motivo se supone que las serin- B-lactamasas

evolucionaron de las PBPs como proteccion contra los antibiéticos B-lactamicos
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producidos por mohos en el medio ambiente. Las PBPs también reaccionan con los
B-lactamicos para dar serin-ésteres, pero, a diferencia de los formados por las B-
lactamasas, estos no se hidrolizan rapidamente.

Se han desarrollado numerosos esquemas de clasificacion que pretenden
agrupar a las B-lactamasas. El conocimiento de las secuencias aminoacidicas de
algunas de ellas permiti6 conformar una clasificacién molecular de estas enzimas
(Ambler y col., 1980). Un esquema de clasificacion maés reciente (Bush y col., 1995)
tiene en cuenta la localizacion genética, cromosémica o plasmidica, el perfil de
sustratos, la sensibilidad a los inhibidores y algunas caracteristicas fisicas de la
enzima, como su punto isoeléctrico, el peso y la clase molecular. Las B-lactamasas
plasmidicas, de mayor incidencia por su capacidad de transmisiéon horizontal (ver
punto 1.5) se encuentran dentro de la clase A de la clasificacion de Ambler. En la
clasificacion propuesta por Bush y col., estas enzimas se ubican en el grupo 2, y
entre otras se pueden mencionar las B-lactamasas de amplio espectro (grupo 2b, p.
e. TEM-1, SHV-1, que hidrolizan penicilinas y cefalosporinas de menor espectro),
de espectro extendido (grupo 2be, p. e. SHV-5, CTX-M-2, PER-2, cuyos substratos
son penicilinas, todas las cefalosporinas y monobactames), y aquellas que
hidrolizan carbenicilinas (grupo 2c, p. e. la familia CARB-, que hidrolizan
penicilinas incluyendo carbenicilinas).

La primer B-lactamasa plasmidica descripta en bacterias gram negativas fue

TEM-1, la cual fue detectada en un aislamiento de Escherichia coli en Grecia a
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principio de la década del ’60. Esta enzima es capaz de hidrolizar penicilinas y las
denominadas cefalosporinas de primera generacion, tales como cefalotina y
cefaloridina. TEM-1 es la B-lactamasa mas comuinmente detectada en bacterias
gram negativas. Otra enzima plasmidica comin en algunos géneros de
enterobacterias es SHV-1. A partir de estas enzimas, y con el desarrollo de nuevos
antibioticos B-lactamicos con un mayor espectro de accion, se observd la
emergencia de nuevas B-lactamasas derivadas de aquellas, que causaban
resistencia a estas drogas. Se supone que la presion selectiva provocada por el uso 'y
abuso de estos nuevos antibi6ticos en el tratamiento de pacientes es la responsable
de la seleccion de estos mecanismos. Actualmente hay mas de 9o enzimas del tipo
TEM- y 25 del tipo SHV- (Jacoby, G., and K. Bush. Amino acid sequences for TEM,
SHV and OXA extended-spectrum and inhibitor resistant B-lactamases,
[http://www.lahey.org/studies/webt.htm]), ampliamente diseminadas en Estados
Unidos y Europa. Otra nueva familia de B-lactamasas plasmidicas es la llamada
CTX-M-, que incluye enzimas con fuerte actividad de cefotaximasas descriptas en
Asia, Africa, Europa y Sudamérica (Tzouvelekis y col., 2000). Dentro de esta
familia se encuentra la enzima CTX-M-2, la cual se encuentra ampliamente
diseminada en la Argentina y en paises vecinos (Rossi y col., 1995; Power y col.,
1999; Galas y col., 1998; Galas y col., 1999; Pasteran y col, 1999; Tzouvelekis y col.,
2000). Otro ejemplo esta constituido por la familia PER-, que incluye 2 B-

lactamasas plasmidicas, hidrolizan con mayor eficiencia ceftazidima y fueron
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aisladas en Francia (Nordmann y col., 1993), Turquia (Vahaboglu y col, 1995;
Vahaboglu y col., 1997) y Argentina (Bauernfeind y col., 1996; Galas y col., 1998;

Galas y col., 1999; Pasteran y col, 1999).

13. Nomenclatura de V. cholerae

El género Vibrio contiene varias especies, de las cuales V. cholerae,
V. parahaemolyticus y V. vulnificus son los patd6genos humanos més importantes.
Mientras V. parahaemolyticus es una causa importante de enfermedad diarreica,
las infecciones por V.wvulnificus pueden producir desde gastroenteritis
autolimitada e infecciones en heridas hasta infecciones necrotizantes severas de
tejidos blandos y septicemia fatal (West, 1989). V. mimicus también ha sido
implicado en enfermedades diarreicas, siendo algunas cepas de esta especie
productoras de la toxina colérica o de una toxina termoestable (Ramamurthy y col.,
1994; Mukhopadhyay y col., 1998). V. cholerae esta clasificado, sobre la base de su
antigeno somatico (antigenos O), en serovariedades o serogrupos. Actualmente, de
acuerdo con este criterio, se han descripto cerca de 200 serogrupos (Beltran y col.,
1999). Hasta hace poco tiempo, se suponia que el serogrupo O1 incluia a todas las
cepas responsables del colera epidémico y endémico; este serogrupo esta integrado
por dos serotipos principales, Ogawa e Inaba, siendo el serotipo Hikojima

raramente reportado. A su vez, estos serotipos pueden ser clasificados en dos
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biotipos, clasico y El Tor, de acuerdo a propiedades bioquimicas y a la sensibilidad
a bacteriofagos (Figura 2) (Sakajaki, 1970).

Los vibrios no-O1 poseen caracteristicas bioquimicas y morfologicas muy
similares a las de los vibrios productores de coélera, no aglutinan el antisuero
polivalente O:1 pero si sus propios antisueros. En un principio, los serogrupos no-
O1 de V. cholerae fueron asociados solamente a casos esporadicos de diarrea y a
infecciones extraintestinales, hasta que en 1993 un gran brote similar a colera en
Bangladesh e India fue causado por una cepa de V. cholerae no-O1 (Albert y col.,
1993). Este organismo no pertenecia a ninguno de los 138 serogrupos O de
V. cholerae conocidos hasta ese momento sino a uno nuevo, el cual posteriormente
fue designado 0139 (Shimada y col., 1993). Desde entonces, V. cholerae 0139 ha
persistido como el segundo agente etiologico del colera. Por lo tanto, hay dos
serogrupos, O1 y 0139, asociados con la enfermedad epidémica, pero ademas
existen cepas de estos serogrupos que no producen toxina colérica y que no estan

involucrados en epidemias.
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SEROGRUPO SEROTIPO BIOTIPO
no O1
4 (>190 serogrupos)
Vibrio
cholerae : —
Serotipo Biotipo
Ogawa Clasico
. 01 Serotipo
(cllera asiatico) Inaba
Serotipo Biotipo
Hikojima El Tor

Figura 2. Clasificacion de V. cholerae

Las cepas de V. cholerae no-O1, no-O139 son parte de la flora bacteriana

normal en areas de estuarios. Han sido aisladas de agua en todos los continentes.

Su crecimiento estd influenciado por la salinidad y temperatura de la misma,

siendo los crustaceos su principal reservorio (Tison, 1999). La transmisién esta

asociada con la ingestion de agua y/o alimentos contaminados, y la manifestacion

clinica mas comun es la gastroenteritis, aunque también han sido aislados de

sangre, heridas, tejidos blandos y oido. La enfermedad asociada con este

microorganismo es mejor categorizada como esporadica, es decir, ocurren casos

con una baja tasa en un nimero determinado de areas geograficas. Si se tiene en

cuenta la elevada frecuencia con que es aislado en el ambiente, se podria pensar
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que solo una minoria de las cepas porta los factores de virulencia necesarios para

causar enfermedad humana.

14. Resistencia a antibiéticos en V. cholerae

La mayoria de los casos de diarrea causados por V. cholerae pueden ser
tratados adecuadamente dando una solucién oral de sales de rehidrataciéon, pero
los pacientes con deshidratacion grave deben rehidratarse por via endovenosa
(Kapery col., 1995).

Los tratamientos antibioticos se emplean con eficacia para reducir el
volumen de la diarrea en casos graves y abreviar el periodo de excrecion del
microorganismo. También suprime la diarrea dentro de las 48 hs y, por
consiguiente, reduce la estancia hospitalaria. El antibi6tico de eleccién en estos
casos es la tetraciclina o la doxiciclina. En los nifios menores de 7 afios y en las
mujeres embarazadas, se recomienda trimetoprima-sulfametoxasol, furazolidona o
eritromicina. La quimioprofilaxis masiva no es eficaz para evitar la diseminaci6on
del colera, y solo se recomienda el tratamiento preventivo de los contactos
familiares sanos de un paciente con coélera (quimioprofilaxis selectiva) (World
Health Organization, 1992).

Las cepas clinicas de V. cholerae son naturalmente sensibles in vitro a la
mayoria de los antibidticos. El uso de estas drogas (en particular tetraciclina) en

dosis insuficientes para el tratamiento (Glass y col., 1983) o con fines profilacticos

10
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(Mhalu y col., 1979) trajo aparejada la seleccion de cepas portadoras de plasmidos
con determinantes genéticos de resistencia para tres o mas drogas diferentes
(Hedges y col, 1977; Mhalu y col., 1979; Towner y col., 1979; Threlfall y col., 1980;
Glass y col., 1983; Dupont y col., 1985; Ouellette y col, 1988; Yamamoto y col.,
1995). Algunos aislamientos que exhibieron resistencia a B-lactimicos mediada por
plasmidos produjeron TEM-1 (Dupont y col., 1985) o SAR-1, una carbenicilinasa
con actividad hidrolitica menor que TEM-1, descripta en dos aislamientos de
Tanzania (Reid & Amyes, 1986). Mas recientemente, una B-lactamasa denominada
CARB-6 fue caracterizada en una cepa clinica de V. cholerae no-O1, no-0139
(Choury y col., 1999). En nuestro pais se han reportado aislamientos de V. cholerae
multirresistentes, incluyendo resistencia a ampicilina y a cefalosporinas de dltima
generacion (Rossi y col., 1993; Rivas y col., 1996; Petroni y col., 2002). Sin
embargo, todos los casos fueron del serogrupo O1, biotipo El Tor. El Gnico estudio
en el cual se determinaron los patrones de resistencia a antibidticos en
aislamientos de V. cholerae no-O1, no-0139 de la Argentina se realiz6 en el afo
2000, pero sin caracterizar los determinantes de esos perfiles de resistencia

(Mange y col., 2000).

n
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15. Mecanismos de dispersién de la resistencia a antibidticos

Con el avance del conocimiento acerca de los mecanismos y de la
epidemiologia de la resistencia a antibi6ticos, queda claro que la persistencia de
bacterias patogenas radica en su capacidad para desarrollar resistencia frente a
estas drogas. Esta resistencia puede ser de dos tipos:

e Resistencia intrinseca, o caracteristica de especie (presente en la
mayoria o en toda una especie), que no se presenta como un problema clinico de
relevancia. Sin embargo, el estudio de este tipo de resistencias puede ayudar a
predecir los problemas potenciales que pueden emerger bajo presion selectiva. Por
ejemplo, la emergencia de Stenotrophomonas maltophilia como un patégeno
nosocomial de importancia se correspondi6 con la introduccién clinica del
imipenem, para el cual esta especie bacteriana es intrinsecamente resistente.

e Resistencia adquirida, que implica el desarrollo, por parte de un
organismo, de resistencia a un agente frente al que antes era sensible, por medio de
mutaciones (principalmente puntuales) en su ADN, o por adquisicion de ADN
foraneo.

Las mutaciones puntuales involucran un cambio espontaneo de una o
unas pocas bases de la secuencia de ADN de un organismo, debido a “errores”
cometidos por el sistema de replicacion. Este cambio puede darse en genes

preexistentes en la bacteria o bien en genes adquiridos mediante un proceso de

12
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incorporacion de material genético. En ambos casos, la mutacion puede ocurrir en
un gen estructural codificante de una proteina que constituye un sitio blanco para
los antibioticos, en genes que codifican enzimas que confieren resistencia por
modificacion del antibi6tico, en genes regulatorios de estos altimos o en secuencias
promotoras de la transcripcion.

e Mutaciones en genes pre-existentes. Se han observado mutaciones
en los genes estructurales rpsL (codificante de la proteina ribosomal RpsL), gyrA
(ADN girasa) y rpoB (subunidad B de la ARN polimerasa), entre otras, que
confieren resistencia a estreptomicina, quinolonas y rifampicina, respectivamente
(Jin & Gross, 1988; Cole, 1994; Heisig & Tschorny, 1994). El ejemplo méas conocido
de cambios en genes regulatorios es la mutacién en ampD, que regula la expresion
de la B-lactamasa cromosomica de algunas enterobacterias (AMP-C), lo cual resulta
en la apariciéon de resistencia a practicamente todos los antibi6ticos -lactdmicos,
excepto imipenem (Jacobs y col., 1995).

e Mutaciones en genes adquiridos. Los ejemplos més claros de este
tipo de mutaciones se observan en la aparicion de B-lactamasas de espectro
extendido, principalmente de las familias SHV- y TEM-. En estos casos, una
mutacion puntual produce un cambio de aminoicidos en el sitio activo de la
enzima, confiriéndole la capacidad de hidrolizar nuevos B-lactamicos, es decir,
ampliando el espectro de substrato (Jacoby, G., and K. Bush. Amino acid sequences

for TEM, SHV and OXA extended-spectrum and inhibitor resistant B-lactamases,

3
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[http://www.lahey.org/studies/webt.htm]). El uso sucecivo de diferentes
antibioticos B-lactdmicos (de acciéon cada vez mas potente) generd incrementos en
la presion antibidtica, lo cual se tradujo en la seleccion de nuevos genes con
diversas mutaciones puntuales acumuladas. Asi, a partir de las B-lactamasas de
amplio espectro TEM-1, TEM-2 y SHV-1, ampliamente distribuidas entre las
bacterias gram negativas e incapaces de hidrolizar cefalosporinas de espectro
extendido, han aparecido decenas de enzimas de estas familias (especialmente en el
hemisferio norte), cuya presencia impide la utilizacién clinica de las cefalosporinas
de altima generacioén.

Si bien los mecanismos de resistencias derivados de mutaciones pueden
tener implicancias clinicas muy importantes, son menos inquietantes que los
mecanismos adquiridos via pladsmidos o transposones, ya que las mutaciones son
generalmente solo transmitidas en forma vertical, mientras que los plasmidos o
transposones también pueden diseminarse horizontalmente.

Los mecanismos para adquirir ADN foraneo pueden ser:

e por transformacion natural, limitado a algunos géneros
(Streptococcus pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae, N. meningitidis y
Haemophilus influenzae, entre otros). La transformacion fue el primer mecanismo
estudiado que permite a las bacterias incorporar material genético nuevo (Griffith,
1928; Avery y col., 1944). Este proceso dio lugar, en las especies mencionadas, a la

aparicién y posterior diseminacion de la resistencia a penicilina, la cual esta

%



Capitulo 1 Introduccién

mediada por modificaciones en las PBPs. Mediante este mecanismo una bacteria
sensible capta ADN proveniente de una bacteria resistente, es decir con genes
codificantes para PBPs que tienen baja afinidad para penicilina. Por recombinacién
homologa hay un intercambio entre fragmentos del gen que codifica para la PBP
resistente con los de su alelo sensible, originando un gen mixto, o “gen en
mosaico”, el cual puede expresar una nueva PBP de baja afinidad para penicilina.
Por otro lado, el descubrimiento de las técnicas para la transformacién in vitro de
E. coli (Mandel & Higa, 1970), junto con la manipulaciéon del ADN, fue de crucial
importancia en el establecimiento de los métodos de ingenieria genética asociados
con el desarrollo de la biotecnologia moderna.

e por transduccion a través de virus procarioticos, denominados
bacteriofagos o mas sencillamente fagos. De los métodos para adquirir material
genético, este es el que tiene el rango més acotado de huésped bacteriano, siendo
de importancia entre especies cercanamente relacionadas (Kokjohn, 1989). En
ciertos casos, durante el ciclo de replicacion de los fagos, el genoma viral se integra
al cromosoma bacteriano; cuando se escinde de él puede arrastrar fragmentos
cromosomicos de la bacteria, adyacentes al sitio de integracion del genoma viral.
De existir un gen de resistencia en dichos fragmentos, el mismo podria ser
empaquetado como ADN viral forméndose un fago activo que en un nuevo ciclo de
infeccion constituira un medio de diseminacion de la resistencia. Por este proceso,

recientemente se reporto la transferencia de resistencia a ampicilina, cloranfenicol,

5
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estreptomicina, espectinomicina sulfonamidas y tetraciclina entre diferentes
serovariedades de Salmonella enterica, mediada por un fago que es residente
habitual de aislamientos clinicos de esta especie (Schmieger & Schicklmaier, 1999).

e por conjugacion, a través de plasmidos conjugativos. De los tres
procesos, este es el mecanismo mas importante por el cual se produce la
diseminacién de los genes de resistencia. Consiste en la transferencia de ADN de
una célula denominada dadora a otra aceptora, para lo cual es necesaria la
presencia de multiples funciones codificadas, en la mayoria de los casos, en
extensas regiones de elementos extracromosémicos denominados plasmidos
(Amabile-Cuevas & Chicurel, 1992). Los plasmidos son moléculas circulares de
ADN que poseen un amplio rango de tamafos y de funciones codificadas, entre
ellas una gran variedad de genes de resistencia a antimicrobianos. Son capaces de
replicarse en forma auténoma del cromosoma y segregarse entre las células hijas
luego de la division celular. Las bacterias portadoras de pldsmidos conjugativos
tienen la capacidad de dispersar estas caracteristicas entre bacterias del mismo

género, y en algunos casos entre géneros no relacionados.

Transposones e integrones. Los transposones conforman un sistema
de transferencia genética intracelular, que permite el movimiento de fragmentos de
ADN entre el cromosoma y los plasmidos. Muchos de estos fragmentos, que

contienen genes que codifican para mecanismos de resistencia a antibioticos, estan
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asociados a transposones. La capacidad de éstos de insertarse (transponer) en
diferentes moléculas de ADN independientemente del sistema de recombinaciéon
clasico del organismo, hacen que tengan gran importancia epidemiolégica como
agentes diseminadores (Levesque & Jacoby, 1988; Tolmasky & Crosa, 1993). Los
transposones han sido clasificados en tres grupos o clases, de acuerdo a la
complejidad de funciones relacionadas al proceso de transposicion que tienen
codificados. Los més simples son los del grupo I, que comprende a los
transposones mas pequeiios (0,7 a 2.5 kb), denominados secuencias de insercion
(IS). Consisten en un fragmento de ADN que contiene un gen (o muy raramente
dos) necesario para la transposicion, flanqueado por dos cortas secuencias de ADN
(10-40 pb) invertidas y repetidas (IR) necesarias para el proceso de transposicion y
presentes en todos los transposones. Existe una gran variedad de IS, con mas de
500 variantes descriptas hasta el presente (Mahillon & Chandler, 1998). Dentro del
grupo I estan comprendidos los transposones compuestos, formados por dos IS
que flanquean a un fragmento de ADN de longitud variable el cual, generalmente,
contiene un gen de resistencia. Los transposones del grupo II presentan una
mayor complejidad. Poseen, como minimo, dos genes codificantes de las funciones
necesarias para la transposicién, denominadas transposasa y resolvasa. Este grupo
ha sido dividido en dos subgrupos, a saber, subgrupo Tn3 y subgrupo Tn21, de
acuerdo al sentido transcripcional de estos genes. Actualmente se sabe que los

transposones del grupo II son los de mayor importancia clinica, ya que son
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extremadamente eficientes desde el punto de vista de la diseminacion de genes
relacionados con la resistencia a antibioticos, a metales pesados y a determinantes
de patogenicidad (Campbell y col., 1979). Los transposones del grupo III incluyen
a bacteri6fagos transponibles, tales como el Mu y sus derivados. El fago Mu es, de
hecho, tanto un virus como un transposéon y ha sido extremadamente util en la
dilucidacion de los mecanismos de transposicion de estos elementos (Pato, 1989).

La evolucién de una gran variedad de plasmidos y transposones que portan
genes codificantes de multirresistencia en bacterias gram-negativas, han tenido a la
integracion sitio-especifica de estos genes como factor de gran relevancia en dicha
evolucion (Cameron y col.,, 1986; Wiedemann y col., 1986; Oullette, 1987;
Sundstrom y col., 1988). Esta captacion estaria mediada por integrones, una
familia de elementos de ADN potencialmente moviles (Stokes & Hall, 1989). La
mayoria de los integrones descriptos hasta el presente consisten en dos elementos
conservados que flanquean unidades discretas integradas como cassettes (Figura
3).

El segmento conservado 5’ contiene el gen codificante de una recombinasa
sitio-especifica (intI) de la familia de las integrasas, un sitio unico de
reconocimiento de la integrasa (attl), localizado en adyacencia al gen intl y en la
cadena opuesta una region promotora, Pant, dirigida hacia la region de integracion

(Argos y col, 1986; Stokes & Hall, 1989; Hall y col., 1991).
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Figura 3. (A) Estructura general de un integrén de clase I. Se muestran las regiones conservadas y de
insercion de cassettes génicos. Las flechas muestran la direccidn de transcripcion. Los elementos de 59 bases
(59-be) se indican con circulos. Los sitios de recombinacidn también son sefialados. La localizacion de los
promotores se esquematizan con cuadros rojos; un segundo promotor (P2) para los transcriptos de los genes
de resistencia a antibiéticos esta presente solamente en algunos elementos. (B) Mecanismo de incorporacién
de cassettes génicos dentro de un integrén. La integrasa reconoce el sitio de union (59-be) y media la
recombinacion sitio especifica, llevando a la incorporacién lineal de un cassette dentro del integrén. El evento
inverso lleva a la delecién del cassette, el cual podria integrarse en otro sitio de unidn en un sistema

multigénico. Adaptado de Rowe-Magnus & Mazel, 1999.
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En el segmento conservado 3’ se encuentran los genes determinantes de las
resistencias a bromuro de etidio y a compuestos cuaternarios de amonio (qacEA1),
a sulfonamidas (sull) y un marco de lectura abierto (orf5) cuyo producto tiene
algunas similitudes con la puromicin-acetiltransferasa (Sundstrom y col., 1988;
Stokes & Hall, 1989; Bissonette & Roy, 1992; Paulsen y col., 1993). Los genes
integrados, que cominmente confieren resistencia a antibidticos, son parte de un
cassette movil discreto formado por el gen y un sitio de recombinaciéon conocido
como elemento de 59 bases (59-be o sitio attC), localizado en el extremo 3’ del gen.
Los 59-be son repeticiones imperfectas, invertidas y cortas reconocidas por la
integrasa, cuya longitud y secuencia varian considerablemente (de 57 a 141 pb),
estando las similitudes restringidas a sus extremos, que corresponden al sitio core
inverso (RYYYAAC) y al sitio core (GITTRRRY, siendo | el punto de
recombinacion) (Figura 3A). Los cassettes son unidos en attl, el sitio de
recombinacién primaria. Ensayos que permitieron la formacion sitio-especifico de
plasmidos cointegrados (Martinez & de la Cruz, 1990) y su resolucion (Hall y col.,
1991) demostraron que IntI cataliza esta recombinaciéon (Figura 3B).

Los cassettes son insertados en la misma orientaciéon de expresién y
generalmente no contienen una regién promotora, por lo cual su expresion
depende del promotor comun Pan:. Esta region tiene gran similitud con el promotor
consenso de E. coli (Cameron y col., 1986; Hall y col., 1991). La presencia de este

promotor fue demostrada primeramente por inactivacion insercional en el
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plasmido R388 como el responsable de la transcripcion del gen dhfrII (Swift y col.,
1981), y por mapeo con la nucleasa S1 del transcripto del gen blaoxa-», asociado a

un integron, en el plasmido R46 (Mossakowska y col., 1989).

16. Integrones en V. cholerae

Se han descripto tres clases principales de integrones, que presentan caracteristicas
diferenciales (secuencias genéticas codificantes de sus respectivas integrasas, sitio
unico de reconocimiento attl) (Bennett, 1999). La clase 1 agrupa a la mayoria de
los integrones encontrados en los aislamientos clinicos. Estos elementos
constituyen los integrones mas detalladamente estudiados y son el tnico grupo
para el cual se ha probado experimentalmente el movimiento de los cassettes
génicos (Figura 3). Los integrones de clase 2 fueron encontrados sobre el
transposon Tn7 y elementos relacionados. El integron encontrado sobre Tn posee
tres cassettes génicos integrados adyacentes al gen codificante de una integrasa
defectiva y, ademas, carece de la regién 3’ conservada (Sundstrém y col., 1991). Un
Unico integron de clase 3 ha sido caracterizado hasta el presente y presenta
similitudes con los de clase 1, siendo la mayor diferencia entre ambos, ademas de la
integrasa, la secuencia del sitio attl (Arakawa y col., 1995; Collis y col., 2002). En
aislamientos de V. cholerae se describieron integrones de clase 1 (Falbo y col., 1999;

Dalsgaard y col., 2000). Ademas, de la secuenciacion del genoma de V. cholerae, se
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confirmé la presencia de un mega-integron localizado en una significativa porciéon
de su cromosoma 2 (integréon de clase 4). Esta region esta caracterizada por la
presencia de muchas secuencias de 123-126 pb con un alto grado de identidad entre
si, denominadas “V. cholerae repeats” (VCRs) (Barker y col., 1994). La organizacion
de los genes con VCRs es idéntica a la de los cassettes encontrados en integrones
multirresistentes: en general los VCRs flanquean genes simples o en algunos casos
pares de genes, todos los VCRs estan en la misma orientacion unos de otros, cada
VCR presenta una simetria imperfecta que comienza con un sitio core inverso y
termina con un sitio core idéntico al consenso GTTRRRY de los cassettes de
integrones, y el sitio core inverso es siempre complementario al sitio core que se
encuentra en posicion 3’ del VCR (Figura 4). Ademas, se identifico un gen
codificante de una integrasa (intl4) que comparte un 45-50% de identidad con las
otras tres detectadas en los integrones de clase 1, 2 y 3, clasificAndose a este mega-
integron como un integroén de clase 4 (Mazel y col., 1998).

La mayoria de los 216 marcos de lectura abiertos descriptos en la region VCR
no han mostrado homologia con alguna secuencia conocida, y solo tres parecen
estar involucradas en la resistencia a drogas (cloranfenicol acetiltransferasa,
proteina de resistencia a fosfomicina y glutation transferasa). También se
detectaron genes codificantes para varias enzimas del metabolismo de ADN (Mut
T, transposasa y una integrasa), genes de virulencia potencial (hemaglutinina y

lipoproteinas) y tres genes que codifican productos similares a “proteinas de
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adiccion al huésped” (higA, higB y doc), las cuales son empleadas por los plasmidos
para su propio mantenimiento dentro de la célula huésped (Heidelberg y col.,
2000). Hasta el presente no se han descripto en esta region genes que codifiquen
para B-lactamasas.

Se demostro6 que cassettes génicos que poseen VCRs fueron substrato para la
integrasa de clase 1 de integrones (Mazel y col., 1998) y ademas, en pruebas in
vitro, fue confirmada la actividad para promover la recombinacién sitio-especifico
de cassettes por parte de Intl4 (Rowe-Magnus y col, 2001). Si bien, desde su
relativamente reciente caracterizacion, los integrones tomaron gran relevancia
como elementos captadores de genes de resistencia a antimicrobianos, esta funcion
podria haberse generado a partir del inicio del uso de estas drogas. De estudios con
cepas del género Vibrio de la era pre-antibiotica (incluidos aislamientos del afio
1888) se desprenden evidencias que apoyan la hipotesis que los mega-integrones
podrian haber sido (y ser) captadores y dispersadores de genes asociados con la
patogenicidad (toxinas estables al calor, hemaglutininas, lipoproteinas) (Mazel y

col., 1998).
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Figura 4. Comparacion estructural de (A) un integron “clasico” y (B) del mega-integrén de V. cholerae. (A)

Representacion esquematica del integron de resistencia a antibiéticos In30; los genes que pertenecen a

cassettes génicos (rectangulos grises) estan asociados con 59-be (tridngulos rojos) de secuencia variable; se

muestran las secuencias consenso de las mismas. En verde, los genes no-moviles de los integrones de clase 1.

(B) Los marcos de lectura abiertos (ORF) estan separados por secuencias altamente homdlogas, los VCRs

(triangulos rosa). Los rectangulos amarillos representan genes codificantes de proteinas ribosomales y

factores de transcripcion. Las flechas negras indican la direccién de transcripcion. La simetria imperfecta

presente tanto en los 59-be como en los VCRs estan simbolizados por flechas grises. Adaptado de Mazel y

col., 1998.
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Se supone, a partir de las similitudes estructurales y funcionales
mencionadas con anterioridad, que los integrones podrian haberse originado de
estos super-integrones encontrados en diferentes especies de Vibrio (V. mimicus,
V. anguillarum y V. metschnikovii), Pseudomonas (P. alcaligenes y P. mendocina)
y diversos géneros de proteobacterias (Rowe-Magnus & Mazel, 1999; Mazel &

Davies, 1999; Rowe-Magnus y col., 2001).

1.7. Estudios preliminares

Entre los afios 1992 y 1998 se remitieron al Servicio Fisiopatogenia, Dpto.
Bacteriologia, del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas A.N.L.I.S. “Dr.
C. G. Malbran”, 845 aislamientos de V. cholerae no O1, no-O139 provenientes de
diferentes muestras (447 de agua, 370 de materia fecal, 9 ambientales y 19 de
alimentos) tomadas en distintas provincias de nuestro pais. La identificacion y
serologia fue realizada por el Servicio Enterobacterias de dicha institucién. A fin de
definir el perfil de resistencia presente en este grupo bacteriano, en nuestro
Servicio se estudiaron, mediante el método de difusion por discos, 669 cepas (359
de agua, 303 de muestras de materia fecal y 7 de alimentos) provenientes de
Capital Federal (n=6) y de 15 provincias (86 de Bs. As., 3 de Chaco, 12 de Cordoba,
4 de Entre Rios, 125 de Jujuy, 1 de La Pampa, 62 de Mendoza, 2 de Neuquén, 13 de

Rio Negro, 176 de Salta, 17 de San Juan, 8 de San Luis, 10 de Santa Fe, 1 de
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Santiago del Estero y 143 de Tucuman), aisladas entre enero de 1993 y mayo de
1998. Aproximadamente un 30 % de este total mostro el fenotipo no-sensible a
ampicilina (categorias resistente mas sensibilidad intermedia, AMPNS). A fin de
caracterizar el mecanismo enzimatico que confiere este perfil de resistencia, se

estudiaron 115 de esos V. cholerae no-01, no-0139 AMPNS,

==
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OBJETIVOS

+ A.nalizar la presencia de B-lactamasas en los aislamientos de V. cholerae no-

01, n0o-0139 AMPNS e identificarlas.

+ Caracterizar el mecanismo de resistencia a antibioticos B-lactdmicos de mayor

prevalencia entre los aislamientos en estudio.
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22. Cepas bacterianas, pldsmidos y medios de cultivo

Se estudiaron 115 aislamientos de V. cholerae no-O1, no-O139 que presentaron
el fenotipo AMPNS, detectados en nuestro Servicio a partir de un screening

inicial realizado sobre un total de 669 aislamientos mediante difusion por
discos. Las cepas fueron conservadas en caldo tripticasa-soya con 15% de glicerol a
-70°C. La cepa de V. cholerae no-0O1, no-0139 (denominada ME11762), aislada de
una muestra de agua del Canal Capilla, Mendoza, Argentina, se empled en los
ensayos de clonado y secuenciaciéon del determinante de resistencia en estudio. La
cepa Pesc37 fue utilizada como control en los anélisis de sensibilidad. E. coli
ER1793 resistente a 4cido nalidixico (NalR) fue empleada como cepa receptora en
ensayos de conjugacion. E. coli DH5a fue empleada como huésped de plasmidos
recombinantes en los ensayos de clonado.

Los plasmidos pACYC184, que -codifica resistencia a tetraciclina y
cloranfenicol, y pBGS19, que codifica resistencia a kanamicina (Spratt y col., 1986),

fueron empleados como vectores de clonado.
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Las células fueron cultivadas en agar Mueller Hinton (Difco, Becton
Dickinson) y LB (agar y caldo) (Sambrook, 1989). En los procedimientos de
electroporacion se utilizé el medio SOC, el cual contiene:

Triptona 2%
Extracto de levadura  0,5%
Cloruro de sodio 10 mM
Cloruro de potasio 2,5 mM
Cloruro de magnesio = 10 mM
Sulfato de magnesio 10 mM

Glucosa 20 mM

2.2. Agentes antimicrobianos y pruebas de sensibilidad

Los antibioticos utilizados fueron obtenidos de los siguientes laboratorios:
ampicilina, Bagd; cefoxitina, Merck Sharp & Dohme; cefalotina, Wyeth-Ayerst;
piperacilina, Richmond; cefoperazona y sulbactam, Pfizer; ticarcilina, Schering
Plough; acido clavulanico, Smith Kline Beechman; y 4cido nalidixico, Winthrop.

La concentracion inhibitoria minima (CIM) se determindé mediante la
técnica de dilucion en agar, de acuerdo a normas internacionales para V. cholerae,
adoptando los criterios para Enterobacteriaceae para otros agentes B-lactamicos
distintos de ampicilina (NCCLS, 2000). El control de calidad se realiz6 utilizando

las cepas de referencia E. coli ATCC 25922 y 35218, Pseudomonas aeruginosa
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ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Enterococcus faecalis ATCC

20212,

2.3. Preparacién de -lactamasas

Los cultivos bacterianos fueron obtenidos en 10 ml de caldo BHI a 35°C con
agitacion. Las células se centrifugaron, se lavaron y se resuspendieron en 0,5 ml de
buffer fosfato 10 mM, pH 7,0. La suspension celular se someti6 a sonicacién a 4°C
(2 pulsos de 45 s a 20 Hz, separados por un intervalo de 30 s, empleando un Vibra
Cell Sonifier, Sonics and Materials Inc., Danbury, U. S. A.) con una posterior
centrifugacion (10 min, 17,000 x g, a 4°C) para eliminar los detritos celulares. El

sobrenadante se empleo en los ensayos de isoelectroenfoque analitico.

2.4. Isoelectroenfoque (IEF) analitico

Los extractos crudos de B-lactamasas fueron analizados en geles de
poliacrilamida de amplio espectro (Ampholine PAGplate, pH 3,5 a 9,5; Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden) utilizando un aparato Multiphor II (Pharmacia LKB,
Uppsala, Sweden), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las bandas de 8-
lactamasas fueron visualizadas por el método iodométrico (Labia & Barthélémy,
1979), cubriendo el gel de poliacrilamida, una vez finalizada la corrida, con un

sobregel que contiene el sistema yodo-almidén. Para detectar las bandas
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producidas por actividades de B-lactamasas se realizaron revelados suplementando
el sobregel con penicilina (0,1 mg/ml) méas cefaloridina (1 mg/ml) como substratos.
Para los procedimientos de inhibicidon de B-lactamasas, el gel fue cubierto con papel
de filtro impregnado con 1 mM EDTA, oxacilina, aztreonam, acido clavulanico o
sulbactam, y se incub6é por 10 min a temperatura ambiente antes del revelado
descripto anteriormente. Como patrones se emplearon B-lactamasas de punto
isoeléctrico (pI) conocido: TEM-12 (pI 5,25), TEM-1 (pl 5,4), TEM-10 (pI 5,57),

SHV-2 (pI 7,6), P99 (pI 7,8), CTX-M-2 (pI 7,9) y SHV-5 (pI 8,2).

25. Ensayos de conjugacién

Las cepas dadora y receptora fueron mezcladas sobre dgar Mueller-Hinton
en una relacion 5 a 1 e incubadas por 18 h a 25°C (Barja y col., 1990) o0 35°C (Rice &
Bonomo, 1996). Para seleccionar las células transconjugantes se emple6 agar

Mueller-Hinton suplementado con acido nalidixico (50 ug/ml) y AMP (8 ug/ml).

2.6. Manipulacién de ADN

El ADN total y el plasmidico fueron extraidos y purificados empleando
equipos comerciales (Wizard Genomic DNA Purification Kit y Wizard Minipreps
DNA Purification System, Promega, Madison, U.S.A., respectivamente). Las

enzimas de restriccion y la ligasa fueron adquiridos de Gibco BRL (Gaithersburg,
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MD, USA). El ADN total fue parcialmente digerido con Sau3A I y los fragmentos se
ligaron con el vector pACYC184, linealizado con BamH I, de acuerdo a protocolos
descriptos previamente (Sambrook y col.,, 1989). Con esta ligacion se
transformaron, mediante electroporacion, células competentes de E. coli DH5a
(ver més adelante). Para la seleccién de cepas recombinantes, se utilizaron placas

de agar Mueller-Hinton suplementado con AMP (16 pg/ml) y cloranfenicol (CMP,

50 ug/ml).

Electroporacion. Las células E. coli DH50. competentes utilizadas en este
trabajo se prepararon de la siguiente forma: un litro de caldo LB se inocul6 con 1

ml de un cultivo de 16 hs y se incub6 a 37°C con agitaciéon hasta alcanzar una DOy,

= 0,5-1,0. El cultivo resultante se incub6 en hielo durante 15-30 min. y
posteriormente las células se aislaron estérilmente por centrifugacion a 4000 x g
durante 15 min. Se eliminé totalmente el sobrenadante y las células se
resuspendieron en 11 de agua destilada estéril a 4°C. Se centrifugd en igual forma
que en el paso anterior y se eliminé el sobrenadante. Las células se resuspendieron
en 500 ml de agua destilada estéril a 4°C, nuevamente se centrifugé en las mismas
condiciones que en el paso anterior y se elimin6 el sobrenadante. Las células se
resuspendieron en 10 ml de glicerol 10% (v/v) estéril a 4°C. Se centrifugd en
iguales condiciones que en el paso anterior y se elimin6 el sobrenadante. Las

células se resuspendieron en 2-3 ml de glicerol 10% (v/v) estéril a 4°C. La
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concentracion de células resultantes es de 1-3 x101° cél/ml. Se distribuyeron en

alicuotas de 40-80 ul y se congelaron a -70°C hasta su uso.

La cepa E. coli DH5a competente se electrotransformé6 con ADN plasmidico
empleando un electroporador (Gene Pulser II Electroporation System, Bio-Rad).
La capacitancia, resistencia interna del regulador de pulso y el voltaje aplicado
fueron de 25 uF, 200 Q y 2,5 kV, respectivamente. Las mezclas plasmido-células se
colocaron en cubetas de electroporacion (separacion de electrodos: 0,2 cm)
preenfriadas. Inmediatamente después del pulso eléctrico, se le agregd 1 ml de
medio SOC y se incubé a 37°C con agitacion por 1 hora para permitir la
recuperacion de las células dafiadas. Transcurrido ese tiempo, las células se
plaquearon en agar Mueller-Hinton que contenia ampicilina (16 pg/ml) mas
cloranfenicol (50 pg/ml) o kanamicina (50 ug/ml), dependiendo el vector de

clonado empleado, y se incubaron a 37°C durante 16 hs.

27. Hibridacién (dot blot)

Para el screening inicial e identificacion del determinante de resistencia a
AMP presente en los 115 aislamientos de V. cholerae no-O1, no-0O139, ADN total de
estas cepas en estudio (aprox. 200 ng), obtenido mediante el método “boiling”, fue

transferido a membranas de nylon e hibridado empleando sondas especificas de
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familias de B-lactamasas. Estas consistieron en productos de PCR de los genes
blarem-, blasnv-, blactx-m-, y blarer- (ver abajo) purificados empleando el equipo
Wizard PCR Preps DNA Purification Systems (Promega, Madison, U.S.A.) y
marcadas con digoxigenina, utilizando el equipo Dig DNA Labeling and Detection
Kit (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany), de acuerdo a las instrucciones
de los fabricantes. Las hibridaciones se realizaron a 68°C en un horno de
hibridacion (Hibridization Incubator, Lab-Line Instruments) durante 16 hs y el
revelado se realizo siguiendo las instrucciones incluidas en el equipo de marcaci6on

empleado.

2.8. Amplificacién por PCR

Para los ensayos de PCR realizados en la etapa de screening e identificacion
del determinante de resistencia a AMP, se emplearon primers especificos para las
familias de B-lactamasas blarem-, blasuv-, blacars- (Arlet & Philippon, 1989), blacrx-
M- y blaper- (Petroni y col., 2002). También se emplearon los primers especificos
para el cluster génico codificante del ARN ribosomal 16S, cuya amplificacion
funciona como control positivo de extraccion de ADN de una cepa dada (Greisen y
col., 1994). Las mezclas de reaccién se realizaron en un volumen final de 50 ul que
contenia 20 pmoles de cada primer (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA), 25 uM
de cada dANTP; 1,5 mM de MgCl. y 2,5 U de Tag ADN polimerasa (Promega,
Madison, U.S.A.). El ADN molde se prepar6 mediante el método “boiling”,
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empleandose 5 ul por reaccion. Las amplificaciones se realizaron en un ciclador
térmico Biometra, empleando un programa consistente de un paso inicial de
desnaturalizacion de 10 min a 94°C, 25 ciclos con pasos de desnaturalizacion (30 s
a 94°C), annealing (30 s a 55°C) y extension (30 s a 72°C), y un paso final de
extension de 5 min a 72°C.

El ADN molde a emplearse en la secuenciacidon del gen codificante de la B-
lactamasa en estudio se obtuvo mediante ensayos de PCR. Para ello, se emplearon
primers universales (M13/pUC Forward and Reverse 23-base Sequencing Primers),
que se unen a la region de policlonado del vector pBGS19, en las regiones
adyacentes al sitio donde fue ligado el fragmento de ADN en estudio. El programa
empleado en el ciclador térmico fue semejante al descripto anteriormente, pero
empleando una temperatura de “annealing” de 60°C durante 45 s por ciclo. Una
PCR semi-nested fue realizada empleando las mismas condiciones, utilizando los
primers forward PD (5-CTCTGATGCATGCCTTGCTACT-3’) y reverse P3+ (5'-
GCCTTATCAACGCGACTGTGAT-3") en el primer round de amplificacion, y los
primers forward PD y reverse P2+ (5-GGCGTTGTCGTATCCCTCAAAT-3’) en el
segundo round. Un microlitro del producto de amplificacion obtenido en el primer
round se emple6 como ADN molde para el segundo round. Los productos de
amplificacion obtenidos fueron corridos en un gel de agarosa al 1,5% pretenido con

bromuro de etidio.
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2.9. Secuenciacién de ADN y andlisis de secuencias

La secuenciacion bidireccional se realiz6 por el método de Sanger (Sanger y
col., 1977), empleando la metodologia de los terminadores BigDye (Applied
Biosystem/Perkin Elmer, Foster City, California, USA), segin las condiciones de
reaccion especificadas por los fabricantes. Se utilizaron primers universales y
basados en la secuencia obtenida, los cuales, ademas de P2+, P3+, PD mencionados
anteriormente, fueron los siguientes: P1, 5-GGGCAACCCGTATTGAGATCACA-3’; P2-,
5-GCCTGCATTGGTCAGTTCATAGGT-3’; P3-, 5'-CCGAGGCTTCAATGGCAGAA-3’ v P4,
5’-TGCGCGAGGTTAGTGTTGTTG-3 . Las secuencias se analizaron en un ABI Prism
377 DNA Sequencer (Applied Biosystem/Perkin Elmer, Foster City, California,
USA). Los alineamientos multiples de secuencias nucleotidicas y proteicas se
realizaron mediante el programa CLUSTAL, incluido en el software PCGENE

(Intelligenetics, Inc.).

La secuencia nucleotidica del gen blacars-; y de sus regiones adyacentes

posee el nimero de acceso AF409092 de GenBank.

37



Capttulo 3 Resultados

CAPITULO 3

RESULTADOS

55,0 D

38



Capttulo 3 Resultados

3.. Sensibilidad a los antibidticos

Las CIM a diferentes antibidticos B-lactamicos de los 115 aislamientos de V.
cholerae no-0O1, no-O139 AMPNS sugieren una fuerte actividad de estos
aislamientos sobre carboxipenicilinas (Tabla 1). No se observaron diferencias
significativas entre los perfiles de resistencia entre areas geograficas o fuentes de
aislamiento. Los resultados de las CIMs (ug/ml) de los aislamientos ME11762 y
Pesc37 fueron los siguientes: AMP, 256 y 0,5; AMP-sulbactam, 16 y 1; ticarcilina,
512 y 0,25; ticarcilina-acido clavulanico, 8 y 0,25; cefalotina, 2 y 0,25; piperacilina,

32y 0,25y cefoxitina, 8 y 1, respectivamente.

Tabla 1. Sensibilidad de los aislamientos de V. cholerae no-01, no-0139 AMP™ (n=115)

mediante el método de dilucidn en agar (ug/ml).

AMS CTN PIP TIC TIM CXT
CIM 50 4 0.25 8 128 0.5 1
CIM 90 8 2 16 256 4 8

RANGO 0,5-64 0,12-16 0,12-64 0,12-1024 0,016-16  0,5-32

AMS: ampicilina/sulbactam; PIP: piperacillin; TIC: ticarcillin; TIM: TIC/acido clavulanico; CXT: cefoxitin
3.2. Identificacién del determinante de resistencia
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Del total de aislamientos estudiados, 37 cepas (19 provenientes de muestras
de agua y 18 de heces), presentaron una tnica banda activa con un pI 5,2 cuando el
gel fue revelado mediante el método iodométrico (lineas 5 y 6, figura 5); otras 77
cepas (53 provenientes de muestras de agua y 24 de heces), mostraron una tnica
banda activa con un pl 5,4 (lineas 2 y 3, figura 5); un solo aislamiento, proveniente
de heces, exhibi6 una tinica banda activa con un pI 77,8. Estas enzimas con actividad
de B-lactamasas no fueron inhibidas con EDTA, oxacilina o aztreonam, pero
mostraron inhibicién con sulbactam o acido clavulanico (datos no mostrados). Sin
embargo, las hibridaciones con sondas especificas para las familias génicas blatem-,
blasnv., blacrx-m-, y blaprr-, y las amplificaciones con primers especificos para las
familias génicas blacars-, blatem-, blasuv-, blacrx-m-, y blaper- fueron negativas. Con
el objetivo de caracterizar a nivel nucleotidico el determinante de resistencia a AMP
de presencia mayoritaria en el grupo bacteriano en estudio (B-lactamasa con pl

5,4), se eligié un aislamiento, denominado ME11764, para realizar dicho trabajo.
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Figura 5. IEF de B-lactamasas. Lineas 2, 3, 5 y 6, aislamientos de V. cholerae no-O1, no-0139 AMP™; linea

1, TEM-12 (pl 5,25); linea 4, TEM-10 (pl 5,57); linea 7, TEM-1 (pl 5,4);. El gel fue revelado utilizando

penicilina mas cefaloridina. Los nimeros a la derecha indican los valores de pl de las B-lactamasas conocidas.

33. Transferencia de la resistencia por conjugacién

Para analizar si el determinante de resistencia en estudio se hallaba sobre un
plasmido conjugativo, se realizaron ensayos entre el aislamiento ME11762 como
cepa dadora y E. coli ER1793 NalR como receptora. A pesar de varios intentos, que
incluyeron ensayos a diferentes temperaturas (25°C o 37°C), no se obtuvieron

cepas transconjugantes.

3.4. Clonado y secuenciacién del determinante de resistencia a ampicilina

Se prepar6 una biblioteca gendémica-Sau3A I del aislamiento ME11762 como
se indica en Materiales y Métodos. Las cepas transformantes de E. coli DH5a
portadoras de plasmidos recombinantes fueron seleccionadas con AMP mas CMP.
Los plasmidos de varias colonias resistentes a esta combinaciéon de antibioticos

fueron analizadas y el clon que contenia el plasmido recombinante con el inserto
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mas pequeno (aprox. 2,2 kb), denominado pGMPS1, fue empleado en los ensayos
posteriores (Figura 6A). Como estrategia inicial para realizar la secuenciacion del
gen codificante de la resistencia a AMP, un fragmento Sal I — EcoR V proveniente
del pGMPS1 (aprox. 2,7 kb, que incluyeron 0,5 kb del vector pACYC184 empleado
en el clonado inicial) fue subclonado en forma dirigida en los sitios Sal I- Sma I del
vector pBGS19, produciendo el plasmido pGMPS2 (Figura 6B). Desde este
plasmido recombinante se obtuvieron 3 fragmentos Sac I- Hind III, que fueron
subclonados sobre el mismo vector y secuenciados (Figura 6B). Para superponer
las secuencias de los extremos internos de estos fragmentos, se secuenciaron
ambas cadenas de un producto de PCR obtenido con los primers P2+ y P2-.
Ademés, la secuenciacion de este fragmento directamente amplificado del
cromosoma de ME11762 permiti6 descartar rearreglos de los fragmentos SausA I
producidos durante la construccion de la biblioteca genémica. El fragmento de
ADN clonado result6 en una secuencia de 2214 nucleétidos que contenia un marco

de lectura abierto (ORF1) de 867 nucleo6tidos (Figuras 6Cy 7).
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A EcoR V pGMPS1
Sau3A | Hind 111 Sac | Sau3A | Sal |
B _ pGMPS2 sal |
Sac | Hind 111 S

ac | %ﬂ
N N

Sac | Hind 111 ¢ Sac | Hind 111
L 1
.......... ’ Hind 111 Sac |
C.~"
Sau3A | Hind 111 sac | SausA |
|
VCR1 VCR?2 ORF1 VCR3
Pf > P2- > PD. P3= >
Pr < P2+
Pf e p3+ «—P1

PA——— __Pr «

100 bp ) Pf Pr

Figura 6. Estrategia empleada para secuenciar el determinante de resistencia a ampicilina (ORF1) y las
regiones flanqueantes. (A) Mapa de restriccion del fragmento Sau3A | de la cepa ME11762 (rectangulo
negro); solo se indican los sitios Sau3A | de los extremos. Los rectdngulos grises indican ADN
correspondiente al vector pACYC184. (B) El inserto del plasmido recombinante pGMPS1 se liberd por
digestion con Sal I-EcoR V y fue subclonado en los sitios Sma I-Sal | del vector pBGS19 (rectangulos
blancos), generandose el plasmido recombinante pGMPS2; los rectangulos grises representan aprox. 500 pb
pertenecientes al vector pACYC184. Los insertos de los plasmidos derivados de pGMPS2 fueron
secuenciados. (C) El gen en estudio y las regiones de ADN flanqueantes. El sentido, longitud y los primers
empleados para cada reaccion de secuenciacion estan indicados por flechas negras. Pf y Pr, primers
universales forward y reverse. El rectangulo lila representa al ORF1; la flecha blanca, su orientacion
traduccional; los rectangulos azules representan los fragmentos flanqueantes y los blancos, las secuencias

VCR. Se indican los sitios de restriccion utilizados para el subclonado en el vector pBGS19.
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gatctttatggaaacaaatgggatttattgcaattgaacaaggctcacaaatagcacgcacataacaaacgcctcaagagggactgtcaacgcgtggagt 100
ttccagtcccaatgagccgeggtggttgcagttgttgtgtttgagtttggtggtatgegttgtcageccecttaggegggegttatgecttaatccataaaa 200
atcagcaggttgtgaatgtcgattcctttgggatttcgttcaggttttgtcggcaattcaatattgtttgtcgetgectaatgaagecggcagtgtatectg 300
gcgctgtaaattctgagttattgectcactaggtttttgagtctgegegaggttagtgttgttggctcaagtegttttgagcagtttggtgectttactt 400
acaggctgaaagtctgtcggcaattgaatattgttttgegetacctaatgaaacggcaatgtgtctgtegetgtaagtttcagtgtgattgectcattga 500
gttatcgtgcccatgegtggtgagtgagtttatcggagaggttttttacattggectagttgectaaatgaaagectgecattggtcagttcataggtaaaa 600
gttgagccagttctaattcaaggaaactcggagtttggccaatgatttcagttggttatcattgatttgattcaaatgtaaagtgttgaagcttaagcat 700
aacaaacgcctcaagagggactgtcaacgcgtagegtttcecagteccattgagecgegatggttacggttgttgtgtttgagtttggtgttatgegttgt 800

M K S 3
cagccccttaggcgggegttagecttatttcagtgectaatgectttaagttaagatgtatgeccaatcaatattatggggtcacaaac ATG AAG TCT 896

L L v F A L L M P S v v F A S S S K F Q S v E Q E 28
TTG TTG GTA TTT GCG CTT TTA ATG CCA TCT GTA GTT TTT GCA AGC AGT TCA AAA TTT CAA TCA GTT GAA CAA GAA 971

I K G I E S S L S A R I G v A I L D T Q N G E S w 53
ATT AAG GGA ATT GAG TCT TCA CTC TCT GCT CGT ATA GGA GTC GCC ATT TTG GAT ACT CAA AAT GGC GAA AGC TGG 1046

D Y N G D Q R F P L T S T F K T I A C A K L L Y D 78
GAT TAT AAT GGT GAT CAA CGA TTT CCA TTA ACA AGT ACT TTC AAA ACA ATA GCT TGT GCT AAG TTG CTG TAT GAT 1121

A E H G K v N L N S T v E I K K A D L v T Y S P v 103
GCA GAG CAT GGG AAA GTT AAT CTC AAT AGT ACA GTT GAG ATT AAG AAA GCA GAT CTT GTT ACG TAT TCG CCT GTA 1196

L E K Q v G K P I T L S D A C L A T M T T S D N T 128
TTA GAA AAG CAA GTA GGT AAA CCA ATA ACG CTC TCT GAT GCA TGC CTT GCT ACT ATG ACA ACA AGC GAC AAT ACA 1271

A A N I \% I N A v G D P K S I T D F L R Q I G D K 153
GCA GCC AAT ATT GTT ATA AAT GCT GTC GGT GAT CCT AAA AGC ATT ACT GAT TTT CTG AGA CAA ATT GGT GAC AARA 1346

E T R L D R v E P E L N E G K L G D L R D T T T P 178
GAA ACT CGT CTA GAT CGT GTC GAG CCT GAG CTC AAT GAA GGT AAA CTC GGT GAT TTG AGG GAT ACG ACA ACG CCT 1421

N A I T S T L N Q L L F G S T L S E A S Q K K L E 203
AAT GCA ATA ACC AGC ACG TTA AAT CAA TTA TTA TTT GGT TCC ACA TTA TCT GAA GCT AGT CAG AAA AAA TTA GAG 1496

S w M v N N Q v T G N L L R S v L P v K W S I A D 228
TCT TGG ATG GTG AAC AAT CAA GTT ACG GGT AAT TTA TTG AGG TCA GTA TTG CCA GTG AAG TGG AGT ATT GCT GAT 1571

R S G A G G F G A R S I T A I v W S E E K K P I I 253
CGC TCA GGA GCA GGT GGA TTT GGT GCT AGG AGT ATT ACA GCG ATT GTG TGG AGT GAA GAA AAA AAA CCG ATT ATC 1646

v S I Y L A Q T E A S M A E R N D A I v K I G R S 278
GTA AGT ATT TAT CTA GCT CAA ACC GAG GCT TCA ATG GCA GAA CGA AAT GAT GCG ATA GTT AAG ATT GGT CGT TCA 1721

I F E v Y T S Q S R - 288
ATT TTT GAA GTT TAT ACA TCA CAG TCG CGT TGA taaggctaacaaacgcctcaagagggactgtcaacgcgcggcgtttccagtccct 1809

atgagccgcggtggttactgttgttgtgtttgagtttagtgttttgegttgtcageecccttaggegggegttagecttcttgaagcgaaaaattatcaaaa 1909
tataagctcatttgctctgaacatgecagettttagegttcaagttgececgatttggttetgtgttttagectgatgetgatttggtagaaagtatgaaag 2009
ttcattagtttcaaagccgctgaaaacgagcaagectegatgettecagecategttggatgttcaacactcaaagectggtttcacaaaaggetgecatcat 2109
cgctgtgatctcaatacggttgccctegatecactatectatttttgecgtggteccegatattectegetggegatecactcaccacacteacttgggege 2209
agatc 2214

Figura 7. Secuencia nucleotidica del fragmento de 2214 pb clonado en pGMPS2, que contiene a la region
codificante de la B-lactamasa en estudio. Se muestra la secuencia aminoacidica deducida del ORF1. Los VCRs
sobre las secuencias flanqueantes del gen en estudio estdn subrayados. En el rectangulo gris se indica el
fragmento del inserto caracterizado que posee alta homologia con un fragmento del cromosoma de V. cholerae
(GenBank AE004376, nucledtidos 7944 a 8706). Los sitios de restriccion empleados en el subclonado del gen

en estudio estan doblemente subrayados.
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No se encontraron regiones promotoras ni sitios de unién al ribosoma en el
fragmento ubicado upstream respecto al codon de iniciacién del ORF1. Su
comparacién con secuencias presentes en el GenBank mostr6 una alta identidad
nucleotidica (88,8 %) con el gen codificante de la B-lactamasa CARB-6 y una
identidad promedio del 82,5 % con otros genes pertenecientes a la familia CARB-.

La secuencia proteica deducida a partir del ORF1 (288 aminoacidos), mostro
un 88,5 % de identidad con CARB-6 (31 aminoacidos de diferencia) y un promedio
del 82,4 % con otras enzimas de la familia CARB- (Tabla 2 y Figura 8). Por lo tanto,
la nueva proteina identificada en V. cholerae no-O1, no-0139 se denomin6 CARB-
7.

Tabla 2. Identidad aminoacidica de CARB-7 con varias 3-lactamasas de clase A relacionadas,

pertenecientes a la familia CARB-.

% Identidad

Blactamasa - e 1 CARB-2  CARB-3 N29 CARB-6  CARB-4
CARB-1
CARB-2 99,7
CARB-3 99,3 99,7
N29 97,9 98,2 97,9
CARB-6 93,8 94,1 94,4 93,1
CARB-4 85,1 85,1 85,4 84,7 85,1
CARB-7 83,0 833 837 83,0 88,5 78,8

(Los nros. de acceso a GenBank o a SwissProt de las proteinas alineadas son los siguientes: CARB-1, BLP4_PSEAE;

CARB-2, BLP1_PSEAE; CARB-3, BLP3_PSEAE; CARB-4, PAU14749; N29, D86225; CARB-6, AF030945).
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La secuencia de CARB-7 contiene los motivos conservados encontrados en
las serin-B-lactamasas: su sitio activo posee una tétrada Ser-Thr-Phe-Lys en
posicion 70 a 73 de acuerdo al esquema de numeracién de Ambler (Ambler y col.,
1991), posee las siete regiones conservadas de aminoacidos (Joris y col., 1988) y los
residuos conservados especificos (Figura 8).

El alineamiento de secuencias aminoacidicas de 16 enzimas de clase A
pertenecientes a diferentes grupos de B-lactamasas (TEM-, SHV-, CARB-, PER- y
CTX-M) mostr6 un residuo Gly conservado en la posicion 139 (Figura 9 y 10). Sin
embargo, en la secuencia aminoacidica de CARB-7, se encontr6 un residuo Asp en
dicha posicion. Para confirmar este cambio, se disen6 el primer PD, el cual se
utilizo junto a P2+ en el segundo round de amplificacion en un ensayo de PCR semi
nested. La secuencia de ambas cadenas (191 pb) del fragmento PD-P2+ confirmé la
presencia de un codéon GAT, que codifica para un residuo Asp en posicion 139 de la
enzima CARB-7. Del dendrograma surgido del alineamiento multiple se observa
que la enzima CARB-7 presenta una mayor homologia con la familia CARB- que

con otras familias de B-lactamasas (Figura 10).
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PSE4
CARB2
CARB3
N29
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PSE4
CARB2
CARB3
N29
CARB4
CARB6
CARB7

Box-I
MKFLLA FSLLIPS VVFASSSK FOQVEQDVKA IEVSLSARIGVSVLD TONGEYWDY
MKFLLA FSLLIPS VVFASSSK FOQVEQDVKA IEVSLSARIGVSVLD TONGEYWDY
MKFLLAFSLLIPS VVFASSSK FQOVEQDVKA TEVSLSA RIGVSVLD TONGEYWDY
MKFLLV FSLLIPS VVFASSSK FROVEQDVKA TEVSLSARIGVSVLD TONGEYWDY
MKLLLV FSLLIPS MVFANSSK FQQVEQDAKV IFASLSA HIGISVLD TQTGEYWDY
MKFLLAFSLLIPS VVFASSSK FQQVEQDVKA IEVSLSA RIGVSVLD TONGEYWDY
MKSLLV FALLMPS VVFASSSK FQSVEQE IKG IESSLSARIGVAILD TONGESWDY

*k kk ok Kk kk kkk kkkk | kxk |k kk kkkk kk | kkkk kk kkk

Box-II Box-III Box-IV
NGNQRF PLTSTFK TTACAKLL YDAEQGKVNP NSTVEIK KADLVTYS PVIEKQVGQ
NGNQRF PLTSTEK TTACAKLL YDAEQGKVNPNSTVEIK KADLVTYS PVIEKQVGQ
NGNQRF PLTSTFK TTACAKLL YDAEQGKVNPNSTVEIK KADLVTYS PVIEKQVGQ
NGNQRF PLTSTFK TIACAKLL YDAEQGKVNPNSTVEIK KADLVTYS PVIEKQVGQ
NGNQRF PLTSTFK TTACAKLL YDAEQGE INPKSTIEIK KADLVTYS PVIEKQVGQ
NGNQRF PLTSTEK TTACAKLL YDAEQGK VNP NSTVEIK KADLVTYS PVIEKQVGQ
NGDQRF PLTSTFK TIACAKLL YDAEHGKVNLNSTVEIKKADLVTYS PVLEKQVGK

Kk KKk kokok ok ok ok ok kR k ok kokkk kkk ok k| kK kkok ok k ok okokkok k| kokkx k|

Box-V
AITLDDACFATMT TSDNTAAN I ILSAVGGPK GVITDFLRQIGDKETR LDRIEPDLN
AITLDDACFATMT TSDNTAAN I ILSAVGGPK GVITDFLRQIGDKETR LDRIEPDLN
AITLDDACFATMT TSDNTAAN I ILSAVGGPK GVTDFLRQIGDKETR LDRIEPDLN
AITLDDACFATMT TSDNTAAN I TLSAVGGSK GVTDFLR QIGDKETR LDRIEPDLN
AITLDDACFATMT TSDNAAAN ITLNALGGPE SVIDFLRQIGDKETR LDRIEPELN
AITLDDACFATMT TSDNTAAN I ILSAVGGPK GVITDFLRQIGDKETR LDRIEPDLN
PITLSDACLATMT TSDNTAAN IVINAVGDPK SITDFLRQIGDKETR LDRVEPELN

Kk kkk kkkkkkkk kkkk * *T *kkkkkkkkkkkkkkk  kk kk

Box-VI
EGKLGD LRDTTTP KATASTLNKFLEGSALSE MNOKKLE SWMVNNQV TGNLLRSVL
EGKLGD LRDTTTP KATASTLN KFLFGSALSE MNOKKLE SWMVNNQV TGNLLRS VL
EGKLGD LRDTTTP KATASTLN KLLFGSALSE MNOKKLE SWMVNNQV TGNLLRS VL
EGKLGDLRDTTTPKAIASTLNKFLEGSALSE MNKKKLE SWMVNNQV TGNLLRSVL
EGKLGDLRDTTTPNAIVNTLNELLFGSTLSQ DGOKKLE YWMVNNQV TGNLLRSVL
EGKLGD LRDTTTPKATASTLNQLLFGST LSE ASQKKLE SWMVNNQV TGNLLRS VL
EGKLGDLRDTTTPNAI TSTLNQL LFGSTLSEASQKKLE SWMVNNQVTGNLLRSVL

Fokk kkk kk XK hokok Kk KKK | KAXK kk | kRRK kok ok kokkok ko k kokok ok ok

Box-VII
PAGWNI ADRSGAG GFGARSITAVVWSEHQAP ITVSIYL AQTQASME ERNDATIVKI
PAGWNI ADRSGAG GEFGARSITAVVWSEHQAP ITVSIYLAQTQASMA ERNDAIVKI
PAGWNI ADRSGAG GFGARSITAVVWSEHQAP ITVSIYLAQTQASMA ERNDAIVKI
PAGWNI ADRSGAG GFGARSITAVVWSEHQAP IIVSIYLAQTQASMA ERNDAIVKI
PEGWNI ADRSGAG GFGARSITAVVWSEAQSP ITVSIYLAQTEASTA DRNDAIVKI
PVKWSI ADRSGAG GEFGARSITAIVWSEEKKT IIVSIYLAQTEASMAERNDAIVKI
PVKWSI ADRSGAGGFGARSITAIVWSEEKKP ITVSIYLAQTEASMA ERNDATVKI

Kk kkkokk ok ok ok kR Rk ok ok ok ok ok kkk kkkkkkkkhkk Kk kok Kk kk Kok

GHSIFDVYTSQSR 288
GHSIFDVYTSQSR 288
GHSIFDVYTSQSR 288
GRSIFDVYTSQSR 288
GRSIFEVYSSQSR 288
GRSIFEVYTSQSR 288
GRSIFEVYTSQSR 288

* kkk kk kkokk
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Figura 8. Alineamiento de la secuencia aminoacidica deducida de CARB-7 con las de R-lactamasas de clase

A estrechamente relacionadas: CARB-1 (PSE-4), CARB-2, CARB-3, CARB-4, P. mirabilis N29 y CARB-

6. Los rectangulos grises (I a VVII) corresponden a regiones conservadas en todas las enzimas que reconocen

penicilina (Joris y col., 1988). La flecha indica el residuo 139, con el cambio G—D. Los asteriscos y los

puntos indican residuos idénticos y conservados, respectivamente.
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TEM1 -VALIPFFAAFCLPVFAHPETLVKVKDAEDQLG 39 TEM1 LTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEAIPNDERDTTMPAAMATTLRKLLTGELLTLA 200
TEM10 -VALIPFFAAFCLPVFAHPETLVKVKDAEDQLG 39 TEM10 LTAFLHNMGDHVTRLDSWEPELNEAIPNDERDTTMPAAMATTLRKLLTGELLTLA 200
SHV2 ~  M--RYIR-----—-========-] LCIISLLATLPLAVHASPQPLEQIKQSESQLS 37 SHV2 LTAFLRQIGDNVTRLDRWETELNEALPGDARDTTTPASMAATLRKLLTSQRLSAR 198
SHVS LCIISLLATLPL QPLEQIKLSESQLS 37 SHV5 LTAFLRQIGDNVTRLDRWETELNEALPGDARDTTTPASMAATLRKLLTSQRLSAR 198
PSE4 -QQVEQDVKAIEVSLS 37 PSE4 VTDFLRQIGDKETRLDRIEPDLNEGKLGDLRDTTTPKAIASTLNKFLFGSALSEM 197
CARB2 QQVEQDVKAIEVSLS 37 CARB2 VTDFLRQIGDKETRLDRIEPDLNEGKLGDLRDTTTPKAIASTLNKFLFGSALSEM 197
CARB3 37 CARB3 VTDFLRQIGDKETRLDRIEPDLNEGKLGDLRDTTTPKAIASTLNKLLFGSALSEM 197
N29 37 N29 VTDFLRQIGDKETRLDRIEPDLNEGKLGDLRDTTTPKAIASTLNKFLFGSALSEM 197
CARB6 37 CARB6 VTDFLRQIGDKETRLDRIEPDLNEGKLGDLRDTTTPKAIASTLNQLLFGSTLSEA 197
CARB4 37 CARB4 VTDFLRQIGDKETRLDRIEPELNEGKLGDLRDTTTPNAIVNTLNELLFGSTLSQD 197
CARB5 44 CARB5 LTKFLRSIGDDTTRLDRWETELNEAVPGDKRDTTTPIAMVTTLEKLLIDETLSIK 205
GN79 ‘TDSVLI 44 GN79 LTKFLRSIGDDTTRLDRWEPELNEAVPGDKRDTTTPIAMVTTLEKLLIDETLSIK 205
AER1 MYVLSVEKPTLRNKFAAGIGVVLVCVVASFIPTPVFALDTTKLIQAVQSEESALH 55 AER1 FNAYMRSIGDEETQLDRKEPEL! GDVRDTTT LRKILLGDALSAS 216
CTXM2 MMTQSIRRSML- -TVMATLPLLFSSATLHAQANSVQQQOLEALEKSSG 45 CTXM2 VTAFARSLGDETFRLDRTEPTLNTAIPGDPRDTTTPLAMAQTLKNLTLGKALAET 205
CTXM5 MMTQSIRRSML- -TVMATLPLLFSSATLHAQTNSVQQOLEALEKSSG 45 CTXM5 VTAFARSLGDETFRLDRTEPTLNTAIPGDPRDTTTPLAMAQTLKNLTLGKALAET 205
PER2 TKCVFTASALLMLGLSSFVVSAQSPLLKEQIETIVTGKK 43 PER2 LHAYIQSLGVKEAAVVANEAQMHADDQVQYQNWTSMKAAAQVLOKFEQKKQLSET 207
CARB7 --LVFALLMPSVVFASSSKF----QSVEQEIKGIESSLS 37 CARB7 ITDFLRQIGDKETRLDRVEPELNEGKLGDLRDTTTPNAITSTLNQLLFGSTLSEA 197
G E T L L
TEM1 ARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIH 94 TEM1 SRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWFIADKSGAGER----~ IIAALGPD 250
TEM10 ARVGYIELDLNSGKILESFRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIH 94 TEM10 250
SHV2 GRVGMIEMDLASGRTLTAWRADERFPMMSTFKVVLCGAVLARVDAGDEQLERKIH 92 SHV2 248
SHV5 GRVGMIEMDLASGRTLTAWRADERFPMMSTFKVVLCGAVLARVDAGDEQLERKIH 92 SHV5 248
PSE4 ARIGVSVLDTQNGEYWD-YNGNQRFPLTSTFKTIACAKLLYDAEQGKVNPNSTVE 91 PSE4 247
CARB2 ARIGVSVLDTQNGEYWD-YNGNQRFPLTSTFKTIACAKLLYDAEQGKVNPNSTVE 91 CARB2 247
CARB3 ARIGVSVLDTQNGEYWD-YNGNQRFPLTSTFKTIACAKLLYDAEQGKVNPNSTVE 91 CARB3 -GARSITAVVWSE 247
N29 ARIGVSVLDTQNGEYWD-YNGNQRFPLTSTFKTIACAKLLYDAEQGKVNPNSTVE 91 N29 -GARSITAVVWSE 247
CARB6 ARIGVSVLDTONGEYWD-YNGNQRFPLTSTFKTIACAKLLYDAEQGKVNPNSTVE 91 CARB6 247
CARB4 AHIGISVLDTQTGEYWD-YNGNQRFPLTSTFKTIACAKLLYDAEQGEINPKSTIE 91 CARB4 GQKKLEYWMVNNQVTGNLLRSVLPEGWNIAD] 247
CARB5 ARIGLAVHDLETGKRWE-HKSNERFPLSSTFKTLACANVLORVDLGKERIDRVVR 98 CARB5 SRQQLESWLKGNEVGDALFRKGVPSDWIVADRTGAGGY 255
GN79 ARIGLAAHDLETGKRWE-HKSNERFPLSSTFKTLACANVLORVDLGKERIDRVVR 98 GN79 SRQQLESWLKGNEVGDALFRKGVPSDWIVADRTGAGGY: 255
AERL ARVGMTVFDSNTGTTWN-YRGDERFPLNSTHKTFSCAALLAKVDGKSLSLGQSVS 109 AER1 SRSQLTQWMLDDQVAGALLRASLPSDWKIADKTGAGGY: 266
CTXM2 GRLGVALINTADNSQ-ILYRADERFAMCSTSKVMAAAAVLKQSESDKHLLNQRVE 99 CTXM2 QRAQLVTWLKGNTTGSASIRAGLPKSWVVGDKTGSGDY 255
CTXM5 GRLGVALINTADNSQ-ILYRADERFAMCSTSKVMAAAAVLKQSESDKHLLNQRVE 99 CTXM5 QRAQLVTWLKGNTTGSASIRAGLPKSWGVGDKTGSGDY 255
PER2 ATVGVAVWGPDDLEPL-LLNPFEKFPMOSVFKLHLAMLVLHQVDQGKLDLNQSVT 97 PER2 SQALLI TTTGPQRLKGLLPAGTIVAHKTGT 262
CARB7 ARIGVAILDTQNGESWD-YNGDQRFPLTSTFKTIACAKLLYDAEHGKVNLNSTVE 91 CARB7 SQKKL QVTGNLLRSVLPVKWSIAD] 247
G F S K L L W P G
TEM1 YSQNDLVEYS---PVTEKHLTD-GMTVRELCSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKE 145 TEM1 GKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAEIGASLIK-------- HW-- 286
TEM10 PVTEKHLTD-GMTVRELCSAAITMSDNTAANLLLTTIGGPKE 145 TEM10 GKPSRIVVIYTTGSQATMD 269
SHV2 PVSEKHLAD-GMTVGELCAAAITMSDNSAANLLLATVGGPAG 143 SHV2 NKAERIVVIYLRD!' QQIAGIGAALIE- HWQR 286
SHVS PVSEKHLAD-GMTVGELCAAAITMSDNSAANLLLATVGGPAG 143 SHV5 NKAERIVVIYLRD!' QQIAGIGAALIE- HWQR 286
PSE4 PVIEKQVGQ-AITLDDACF ONTAANIIL 142 PSE4 HQAPIIVSIYLAQTQASMEERNDAIVKIGHSIFD----VYTSQS-R 288
CARB2 PVIEKQVGQ-AITLDDAC! DNTAANIIL 142 CARB2 288
CARB3 PVIEKQVGQ-AITLDDACF JNTAANIIL 142 CARB3 288
N29 PVIEKQVGQ-AITLDDAC! DNTAANIIL 142 N29 288
CARB6 PVIEKQVGQ-AITLDDAC! DNTAANIIL 142 CARB6 288
CARB4 PVIEKQVGQ-AITLDDACFATMTTSDNAAANIILNALGGPES 142 CARB4 288
CARB5 PVTEKHVGKKGMSLAELCQATLSTSDNSAANFILQAIGGPKA 150 CARB5 298
GN79 PVT AELCQATLSTSL ANFILOQAIGGPKA 150 GN79 298
AERL PITEKSLSPETVTFGKICQAAVSYSDNTAANVVFDAIGGATG 161 AER1 SKQPLVVGIYITQTKASMQASNQAIARIG 304
CTXM2 PIAEKHV-NGTMTLAELGAAALQYSDNTAMNKLIAHLGGPDK 150 CTXM2 NHAPLVLVTYFTQPE( ILAAAAKIVTH- 291
CTXM5 PIAEKHV-NGTMTLAELGAAALQYSDNTAMNKLIAHLGGPDK 150 CTXM5 NHAPLVLVTYFTQPEQKAESRRDVLAAAAKIVTH- 291
PER2 VNRAAVLONTWS PMMKDHQGDEFTVAVQQLLQYSVSHSDNVACDLLFELVGGPQA 152 PER2 DGRPLLVAVFVKDSAESERTNEAITAQVAQAAYQFELKKLSAVSPD 308
CARB7 IKKADLVTYS---PVLEKQVGK-PITLSDACLATMTTSDNTAANIVINAVGDPKS 142 CARB7 EKKPIIVSIYLAQTEASMAERNDAIVKIGRSIFE----VYTSQSRX 289

SDN A

Figura 9. Alineamiento de la secuencia aminoacidica deducida de CARB-7 con las secuencias de enzimas de
clase A pertenecientes a diferentes familias de 3-lactamasas. Los residuos idénticos estan indicados como una

secuencia consenso.
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Figura 10. Dendrograma obtenido del alineamiento maltiple de 29 3-lactamasas de clase A, realizado con el

programa CLUSTAL.

35. Andlisis de las regiones contiguas al gen b/a.,yg

El anélisis de las regiones contiguas al gen blacars-; (887 nucleotidos
upstream y 460 nucle6tidos downstream) mostr6é la presencia de 3 secuencias

repetidas de 123 pb, 2 de ellas localizadas sobre el fragmento upstream y la restante
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sobre el downstream (Figuras 6C y 7). Las tres secuencias repetidas mostraron una
identidad promedio del 97% con la secuencia consenso reportada para los VCRs de
V. cholerae (Figura 11). Como era de esperar por tan alto grado de identidad, la
estructura secundaria predicha de estas 3 secuencias repetidas mostr6 una
conformacién de stem-loop con valores de estabilidad de energia libre en un rango
de -57,8 y -62,6 kcal/mol, que recuerda claramente el de la secuencia consenso
publicada (-58,6 kcal/mol) (Barker y col., 1994) (Figura 12). Los 3 VCRs estan en la

misma orientacion relativa y todos se encontraron por fuera del ORF1.

VCR1 TAACAAACGCCTCAAGAGGGACTGTCAACGCGTGGAGTTTCCAGTCCCAATGAGCCGCGGTGGTT 65
VCR2 TAACAAACGCCTCAAGAGGGACTGTCAACGCGTAGCGTTTCCAGTCCCATTGAGCCGCGATGGTT 65
VCR3 TAACAAACGCCTCAAGAGGGACTGTCAACGCGCGGCGTTTCCAGTCCCTATGAGCCGCGGTGGTT 65

Consensus TAACAAACGCCTCAAGAGGGACTGTCAACGCGTGGCGTTTCCAGTCCCATTGAGCCGCGGTGGTT 65

R R R R S S S S S S R R R KkAhkKk Kk Ak Ak K Kk KAk Kkkk

VCR1 GCAGTTGTTGTGTTTGAGTTTGGTGGTA-TGCGTTGTCAGCCCCTTAGGCGGGCGTTAT 123
VCR2 ACGGTTGTTGTGTTTGAGTTTGGTGTTA-TGCGTTGTCAGCCCCTTAGGCGGGCGTTAG 123
VCR3 ACTGTTGTTGTGTTTGAGTTTAGTGTTT-TGCGTTGTCAGCCCCTTAGGCGGGCGTTAG 123

Consensus TCGGTTGTTGTGTTTGAGTTTAGTGGTAATGCGTTGCCAGCCCCTTAGGCGGGCGTTAG 124

Kk kkkAkhkkAhkAhkkhkkk Ak Ak KKkk K Khkkhkhkkhkk KAhAkAAAAAAKAA KA AKX K *Kh K

Figura 11. Alineamiento maltiple de la secuencia nucleotidica de los 3 VCR encontrados en las regiones
flanqueantes del gen blacars 7 con la secuencia VCR consenso propuesta (Barker y col., 1994). Las bases

idénticas se indican con un asterisco. El alineamiento fue generado con el programa CLUSTAL.
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Figura 12. Secuencia nucleotidica de los elementos de 123 ph. Estructuras secundarias propuestas para

cada secuencia VCR, determinadas con el software DNASIS v2.5.
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Ambas regiones contiguas del gen blacars; fueron comparadas con
secuencias del GeneBank. Del fragmento upstream, 762 nucle6tidos mostraron una
identidad del 93 % con el locus TIGR VCA0424, el cual esta incluido dentro de la
seccion 33 del cromosoma 2 de V. cholerae (GenBank AE004376, nuclebtidos 7944
a 8706). El fragmento downstream mostré alta homologia principalmente con

otras secuencias VCR.

=2
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Tanto V. cholerae O1 como no-O1 son naturalmente sensibles in vitro a
penicilinas y cefalosporinas de amplio espectro. Sin embargo, desde 1971, se

han descripto aislamientos de V. cholerae provenientes de Africa, Asia,
Europa y Latinoamérica resistentes a ampicilina (Rahal y col., 1973; Towner y col.,
1979; Threlfall y col., 1980; Dupont y col., 1985; Reid & Amyes, 1986; Threlfall y
col., 1993; Kruse y col., 1995; Choury y col., 1999). Hasta la fecha han sido
identificadas solo tres B-lactamasas: TEM-1, una B-lactamasa de amplio espectro,
detectada en aislamientos de Asia y Africa (Dupont y col., 1985; Reid & Amyes,
1986); SAR-1, una carbenicilinasa con actividad hidrolitica menor que TEM-1,
descripta en dos aislamientos de Tanzania (Reid & Amyes, 1986) y mas
recientemente, una B-lactamasa no conjugativa perteneciente al grupo CARB-,
denominada CARB-6, que fue caracterizada a partir de una cepa clinica de V.
cholerae no-O1, no-0139 aislada en Francia (Choury y col.,, 1999). Ademas,
tambien han sido reportadas cepas de V. cholerae productoras de B-lactamasas de
espectro extendido (Rossi y col., 1993; Rossi y col., 1995; Petroni y col., 2002).

En este trabajo se describe la secuencia nucleotidica de una nueva B-
lactamasa aislada de una cepa de V. cholerae no-O1, no-0139, la cual posee una

identidad promedio del 85,5 % respecto de los genes que codifican para varias
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enzimas del tipo CARB-. Ademas, de todas las secuencias incluidas en el GenBank,
solo los genes CARB- mostraron una homologia relevante con la secuencia
descripta aqui. El perfil de sensibilidad conferido por la nueva B-lactamasa sugiere
una fuerte actividad sobre carboxi-penicilinas, comparable con el fenotipo
conferido por las enzimas PSE-1 (CARB-2) o PSE-4 (CARB-1) en P. aeruginosa
(Livermore, 1995). Por tanto, se propone a la nueva enzima como un miembro de la
familia de B-lactamasas CARB-, y de acuerdo a la nomenclatura empleada para este
grupo se la denomin6é CARB-7.

Aunque inicialmente se crey6 que las enzimas de la familia CARB- se
encontraban confinadas a cepas de Pseudomonas aeruginosa (Hedges & Matthew,
1979), algunas de estas B-lactamasas fueron aisladas de enterobacterias (Medeiros
y col., 1982), Alcaligenes xylosoxidans (CARB-2) (Labia y col., 1981) y de un
aislamiento de V. cholerae no-O1, no-0139 (CARB-6) (Choury y col., 1999). En este
estudio, CARB-7 fue aislada de una cepa de V. cholerae no-O1, no-0139
perteneciente a un subconjunto de 77 aislamientos resistentes a AMP productores
de una B-lactamasa con un pl=5,4. Por lo tanto, considerando el total de
aislamientos en estudio (115), la enzima CARB-7 seria la responsable de la
resistencia a AMP en el 67% de los casos. El gen blacars-; no pudo ser transferido
por conjugacion a la cepa E. coli ER1793, a pesar de que se hicieron varios intentos
a diferentes temperaturas. Esta caracteristica fue reportada previamente para otras

enzimas CARB- (Choury y col., 1999) y podria interpretarse como la localizacién
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del gen blacars-; sobre un pldsmido no conjugativo o sobre el cromosoma. Dos
hechos experimentales sugieren fuertemente la localizacion cromosémica de
CARB-7: por un lado, fueron detectadas tres repeticiones de 123-pb sobre la
secuencia contigua del gen blacars-;, que mostraron en promedio un 97 % de
similitud con la secuencia consenso para VCRs (Barker y col., 1994), los cuales
estan restringidos a una region de alrededor de un 10 % del cromosoma 2 de V.
cholerae (Heidelberg y col., 2000). En segundo término, el fragmento upstream del
gen blacars-> mostré un 93 % de identidad con el locus TIGR VCA0424, situado
dentro de la seccién 33 del cromosoma 2 de V. cholerae. La presunciéon de la
localizacion cromosémica del gen blacars-; estd apoyada por la idea de que la isla
VCR funciona como un “mega-integron”. A la fecha, solo trabajos in vitro
demostraron que la integrasa Intl4 de V. cholerae es activa para la recombinaci6on
sitio-especifica de cassettes (Rowe-Magnus y col., 2001), sin pruebas in vivo de este
hecho. Asi, esta seria la primer evidencia in vivo de la captura de un gen por este
sistema.

Comparando la secuencia aminoacidica deducida de CARB-7 con las de las
B-lactamasas de las principales familias pertenecientes a la clase A de B-lactamasas,
tales como TEM-, SHV-, CARB-, CTX-M- y PER-, se observo un cambio, Gly a Asp,
en posicion 139 de la enzima CARB-7 y 144 del esquema de clasificacion de Ambler
(Figura 9). Este es el primer reporte de esta variante aminoacidica. Como puede

inferirse de la estructura cristalografica reportada de la B-lactamasa TEM-1, este
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cambio estaria localizado lejos del sitio activo de la enzima (Strynadka y col, 1992).
La fuerte actividad sobre amino- y carboxi-penicilinas desplegada por CARB-7
apoyaria la hipotesis de que el residuo Asp144 no esta involucrado en su actividad
enzimatica. Sin embargo, los dos residuos Gly en posicion 143 y 144 estan
altamente conservados entre las enzimas de clase A de la clasificacion de Ambler.
De este modo, este cambio no conservativo de un residuo no polar por uno acidico
en la posicion 144 de CARB-7 podria implicar un cambio conformacional en la
estructura secundaria de la enzima, que adicionalmente podria tener algin
significado evolutivo.

A pesar de la alta similitud mostrada por la enzima CARB-7 tanto a nivel
nucleotidico como de la secuencia aminoacidica deducida respecto del resto de las
B-lactamasas de la familia CARB-, se observé una baja homologia entre blacars-; y
el primer especifico OC-2, descripto por Arlet y Philippon (1989) para la
identificacion de la familia génica blacars-. Este hecho explica la carencia de
amplificacion en los ensayos de PCR realizados en nuestro trabajo preliminar
(Mange y col., 2000) y senala la necesidad de disenar nuevos primers que puedan
detectar a este nuevo miembro de la familia CARB-.

Todos los VCR asociados a genes descriptos hasta la fecha son transcriptos
desde secuencias promotoras localizadas inmediatamente upstream del marco de
lectura al que precede (Clark y col., 1997). En el caso del gen blacars-; no se

encontraron sitios de unién al ribosoma o regiones promotoras (similares a las
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secuencias consenso de E. coli). Estos hechos sugieren que la transcripcion de este
gen seria a través de un promotor localizado mas distantemente.

La mayoria de los 216 ORF situados sobre la isla VCR no tienen homologia
con otras secuencias, encontrandose solo tres productos génicos involucrados en la
resistencia a otras drogas diferentes de los antibiéticos B-lactamicos (Heidelberg y
col., 2000). De esta manera, este es el primer reporte de una -lactamasa dentro de

esta region.

==
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