V\PaM

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN MICROBIOLOGIA

Y PARASITOLOGIA MEDICA

72
) &
.]’ * \\

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

Tesis de maestria en Biologia Molecular Médica

“Estudio molecular y funcional del gen cassette aadA1”

Autora: Lic. Angélica Galan Delgado

Directora: Dra. Daniela Centrén

Directora Adjunta: Dra. Maria Paula Quiroga

Ano 2017

Laboratorio de investigaciones en mecanismos de resistencia a antibiéticos

Instituto de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Médica (IMPAM) UBA/CONICET
Universidad de Buenos Aires



A mi mama vy papa, a mis hermanas adoradas
y a mis sobrinos Lucas y Mariana



AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer a la Dra. Daniela Centrén por abrirme las puertas del laboratorio y poder
desarrollar mis proyectos de investigacion bajo su direccidn, asi mismo también agradezco a
la doctora Maria Paula Quiroga por la asistencia en los disefios experimentales y revisién del

documento.

Principalmente a mis padres y a mi familia por el apoyo constante para llevar a cabo mis
proyectos personales y profesionales aunque eso signifique estar lejos de ellos,
especialmente a mis hermanas Modnica y Nubia que son la otra parte de mi corazon y las

extrano todos los dias.

A mis amigos de Colombia que también a la distancia me apoyan y me dan animo para que

siga adelante a pesar de las dificultades, en especial a mi mejor amiga Lorena Chaparro.

A gente del L8 en especial a Ceci Rodriguez, Eli, Gise, Ceci Quiroga, Sabri, Sofi, que se han

llegado a convertir en amigas muy importantes desde que estoy trabajando en el laboratorio.

A toda la gente del IMPAM, en especial a la directora Cristina Cerquetti quien siempre tiene

una sonrisa y una palabra de aliento.

A todos los chicos del becalario, pero especialmente a Cami, Nico y Gera, quienes son casi

como mis hermanos y quienes no me dejan caer y me apoyan a pesar de todo.

Y en general a toda la gente con la que interactlie durante estos 6 afios de larga travesia, a

los que me dieron buenos y malos momentos, porque sin ellos no hubiera crecido y valorado

la gran oportunidad de vivir en este hermoso pais.



INDICE GENERAL

DEDICATORIA

AGRADECIMIENTOS

iNDICE DE TABLAS

INDICE DE FIGURAS

ABREVIATURAS
(0o T U] (o T K oY d o o [FTolol T o USSP 1
1.1- Elrol delos integrones en la Transferencia Horizontal Genética...........cccceevvvivveennnns 1
1.2-  Clasificacion de 105 INTEEIONES.......uuii ittt e e e saae e e s aaeeeenaes 3
1.3-  Sitio de recombiNACION GLt/.......ceeiiiiiiiiiiieieeeee e 5
Y {0 s 1 { PP PP PPTPPPP 6
1.5- Caracteristicas genéticas de |0S 8ENES CASSELLES........uuvvviueeieriiiieeeeiiiiee e eeieeeea 13
1.6- Reacciones de recombinacion en iNt@groONES.......cccveeeiveiieeeeriiiee e eeeee e saeee e 14
1.7- Identificacidn del gen cassette aadAl en el ambiente......ccccceeeveevecciivveeeeeeeeeeccnneee, 17
Capitulo 2: HipOtesis Y OBJETIVOS. ...uuueeiii ittt e e e e erree e e e e e e s e anrreaeees 21
N B o 11T 1 (1Y TP PPRRRRNt 21
A O] o 1<) {1V o U PPRPRROt 21
D N O] oY (<14 LYo = L= o V=] - | RPN 21
2.2.2- ODbjetiVOS ESPECITICOS. ...ciieicirrreeiee ettt e et e e e e e eeesetrrrereeeeessenanrreeeaeaeeeens 21
Capitulo 3: Materiales Y MELOUOS ..uuueeiie ittt e e e e e earrer e e e e e s s e anraeaeeas 23
3.1- Andlisis de bioinformatica de los genes cassette aadA-like. ..............ccoueeeeivveeeeeeeenneennns 23
3.1.1- Estudio de frecuencia y arreglos de los alelos aadA-like. ..........cccceeeeeeecccvvnennnnennn. 23

3.1.2- Analisis de los arreglos de los genes cassettes aadA-like de integrones clinicos....24

3.1.3- Dispersidn de las variantes de los sitios attC de los genes cassette aadA-like y del

Y LA o I £ 1 A O 24
3.2- Ensayos funcionales de recombinacidn para el gen cassette aadAl .............ccceeeeennnens 26
3.2.1- Seleccidn del Modelo @ @StUAIAr......ccuuiiiiiiiiee e 26



3.2.2- Plasmidos recombinantes y cepas utilizadas en este estudio ..........ccccecvveeeeennennnn. 26

3.2.3- Reactivos utilizados de rutina .........ccooveiiiiiiiiiiiiie e 27
3.2.4- Condiciones de crecimiento de los cultivos bacterianos..........cccceeevveeiniiennieennne. 28
3.2.5- Extraccidén de ADN gendmico total y de ADN plasmidico.......cccoeevveeeircieeeeininennnn. 28
3.2.6- Amplificacidn por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) ......cccoceeevveeerveeennee. 28
3.2.7- Secuenciacion de ADN y analisis de SECUBNCIAS. ....ccevvcvieeirriiieeeeriiieeeesrireeeesieeeeens 30
3.2.8- Preparacién de células competentes y transformacidn bacteriana............cccc........ 30
3.2.9- Ensayos de escisidn de genes cassettes in vivo mediados por Intll............cce........ 31

3.2.10- Ensayos de insercidn de cassettes en el sitio attl1 in vivo mediados por Intl1.....33

Capitulo 4: Resultados ¥ DISCUSION .......uuiiiiiiieeeciiee e eeitee ettt e et e e e e e e e e e snaaeeeessaeeae s 36
4.1- Analisis de bioinformatica de los alelos del gen cassette aadA-like. ............ccccceuveeenne. 36
4.1.1- Identificacidn de los alelos de los genes cassettes aadA-like. ..........cccceeevecuveeeennnnen. 36

4.1.2- Andlisis de bioinformatica aplicada a cada alelo aadA-like: abundancia y regién

Variable de INTEEION ...t e e e e e s e e e e e nnaes 38
4.1.2.1- Abundancia de cada alelo aadA-liKe ............ccceeeueiniiiiniiiiiieeeeeeeeee 38
4.1.2.2- Plataformas genéticas del gen cassette aadAl en integrones de clase 1 ........ 39
4.1.2.3- Plataformas genéticas del gen cassette aadAl en integrones de clase 2. ....... 43

4.1.3- Andlisis de dispersion del gen cassette aadAl. ..........ccoeeeeeeeeeeiccciiveeeeeeeeeeeccireeeen, 44

4.1.4- Plataformas genéticas del gen cassette aadA2. .........ccoeeeeeeeeeecciiiveeeeeeeeeeeecinveen, 52

4.1.5- Plataformas genéticas del gen cassette aadASb. .........ccovveeeeeeeeiccciiveeeeee e, 53

4.1.6- Plataformas genéticas de otros alelos de genes cassettes aadA-like menos
LYo DT ] =R PSP 54

4.2- Estudio de los componentes genéticos de los genes cassettes aadA-like: marco abierto
de lectura (ORF) Y SITiOS GEECS. ......ueeeeeeiiieeeecieeeeeecite e eeetee e e e et e e e e tte e e e e satreeeeeetaaeeeeenseeeeannns 56

4.2.1- Estructura genética de los ORFs de los alelos aadA-like. .............ccoueeeeeeeeiecccnnnnnnn. 56

4.2.2- Estructura genética de los sitios attCs de los alelos de los genes cassettes aadA-
JIKE. et et st e e e e et e e e s ae e e e s b ta e e e e aataeeeenaaaaeean 58

4.2.3- Dispersidn de las variantes de los sitios attCs de los genes cassettes aadA-like. ...63

4.3- Estructuras secundarias de los sitios attC usados en los estudios de recombinacion...65

\Y



4.3.1- Descripcidn de la region LH en los sitios attC de los genes cassettes: attChaga1,

AttCoadaz, AttCaaca1 Y ATECHHAT ovveeeenreeiiiii ittt s 66
4.3.2- Descripcion de la region RH en los sitios attC de los genes cassettes: attCqyoga1,

AttCoadaz, AttCagca1 Y OTECHHAT covvereirrieiiiii it 70
4.3.3- Secuencias espaciadoras de las regiones LH Y RH .......ccocoieiiiniiieeiiiieee e 72
4.3.4- Bases extrahelicoidales de los sitios attCaaga1, attCoadaz, attCogcar ¥ attCupaz.......... 73

4.3.5- Influencia sobre el proceso de recombinacién de los diferentes sitios attC
analizados: attCueda1, 0ttCoadaz, OttCagca Y AEECHFAT cvvvvvevuiiiiiiiiiiiccic 75

4.4- Estudio funcional del gen cassette aadA1 mediante ensayos de recombinacién ......... 79

4.4.1- Evaluacion de la capacidad de Intll para escindir a los genes cassettes attl1-
aadA1-attCoada1, attCoagaz-0adAl-attCoaaa, ttCoacar-aadA1-attCoggar Y attCanprr-aadAl-
GttCaadAl .............................................................................................................................. 79

4.4.1.1- Verificacion del evento de escision del 100% .........ccoecveeeeiiiieeeeiiiieeeesiineeeenns 90
4.4.2- Evaluacion de la capacidad de Intll para insertar el lado 5’ de los genes cassettes

attl1-aadA1-attCagdai, attCagaaz-aadAl-attCogga, attCogcar-aadAl-attCoadar ¥ attCansri-
Lo Lo Lo Y0 Rt L { O ST 91

4.4.3- Evaluacién de la capacidad de Int1 para insertar el lado 3’ de los genes cassettes
attll-aadAl-attCoeda1, attCoagaz-0adAl-attCooaat, attCoacar-aadA1-attCoggar ¥ attConfra-

Lo Lo Lo /Yy Rt L { G SRR 92
Capitulo 5: CONCIUSIONES .ovvieiiie ettt e e e e ecrre e e e e e e e e sttt e e e e e e e e eessnssaeaeeeeeeeeesnnnnes 100
RESUMIBN ittt e e et e e 103
Referencias bibliografiCas.......u i 108
LY =3 LR 113

Vi



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Plasmidos usados en este estudio para realizar los ensayos de recombinacién.
Tabla 2. Cebadores usados en este estudio para evaluar los ensayos de recombinacién.

Tabla 3. Descripcidon de los alelos de los genes cassette aadA-like reportados en la base de
datos INTEGRALL.

Tabla 4. Arreglos mas frecuentes de genes cassettes de la zona variable de integrones de
clase 1 que incluyen al gen cassette aadAl.

Tabla 5. Arreglos mas frecuentes de genes cassettes de la zona variable de integrones de
clase 2 que incluyen al gen cassette aadAl.

Tabla 6. Arreglos genéticos asociados upstream y downstream a la secuencia del sitio
attCuadaz €n 200 secuencias con un 100% de identidad y 100% de cobertura provenientes de
GenBank.

Tabla 7. Arreglos genéticos asociados upstream y downstream a la secuencia del sitio
attCuudaz €n 12 secuencias sin nomenclatura con un 100% de identidad y 100% de cobertura
provenientes de GenBank.

Tabla 8. Arreglos mas frecuentes de genes cassettes de la zona variable de integrones de clase 1 que
incluyen al gen cassette aadA2.

Tabla 9. Arreglos mas frecuentes de genes cassettes de la zona variable de integrones de clase 1 que
incluyen al gen cassette aadA>5.

Tabla 10. Arreglos mas frecuentes de genes cassettes de la zona variable de integrones de
clase 1 que incluyen a los genes cassettes aadA6, aadA7, aadAla, aadAlb, aadAll y aadA4.

Tabla 11. Numero de registros correspondientes a las secuencias determinadas como
variantes de sitios attCs de los alelos aadA-like.

Tabla 12. Plasmidos con los genes cassettes usados en este estudio para realizar los ensayos
de recombinacidn.

Tabla 13. Frecuencias de escisidon estimadas para los genes cassettes estudiados en distintos
ensayos de recombinacion.

Tabla 14. Frecuencias de insercién en el sitio att/ll, del lado 5 de los genes cassettes
analizados, estimadas en los ensayos de recombinacién

Vil



Tabla 15. Frecuencias de insercidon en el sitio att/l1, del lado 3’ de los genes cassettes
analizados, estimadas en los ensayos de recombinacién.

Vil



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estructura general de los integrones de clase 1.
Figura 2. Estructura del sitio de recombinacién att/1.

Figura 3. Secuencia consenso de un sitio attC.
Figura 4. Estructura de un sitio attC tipico.
Figura 5. Estructura del gen cassette.

Figura 6. Estructuras secundarias de distintos sitios attC de algunos genes cassettes
relevantes en la clinica.

Figura 7. Arbol filogenético de sitios attCs.

Figura 8. Diagrama ilustrativo del ensayo de escision in vivo.

Figura 9. Diagrama ilustrativo del ensayo de insercion in vivo en el sitio att/1.

Figura 10. Esquema de un gen cassette.

Figura 11. Secuencia del sitio attCuggas.

Figura 12. Arbol de méaxima similitud entre las secuencias de los ORFs de los alelos aadA-like.
Figura 13. Alineamiento por ClustalW para los sitios attC de los distintos alelos aadA-like.

Figura 14. Arbol de maxima similitud de las secuencias de los sitios attCs de los genes
cassettes aadA-like.

Figura 15. Estructura general de un sitio attC tipico.

Figura 16. Estructura secundaria de los sitios attCyaqa1 ¥ attCuadas.
Figura 16a. Caracteristicas del sitio attC 44041

Figura 16b. Estructura secundaria de la hebra inferior del sitio attC,eqas
Figura 16c¢. Secuencia en doble cadena del sitio attChggas

Figura 16d. Estructura secundaria de la hebra inferior del sitio attCuudas

Figura 17. Estructura secundaria del sitio attCygcas.



Figura 17 a. Secuencia en doble cadena del sitio attCuqca; del gen cassette aacAl.

Figura 17b. Estructura secundaria de la hebra inferior del sitio attCugca.

Figura 18. Estructura secundaria del sitio attCufaz.

Figura 18a. Secuencia en doble cadena del sitio attCgsaz.

Figura 18b. Estructura secundaria de la hebra inferior del sitio attC del gen cassette dfrAl.
Figura 19. Estructura de los genes cassettes usados para los ensayos de recombinacion.

Figura 20. Esquema general del proceso de escision del gen cassette aadAl para los
diferentes arreglos construidos en los plasmidos usados en los ensayos de recombinacién.

Figura 21. Geles de agarosa donde se indica con una flecha los amplicones de las
recombinaciones luego de las escisiones

Figura 22. Gel de agarosa donde se observa la frecuencia de escisidn (100%) del ensayo de
recombinacién con el clon pLQ445 attChuca-aadAl- attCphggas.

Figura 23. Secuencia del fragmento de escisidn secuenciado.

Figura 24. Gel de agarosa donde se muestra el resultado de la evaluacion por PCR de las
inserciones a 5’ para los distintos ensayos de recombinacion.

Figura 25. Gel de agarosa donde se muestra el resultado de la evaluacidon por PCR de las
inserciones a 3’para los distintos ensayos de recombinacién.

Figura 26. Porcentajes de recombinacidn de los genes cassettes estudiados en este trabajo.



ABREVIATURAS

5°-CS: Regiodn 5’ conservada de los integrones

3’-CS: Regidn 3’ conservada de los integrones

1L: Dominio de unidn a Intl en un sitio attC, también llamado sitio core

2L: Dominio de unién a Intl en un sitio attC

1R: Dominio de unién a Intl en un sitio attC, también llamado sitio inverse core

2R: Dominio de unidén a Intl en un sitio attC

A: Adenina

ADN: Acido desoxiribonucleico

AN: Numero de acceso al GenBank

ARN: Acido ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero

attl: Sitio de recombinacidn de la integrasa provisto por el integron

attC: Sitio de recombinacidn de la integrasa provisto por el cassette

attC::Tn-like: tipo de sitio de recombinacidn atipico y/o cassette inusual en el que el sitio attC
estd invadido por un elemento moévil.

Aattl-like: tipo de sitio de recombinacidn atipico de la integrasa y/o cassette inusual en el que
el sitio attC presenta identidad con una porcidn de un sitio attl; si aparecen con subindices,
éstos indican la longitud de la identidad incluyendo al triplete GTT.

AattC-like: tipo de sitio de recombinacién atipico de la integrasa y/o cassette inusual en el
gue se observa un ORF en la region variable de un integron pero presentan secuencias no
compatibles con las de los sitios attCs o att/ tipicos.

BGNNFG: Bacilos Gram-negativos no fermentadores de la glucosa

C: Citocina

CS: Sitio core de los sitios attC y attl1, también corresponde de forma general al heptamero
estandar de union a Intl1, su secuencia consenso es GTTRRRY

ICS: Sitio inverse core de los sitios attCy attl1, su secuencia consenso es YRRRAAC

dNTPS: Desoxiribonucledtidos

Xl



Capitulo 1: Introduccion
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Capitulo 1: Introduccion

1.1- El rol de los integrones en la Transferencia Horizontal Genética

La transferencia horizontal genética (THG) es una de las estrategias evolutivas mas
eficientes de las bacterias (Rowe-Magnus y Mazel, 1999). La adquisicion de material
genético foraneo permite aumentar la variabilidad genética de un determinado genoma.
La eficiencia con la cual las bacterias incorporan informacion genética refleja su capacidad
para adaptarse a los cambios ambientales. Varios mecanismos estan involucrados en el
intercambio de material genético, pero el material genético transferido, puede o no ser
asimilado al nuevo genoma. La recombinacion homodloga permite el establecimiento de
secuencias en taxones relacionados, por lo cual es poco probable la introduccidon de
nuevos marcadores. Por el contrario, la recombinacién sitio-especifica, puede mediar el
intercambio de marcadores diversos, aunque son dependientes de sitios blanco para el
reconocimiento y la catalisis respectiva. Las integrasas desarrollaron un ingenioso
mecanismo para permitir la asimilacion de ADN foraneo, basado en el reconocimiento de
dos pequefias secuencias de ADN, identificadas como sitios att/ y attC. El reconocimiento
de estos sitios permite la escision y la insercién, y por lo tanto la acumulacion y/o
reordenamiento de los genes de resistencia a antibidticos que se encuentran bajo la forma

de genes cassettes en integrones.

Un integron es un sistema de escision y/o integracion involucrado en la captura,

movilizacion y expresién de genes (Recchia y Hall, 1995). Consiste en una estructura
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genética que tiene la capacidad de incorporar genes bajo la forma de genes cassettes, a
través de un mecanismo de recombinacidn sitio especifica y transformarlos en genes

funcionales al permitir su expresion génica (Mazel, 2006).

Segun la definicidn actual, los integrones contienen en su estructura 3 elementos: un
gen (intl) que codifica una integrasa perteneciente a la familia de las tirosina-
recombinasas; un sitio primario de recombinaciéon o attl y un promotor orientado en
forma divergente a la integrasa (outward) llamado Pc, que dirige la transcripcién de los
genes cassette incorporados (Hall y col., 1991; Levesque y col., 1994; Recchia y Hall, 1997;

Sundstrom y col., 1998; Rowe-Magnus y col., 1999).

El material genético exdgeno que incorporan los integrones tiene una estructura
particular y se denomina gen cassette. Generalmente los genes que se encuentran bajo
forma de genes cassettes no tienen promotor propio, asi que usan el promotor del
integron para transcribirse. Su estructura se caracteriza por contener un ORF y una
repeticion imperfecta invertida en el extremo 3’ del gen llamado sitio attC (o elemento de
59 pb). Los sitios attC tienen una gran variabilidad de secuencia y su funcién principal es

servir como sitio diana de reconocimiento de la integrasa (Rowe-Magnus y Mazel, 2001).

En los aislamientos clinicos, la mayoria de los genes cassettes que se integran en
este sistema codifican proteinas que en conjunto confieren resistencia a casi todas las

familias de antibidticos (B-lactamicos, aminoglucdsidos, cloranfenicol, trimetoprima,
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sulfonamidas y otras familias de antibiéticos) (Recchia y Hall, 1997). La mayoria de los
microorganismos que contienen este tipo de integrones asociados a multirresistencia
antibidtica son bacterias Gram negativas como las especies pertenecientes a la Familia
Enterobacteriaceae (Stokes y Hall, 1989; White y col., 2001) y otras especies como Vibrio
cholerae (Rowe-Magnus y col., 2001) y Pseudomonas aeruginosa (Rosser y Young, 1999).
Posteriormente se han descrito también en bacterias Gram Positivas (Fluit y Schmitz,

1999; Nesvera y col., 1998) como Corynebacterium glutamicum.

1.2- Clasificacion de los integrones

Hasta la fecha han sido identificadas 5 clases de integrones méviles, en base a la
secuencia de sus integrasas (con un 40-58% de identidad). Todos ellos estan asociados a
multirresistencia antibidtica. Comparten la caracteristica de localizarse en transposones,
plasmidos y/o islas gendmicas, lo cual les permite dispersarse en genomas bacterianos de
diferentes especies y géneros, y asi responder rapida y eficientemente a la presién

antibidtica. Ellos son los integrones de clase 1, 2, 3, SXT y pRSV1.

Los integrones de clase 1 y 2 son los mas exitosos dentro del ambiente hospitalario,
mientras que los otros han sido detectados esporadicamente (Cambray y col., 2010). Los
integrones de clase 1 son encontrados principalmente en aislamientos clinicos, estan bien
caracterizados y han sido los mds estudiados. Su estructura bdsica consiste en una
secuencia 5’ conservada (5’CS) que contiene al gen intl1 que codifica para la integrasa de

tipo 1 (Intl1), encargada de catalizar la recombinacidon genética sitio especifica; luego el
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sitio att/1 que es un sitio de recombinacidn donde se insertan los genes cassette; entre
intl1 y attl1 estdn dos promotores: Pc ubicado dentro del gen de la integrasa y del cual se
identificaron diferentes variantes, y P2, un segundo promotor presente en
aproximadamente 10% de estos integrones, cuya funcién generalmente compensa la
actividad débil del promotor Pc, aumentando la expresidn de los genes cassette sin
interferir con la expresién de la integrasa ; ademas se encuentra el promotor Pintl1 que
promueve la expresion de intl1 (Guérin y col., 2011 y Jové y col., 2010). La regién variable
es donde se localizan los genes cassette estructurales del integréon, en numero variable
que suele ser de 1 a 4, y que de acuerdo a estudios de secuenciacidn, son en su mayoria,
pero no exclusivamente, genes que codifican resistencia a los antimicrobianos (Stokes y
Hall, 1989; Collis y Hall, 1992). En el extremo 3’ se encuentra la secuencia 3’ conservada
(3'CS), donde se localizan tres genes, qacEA1, sull y orf5; el primero confiere resistencia a
compuestos de amonio cuaternario que forman parte de algunos antisépticos y
desinfectantes, el segundo confiere resistencia a sulfonamidas y el orf5 es de funcién

desconocida (Larouche y Roy, 2011) (Figura 1).
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Pc
25 ttl] attC
Intl1 | —  orf qacEAl>| sull > orf5 >
Pintll l gen cassette I
Regidon 5’CS Region 3'CS

Figura 1. Estructura general de los integrones de clase 1. Los genes se muestran como flechas en
la siguiente secuencia: int/1, gen de la integrasa de tipo 1; gacEAl, gen de resistencia a
antisépticos; sull, gen de resistencia a sulfonamidas; orf5, gen de funcion desconocida. Los sitios
de recombinacidon attll y attC se muestran como rectangulos. Los genes cassette estdn
compuestos por un gen y un sitio de recombinacién attC. Se muestran los promotores Pc, P2 y
Pintl1. Modificado de Larouche y Roy,2011.

1.3- Sitio de recombinacion att/

El sitio att/ se caracteriza por ser especifico para cada una de las integrasas
(Grindley y col., 2006). Es una regién de 40 a 70 pb que en el caso del sitio att/1 incluye:
Un sitio simple que consiste en un par de dominios de unidn a la integrasa inversamente
orientados denominados CS “core site” e ICS “inverse core site” junto a otros dos sitios de
unién a la integrasa que son repeticiones directas, denominados sitio de unién fuerte y
débil, respectivamente. (Partridge y col.,, 2000). En el sitio core “CS” se produce la

recombinacion (Figura 2).
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attll/qacE
-70 -60 -50 -40 =30 -20 -10 +10 +20
I | I I I I | ¥ I |
CGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTARAACAAAGEtAgAtgcactaagcacata
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Figura 2. Estructura del sitio de recombinacion att/1. En el sitio simple, se encuentra el sitio core
“CS” (flecha 1) y el inverse core site “ICS” (flecha 2). La flecha vertical indica el punto de
recombinacidn y las flechas horizontales indican las repeticiones directas (DR1 y DR2), las cuales se
solapan con los sitios fuerte y débil de unidn a la integrasa. Modificada de Partridge y col., 2000.

1.4- Sitios attC

El sitio attC, conocido también como elemento de 59 pares de bases, se encuentra
downstream al gen cassette. Consiste en una secuencia palindrémica formada por 57 a
141 pb involucrada en el evento de integracidon y de escision de los genes cassette
(Recchia y Sherratt, 2002). La funcién de los sitios attC es proveer al gen cassette del sitio
de recombinacidn para lograr la escisién o la integracion del mismo en el genoma

bacteriano (Cameron y col., 1986, Recchia y Hall 1995).

Los sitios attC tienen una baja similitud entre ellos y se diferencian tanto en
tamafio como en secuencia. En una primera clasificacién del afio 1997 se agruparon por la
longitud de su secuencia. La similitud de las secuencias de los sitios attC estd localizada
principalmente en 20 nucledtidos en sus extremos denominadas RH (Right Hand) y LH
(Left Hand) por lado derecho e izquierdo, respectivamente, donde cada uno contiene a
dos cajas de heptanucledtidos llamadas R’ (GTTRRRY, R: Purina y Y: Pirimidina) y R”
(RYYYAAC) con un punto de recombinacion ubicado entre la Gy T en R’ (Figura 3). Estas

cajas son parte de dos sitios antiparalelos de recombinacion “core” denominados: R”-L” y

6
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L'-R’, 6 1L-2L y 2R-1R, respectivamente. La estructura general del sitio attC es
palindromica y permite que la hebra simple del attC adopte una forma de cadena doble
por la unidén de las regiones L”a L’ y R” a R’. (Recchia y Hall, 1997; Quirogay col., 2007; Hall

y col., 1991; Collis y Hall 1992; Stokes y col., 1997).

Sitios attC

Region variable, 45-128 nucledtidos

[
I 1
RYYAAC EEEEE) SN GTTRRY

Hrr R!

Figura 3. Secuencia consenso de un sitio attC. Se observan las dos regiones definidas como R”
RYYYAAC, R: Purina e Y: Pirimidina) y la secuencia R’ (GTTRRRY), también llamadas 1L y 1R,
respectivamente. Modificado de Mazel, 2006.

Cémo se menciond anteriormente, cuando el sitio attC se encuentra bajo su
estado de ADN simple cadena tiene la posibilidad de plegarse adquiriendo una estructura
secundaria estable caracteristica en forma de tallo y bucle (stem-loop). Dicha estructura
secundaria es fundamental para que ocurra la recombinacién sitio-especifica mediada por

la integrasa (Figura 4) (Johansson y col. 2004; Bouvier y col. 2005).
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Figura 4. Estructura de un sitio attC tipico. Se toma como referencia al sitio attC,u4a;. Se indican
los sitios simples LH y RH y los sitios 1L, 2L, 2R y 1R. Los superindices Ay T indican las bases Ay T
conservadas de los sitios 2L y 2R, respectivamente. Los asteriscos indican las bases
extrahelicoidales. Las llaves grises marcan la longitud de las secuencias espaciadoras, y las negras
marcan la distancia entre las bases extrahelicoidales tipicas. Parte A: Hebras superior e inferior del
sitio attC,.qa:. Parte B: Estructura secundaria formada por el plegamiento de la hebra inferior del
sitio attCuagai-

Ha sido demostrado experimentalmente que la integrasa de tipo 1 o Intll reconoce
las regiones 1L-1R, 2L-2R en la estructura secundaria del sitio attC y corta el ADN simple
cadena entre la Cy la A del sitio 1R de la cadena inferior (Stokes y col., 1997; Collis y col.
2001 Biskriy col. 2005; Bouvier y col. 2005; Bouvier y col., 2005). Lo cual implica que en la
posterior insercidn del gen cassette cuando éste se encuentra en su forma lineal abierto
en ese punto, quedan upstream del ORF los 6 ultimos nucledtidos de 1L (CS) G'TTRRRY del
sitio attC, y rio abajo del ORF se encuentra el resto del sitio attC, que finaliza en el primer
nucledtido del CS G'TTRRRY (en negrita se identifican los nucledtidos que componen los

extremos del gen cassette) (Figura 5) (Recchia y Hall, 1995).
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G[TTRRRY Gene  RYYYAAC-——— G|TTRRRY

1 J

Cassette

Figura 5. Estructura del gen cassette. El largo del gen cassette estd marcado por las flechas
verticales. Tomado de Recchia y Hall, 1995.

Adicionalmente, se ha demostrado que hay dos bases extrahelicoidales en la
estructura secundaria conformada por la hebra inferior del sitio attC, mayoritariamente
una G y una T, las cuales colaboran con la afinidad de la integrasa y su unién al sustrato
(sitio attC) para indicar la direccionalidad en la cual se inserta posteriormente el gen
cassette (Figura 4) (MacDonald y col., 2006; Bouvier y col., 2009). La primera de estas
bases extrahelicoidales, que estd dentro del sitio 2L, es mas importante para determinar la
eleccién de la cadena que recombinard mientras que la segunda base extrahelicoidal
fortalece la eleccion (Bouvier y col., 2009). A su vez, se ha identificado una distancia
espaciadora optima para las dos bases extrahelicoidales, la cual es de 6 pb (Larouche y
Roy, 2011). Se observé que ante la ausencia de bases extrahelicoidales, la presencia de
una burbuja en la regiéon espaciadora entre los sitios 1 y 2 es esencial para la

recombinacion (Bouvier y col., 2009).

Se identific6 también que es imprescindible que se mantenga Ia
complementariedad de bases que lleva a la formaciéon de la estructura secundaria
caracteristica de los sitios attC, ya que cualquier modificacion en la secuencia que afectase

el correcto plegamiento de la estructura secundaria modificaria el proceso de
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recombinacién (Bouvier y col., 2005; MacDonald y col., 2006). Se demostré que la ruptura
del apareamiento mediante mutaciones especificas en la regién variable del attC
correspondiente a la hebra inferior del ADN simple cadena, disminuye la frecuencia de
recombinacién (Bouvier y col., 2005). La recuperacion del apareamiento con mutaciones

complementarias restablece las frecuencias de recombinacion mediadas por la integrasa.

Los sitios attC de los genes cassette descritos en el ambiente hospitalario, difieren
mucho entre si. Por ejemplo, los sitios attCs de los genes cassette blaoxas Yy blaoxa-s,
poseen un 79,3% de identidad, confiriendo ambos genes cassette resistencia a la misma
familia de antibidticos. El sitio attC del gen cassette sat2 tiene una longitud de 60 pb,
mientras que el sitio attC de blayp.; posee 127 pb en su estructura (Figura 6) (Recchia y
Hall, 1997). En base a esta diversidad, Recchia y Hall (1997) los separaron en grupos: en el
grupo 1 incluyeron a aquellos sitios attCs que contienen entre 57 y 60 pb; en el grupo 2 a
los formados por 70 a 72 pb, y en el grupo 3 incluyeron a los attCs de entre 127 y 141 pb,

dejando fuera de estos grupo a sitios attC que son unicos en cuanto a su longitud.
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Figura 6. Estructuras secundarias de distintos sitios attC de algunos genes cassettes relevantes
en la clinica. Se muestran los sitios attC de los genes cassettes de importancia en la clinica, y las
diferencias en sus longitudes y variantes de sus estructuras secundarias. Tomada de Quiroga,
2007.

1.4.1- Familias de sitios attC

El estudio filogenético de diversos sitios attC realizado por MP Quiroga (Tesis
doctoral, 2012) permitio identificar 3 grandes grupos de sitios attC (Figura 7). El primer
grupo contiene el mayor numero de sitios attC, ademds de varios que son iguales entre si
e incluye el sitio attC del gen cassette aadA1l, el segundo grupo incluye a los sitios attC de
los genes cassette blayw., y aac(6’)-1ld de alta importancia clinica, mientras que el sitio
attC del gen cassette dfrA1 pertenece al grupo 3 donde también estan incluidos los sitos

VCR (Vibrio cholerae repeats).
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Figura 7. Arbol filogenético de sitios attCs. Las ramas del arbol muestran a las familias de sitio
attCs. Tomado de: MP Quiroga (Tesis doctoral, 2012).
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1.5- Caracteristicas genéticas de los genes cassettes

Los genes cassettes fueron descritos a través de analisis de mapas de restriccidn,
heteroduplex y andlisis de los plasmidos R388 y pSA (Ward y Ginsted, 1982), y a través del
estudio de transposones como el Tn21, Tn2603 y Tn2424 en el estudio de la resistencia
antibiotica. Actualmente hay descritos mas de 130 genes cassette de resistencia a
antibiodticos, pero también hay otros con una funcién aun no determinada (Partridge y
col., 2009). Como se menciond anteriormente, un gen cassette se caracteriza por tener un
ORF y el sitio attC responsable de su movilidad. A diferencia de otros elementos genéticos
como los transposones, no estan flanqueados por repeticiones invertidas y no codifican
para ninguna enzima responsable para su transposiciéon. Su longitud varia entre 262 a
1549 pb, el ORF puede estar flanqueado por secuencias no codificantes, en general no
tienen promotor propio por lo cual éstos genes cassettes solo se expresan cuando estan
integrados en la zona variable de los integrones. Estos elementos son altamente eficientes
en su movilizacién intra e inter gendmica. La integracion y escisidn de los genes cassettes
es dependiente por completo de integrasas de integrones y de los sitios de recombinacién
ubicados en el mismo gen cassette y en el sitio de integracion. Esto pone en evidencia la
importancia de la arquitectura en la que se encuentran los genes cassettes cuando se
localizan en la zona variable de los integrones, donde upstream del ORF puede quedar un
sitio att/ o el sitio attC del gen cassette que lo precede, y downstream se encuentra su
propio sitio attC. Los genes cassettes también pueden encontrarse libres en el citoplasma
en su forma circularizada, pero son incapaces de replicarse por si mismos (Collis y Hall,

1992).
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1.6- Reacciones de recombinacidn en integrones
Para la integracién o escision de genes cassettes, la integrasa de tipo 1 (Intll)
cataliza varias reacciones de recombinacion especificas, entre un sitio att/1 y un sitio attC,

y recombinaciones entre dos sitios attC.

La reaccién de recombinacién mas estudiada ha sido la mediada por la integrasa
de clase 1, estableciendo 5 tipos diferentes de reacciones. Tres corresponden a los
diferentes eventos de recombinacién posibles entre los sitios normales de recombinacién
(attixattC, attCxattC y attlxattl) y las otras dos corresponden entre un sitio attC o attl y
secuencias no especificas que contienen GTT (Hall y col., 1999). En un experimento previo,
usando un pldsmido que contiene un fragmento de integrén con los genes cassettes
aacCl1, orfEy aadA2 se demostré que este ultimo tiene una diferencia entre la frecuencia
de escisién con respecto a la del gen cassette aacCl y que la recombinacién entre
diferentes pares de sitios (att) se produce en muy diferentes frecuencias. A través de la
evaluacién de eventos de recombinacién se demostré que la eficiencia de Ia
recombinacion entre dos sitios att/ es menor en comparaciéon a las reacciones que
involucran dos sitios attC o un sitio att/ y un attC, la cual se ha definido como la reaccién

de recombinacidon mas eficiente (Collis y Hall, 1992).

Otros estudios sobre esta recombinacién, especificamente de las frecuencias de
recombinacion han estudiado la eficiencia de la integrasa de tipo 1 y otras integrasas para

integrar o escindir ciertos genes cassettes de resistencia. En un estudio sobre la especie
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Nitrosomonas europea se evalud la capacidad de su integrasa (IntINeu) de integrar o
escindir ciertos genes cassettes de resistencia con distintos sitios att/ y attC, demostrando
que la eficiencia de la escisién no sélo depende del sitio attC del gen cassette sino del sitio
att upstream del mismo, teniendo algunos sitios attC efectos negativos sobre cualquier

posicion (Leon y Roy, 2003).

Mds adelante, al comparar la eficiencia de escision de genes cassettes mediada por
varios tipos de integrasas, se determind un efecto pronunciado de la presencia de las
bases extrahelicoidales presentes en los sitios attCs upstream y downstream de los genes
cassettes, que no afectan el sitio de unidon de la integrasa pero si la reacciéon de
recombinacién. También se describié que la integrasa de tipo 1 es mas eficiente en la
escision de cassettes con estructuras de attCs de tipo T-Ng-G o T-N¢-C (Larouche y Roy,

2011).

A partir de andlisis de bioinformatica y secuencias de genes cassettes de nuestro
laboratorio evidenciamos la presencia de tres grupos de genes cassettes inusuales a los
gue denominamos Aattl-like, AattC-like y attC::Tn-like, y se estudiaron a nivel moleculary
funcional (MP Quiroga, Tesis doctoral 2012). Se comprobd la completa funcionalidad del
gen cassette attl1-blages.1—Aattl1s,, y se considerd que puede extrapolarse a otros genes
cassettes inusuales del tipo Aattl-like, siendo sus frecuencias de recombinacion

equivalentes a las de genes cassettes tipicos.
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Se investigd la funcionalidad de genes cassettes inusuales del segundo grupo, y se
tomé como modelo al paradigmatico modulo orfX-ybfA-ybfB-ybgA localizado en la zona
variable de Tn7::In2-8. Se llevaron a cabo ensayos de recombinacién en los cuales se
observé que Intll escinde al médulo completo de dos formas (70% y 3%) y también a orfX
(28%), ybfA-ybfB-ybgA (3%) y a ybgA (10%) por separado. Se observdo que para ello
reconoce 7 sitios de recombinacion, cuatro de los cuales describimos por primera vez, y se
reportd el primer evento de recombinacidn mediado por Intll que no involucra sitios
tipicos. También se mostré que el gen cassette inusual att/1-aadB-attC::S.ma.12 que posee
al intréon S.ma.l.2 inserto en el sitio attC, es escindido (12%) en mayor frecuencia que
algunos genes cassettes tipicos y es insertado (3%) nuevamente en un sitio att/1 con una
frecuencia similar a la de genes cassettes tipicos. Por otro lado, no detectamos
recombinaciones en el sitio attC invadido por ISPa119 del gen cassette inusual attC-aacA7-
attC::ISPa119, lo cual pone de manifiesto como por otro lado, los integrones actdan de
reservorio gendmico no solo de nuevas estructuras, sino también de elementos moviles
gue se garantizan su persistencia gracias al éxito adaptativo de los integrones. Al analizar
genes cassettes tipicos de relevancia clinica tales como blayiv.,, aac(6°)-1ld, dfrAl1 y aadB,
se observo que el mas exitoso en los eventos de insercion es el gen cassette att/1-blay.o-
attC, cuya frecuencia es igualada solo por el gen cassette inusual att/1-aadB-attl1. El gen
cassette blaym.,, que confiere resistencia a los carbapenemes, presenta un sitio attC
caracteristico que contiene una C en vez de la G extrahelicoidal tipica, y ese fue el Unico
trabajo en el que se evalué su movilidad hasta el momento (MP Quiroga, Tesis doctoral

2012).
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Ademas en ese estudio, se evalud la movilidad del gen cassette aadB en diferentes
arquitecturas y se calcularon las frecuencias de recombinacion de diferentes
arquitecturas de genes cassettes, tanto att/1-ORF-attC como attC-ORF-attC, para el gen
cassette aadB que otorga resistencia a Gentamicina. Estas arquitecturas son
caracteristicas de genes cassettes localizados en la primera posicién de |la zona variable de
un integréon y en la siguiente posicion del mismo, respectivamente. Alli también se
estudiaron otros genes cassettes de relevancia en la clinica en la arquitectura att/1-ORF-
attC. En ese estudio se observd una variacién en las frecuencias de recombinacién, con
valores de recombinacion cercanos al 80% para la estructura att/1-aadB-attC y de 50%
para la estructura attC-aadB-attC, lo cual evidencié como se ven afectadas las frecuencias
de recombinacién cuando varia el sitio att localizado upstream de un gen cassette.
Notamos que la identidad del sitio de recombinacién que esta downstream de los genes
cassettes tiene una gran influencia en las frecuencias de escisién, mientras las frecuencias
de insercidn netas parecen estar mas determinadas por el sitio de insercion (Quiroga MP,

Tesis doctoral 2012).

1.7- Identificacidn del gen cassette aadA1 en el ambiente

La mayoria de los genes de resistencia antibidtica que se encuentran en la clinica
actualmente se originaron a partir de los productores de antibidticos, principalmente
actinomicetos (Davies, 1994) que son bacterias Gram positivas, ambientales. Diversos
elementos genéticos de las bacterias, como plasmidos, transposones e integrones son

considerados de gran importancia por su rol en la diseminacion de los genes de resistencia
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antibidtica a través de la THG de la clinica al ambiente y viceversa (Bennett, 2008;
Harbottle y col.,, 2006; Summers, 2006; Walsh, 2006). Es probable que la coexistencia
prolongada en el ambiente entre bacterias sensibles y resistentes haya permitido que
estos genes se diseminen por THG entre diversas bacterias Gram negativas y Gram
positivas que ocuparon el mismo nicho que los actinomicetos. Para comprobar esta
hipdtesis se estudiaron cepas ambientales de muestras de suelo y agua ddnde se
encontraron aislamientos de bacterias resistentes a antibidticos. Las bacterias resistentes
a varios antibidticos han sido caracterizadas entre distintas comunidades bacterianas del
suelo siendo algunas de ellas resistentes a mas de 2 antibiéticos (Esiobu y col., 2002;
Riesenfield y col., 2004; D’Costa y col., 2006). Esto indica que probablemente las bacterias
ambientales son reservorios naturales de genes de resistencia para aquellas bacterias que

se aislan a partir de muestras clinicas.

Para comprobar esta ultima idea sobre el origen de la resistencia antibidtica en la
clinica, han sido realizados diferentes estudios abocados a buscar e identificar
comunidades de bacterias de sedimentos de permafrost, los cuales por sus condiciones

fisicoambientales no han sido expuestos a factores antropogénicos.

Entre estos estudios, se encuentran los realizados por Mindlin y col., 2009 donde
se tomaron muestras de diferentes origenes, tiempo geolégico y profundidades
provenientes de permafrost (Mindlin y col., 2009). A partir de estas muestras, describieron

aislamientos con resistencia a componentes de mercurio altamente homélogos a los de
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bacterias actuales, asi como también se encontraron bacterias con resistencia a diferentes
antibidticos. Especificamente, se estudi® mas en profundidad la resistencia a
estreptomicina para determinar su estructura molecular. En este mismo estudio a través
de la amplificacion y posterior secuenciaciéon del gen de 16s rRNA presente en las
muestras de permafrost, con una una longevidad de mas de 1 millén de anos. Se
identificaron diferentes géneros bacterianos tales como Acinetobacter, Pseudomonas,
Xanthomonas, Bacillus, Arthrobacter, Micrococcus, Flavobacterium, Stenotrophomonas,
Sphingobacterium, Psychrobacter y Paenibacillus. Asimismo, se encontrd que la resistencia
a estreptomicina estaba mediada por los genes strA y strB y por los genes cassette de la
familia aadA, cuya resistencia se encuentra altamente distribuida en las bacterias

actuales.

Otro estudio, es el realizado por Petrova y col., 2011, en el cual describieron al
transposdn Tn5045 en una cepa de la especie Pseudomonas sp. Tik3 proveniente de
muestras de permafrost de la regién de costa del mar de Laptev (Petrova y col., 2011).
Dicho transposén contiene elementos de resistencia a estreptomicina/espectinomicina y
sulfonamidas, y corresponde al primer transposén portador de un integrén asociado a la
resistencia antibiodtica. El integron de clase 1 presente en Tn5045, posee el gen cassette
aadA2 en su zona variable, con caracterisitcas genéticas muy parecidas a los que se
describen en la actualidad. Este transposén se encontré ubicado en el cromosoma de la
bacteria Pseudomonas sp. Tiki, y se cree que el integrén que porta es el primer integrén

de resistencia antibidtica originado en la era preantibidtica.
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Se han descrito dos ramas de integrones portadores de la familia de genes
cassettes aadA, estas son aadA1 y aadA2 (comparten una identidad de secuencia de 89%)
(Brown y col., 1996; Liebertet y col., 1999; Riccio y col., 2005). El integrén denominado
In2 que contiene un Unico gen cassette aadAl ha sido propuesto como el integrén
ancestro de la familia de aadAl (Brown y col.,, 1996). Por otro lado, el integron
denominado InC, correspondiente a un hipotético In2-/ike ancestro de la familia aadA2 y
portador de un Unico gen cassette aadA2 (Bissonnette and Roy, 1992), este integrén InC

auln no ha sido identificado.

Es evidente al observar los datos que nos arrojan estos estudios y la alta
diseminacion de la resistencia a estreptomicina/espectinomicina en los asilamientos
clinicos actuales y sus determinantes genéticos, que estas plataformas genéticas son
claves para entender la THG entre las bacterias del ambiente y de la clinica, dado que
conservan una gran similitud en sus estructuras genéticas. Ademas, estos estudios
evidencian que los genes de resistencia a antibidticos aparecieron mucho antes del uso de

la terapia antibidtica.
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Capitulo 2: Hipotesis y Objetivos

2.1- Hipétesis

Estudios de revisidn bibliografica evidencian la diseminacion global del gen cassette
aadAl. Sin embargo, aun no se ha descrito en su totalidad su rol a nivel de diversidad,
evolucién y funcionalidad dentro del dmbito de los integrones clinicos y a nivel de reservorio
dentro de los integrones ambientales. Basandonos en estos conceptos, proponemos que el
gen cassette aadA1l puede ser tomado como modelo de estudio, ya que se ha descrito como
un determinante de resistencia que habria estado presente previo a la era antibidtica y se
habria transmitido a través de eventos de THG a las bacterias clinicas actuales. Dicho gen
cassette se encuentra ampliamente distribuido en los aislamientos clinicos aportando a la

problematica de la multiresistencia antibiotica.

2.2- Objetivos

2.2.1- Objetivo general

Identificar y determinar las caracteristicas moleculares y funcionales del gen cassette aadAl.

2.2.2- Objetivos especificos

2.2.2.1- Analizar la evolucion y variabilidad de la familia del gen cassette aadA mediante
estudios de bioinformatica.
2.2.2.2- Determinar la funcionalidad del gen cassette aadAl a través de ensayos

experimentales de recombinacién mediados por la integrasa de tipo 1



Hipdtesis y objetivos

-Definir las caracteristicas de las estructuras secundarias de los diferentes sitios att
involucrados en los ensayos experimentales de recombinacién y su influencia sobre los

mismos

- Estimar la frecuencia de escisién mediadas por la integrasa tipo 1 para el cassette aadAl

con diferentes sitios att (att/1 y attCs) upstream del mismo.

- Estimar las frecuencias de insercién mediadas por la integrasa de tipo 1 para el cassette

aadAl1 con diferentes sitios att (attl/1 y attCs) upstream del mismo.
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3.1- Analisis de bioinformatica de los genes cassette aadA-like.

3.1.1- Estudio de frecuencia y arreglos de los alelos aadA-like.

A través de la busqueda de los distintos alelos de los cassettes aadA-like reportados
en la base de datos INTEGRALL (http://integrall.bio.ua.pt), se realizd una recopilacién de sus
secuencias incluyendo su marco de lectura abierto (ORF) y su sitio attC, tanto si estuviese
anotado en dicha base de datos o anotado en la base de datos GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). A partir de los datos contenidos en INTEGRALL se
estudiaron cuales genes cassettes son los mas frecuentes, cuales tienen un mayor nimero de
arreglos en la zona variable (ZV) del integron que los contiene y a cuales genes cassettes

pueden estar asociados.

Con el fin de evaluar si hay conservacion de las secuencias que codifican para el gen
de resistencia o especificamente para aquellas que estan involucradas en la recombinacion,
se analizé la secuencia de los distintos cassettes completos (ORF+attC), el ORF y el sitio attC
por separado a través de un alineamiento multiple de secuencias usando ClustalW vy
adicionalmente un anlisis de filogenia por maxima similitud, con los programa MEGA6 y CLC

Sequence Viewer 7.6.
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3.1.2- Analisis de los arreglos de los genes cassettes aadA-like de integrones clinicos

A través de la busqueda de los distintos alelos del gen cassette aadA-like reportados
en la base de datos de INTEGRALL, se realizdé un analisis de los arreglos genéticos en los
cuales estuvieran contenidos cada uno de estos alelos, con el fin de evidenciar cual de estos
alelos es el mas frecuente, a qué tipo de integrasa estdn asociados, su posicion en el en la

zona variable del integron y los genes cassettes a los cuales esta asociado.

Para evaluar si el gen cassette aadA1l y los genes cassettes aadA-like mas frecuentes
(aadA2 y aadA5) se encuentran preferencialmente ubicados en una posicién en particular de
la zona variable del integrén, identificamos en los registros obtenidos en INTEGRALL cuantos

de ellos tenian dichos genes cassettes y sus posiciones.

Para ello validamos los registros obtenidos con el test exacto de Fisher realizando una

comparacion entre las distintas posiciones encontradas para el gen cassette aadAl, aadA2 y
aadA5 en integrones de clase 1 e integrones de clase 2 comparandolas todas contra todas
para evidenciar si habia una diferencia significativa entre la preferencia de aparicién de las

posiciones en las que encontramos a estos genes cassettes.

3.1.3- Dispersion de las variantes de los sitios attC de los genes cassette aadA-like y del

sitio attCuaga1

A partir de los resultados obtenidos del andlisis de los sitios attC identificados para los

distintos alelos aadA-like, se evalud la dispersién de cada una de las variantes identificadas
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en la base de datos de GenBank, con el fin de identificar cual de estas variantes es la mas
frecuente. Adicionalmente, usamos una secuencia de referencia del sitio attC del gen
cassette aadAl GenBank Accession Number: KR827036.1. Usada por Quiroga, MP 2012 Tesis
Doctoral y Roy, 2011 para evaluar su dispersidon. Para lograr este objetivo se realiz6 un
MEGABLAST de esta secuencia en particular en la base de datos GenBank y estudiamos 200
secuencias que tuvieran un 100% de identidad, con el fin de ver si dicha secuencia siempre se
encuentra asociada al gen cassette aadAl, a genes de resistencia similar o a otros genes,
adicionalmente ver si estan contenidos en integrones, si éstos son de clase 1 o de clase 2 y

determinar a que otros cassettes de resistencia antibidtica estan asociados.

Adicionalmente, se recopild la informacién contenida en el output del MEGABLAST de
la secuencia del sitio attC del gen cassette aadA1 con el fin de aplicarle un filtro para el total
de las secuencias con 100% de identidad y 100% de cobetura del sitio attC del gen cassette
aadA1l, y determinar si estan relacionadas otro gen cassette distinto y/o identificar si estaba
asociada a otras estructuras genéticas alejadas de los integrones y la resistencia antibidtica.
Para ello empleamos un “Script” disefiado por la Lic. Verénica Alvarez (Estudiante Doctoral
de nuestro laboratorio, trabaja en Bioinformatica) que permitié obtener los niumeros de
acceso de aquellas secuencias que no estuvieran anotadas de tal manera que nos dieran
como resultado algo relacionado a adenyltransferasas, resistencia a

estreptomicina/espectinomicina, integrones y especificamente el gen cassette aadAl.
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3.2- Ensayos funcionales de recombinacion para el gen cassette aadA1

3.2.1- Seleccion del modelo a estudiar

Se realizd la seleccion del modelo a estudiar en una estructura genética con
diferentes sitios de recombinacidn (att) upstream del gen cassette aadAl. En el estudio de
tesis doctoral de MP Quiroga, 2012 se observé una variacion en las frecuencias de
recombinacion para las distintas estructuras analizadas att/1-ORF-attC como attC-ORF-attC,
por lo cual el presente estudio profundizé sobre cémo se ven afectadas las frecuencias de
recombinacién cuando varia el sitio att localizado upstream de un cassette. Para ello se tomd
como modelo al gen cassette aadAl, que confiere resistencia a

estreptomicina/espectinomicina.

3.2.2- Plasmidos recombinantes y cepas utilizadas en este estudio

En esta seccion se describen los clones utilizados durante la tesis para llevar a cabo los
ensayos de recombinacion. Utilizamos las cepas de E. coli DH10B o TOP10 como huésped
para los clones generados. Realizamos las extracciones plasmidicas y las transformaciones

como se detallard mas adelante.

Los plasmidos recombinantes denominados como pLQ423, pLQ443, pLQ445 y
pLQ426 fueron cedidos por el Dr.Paul H. Roy y la Dra. Nancy Messier (Gravel y col., 1998a). El
pladsmido PMI1-1 (AS)2 portador de la integrasa de tipo 1 y un sitio att/1 y fue construido en
el laboratorio (Quiroga. MP, 2012). La seleccién de los clones contenedores de los diferentes

sitios attC upstream del gen cassette aadAl se basé en la eleccién de un representante por
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grupo de los distintos grupos que se observaron en el andlisis filogénetico de distintos sitios

attC realizado por MP Quiroga (Tesis doctoral, 2012). (Figura 7, capitulo Introduccién)

Para la realizacién de este estudio se usaron los clones y cepas detalladas en la tabla
1: pLQ423: attll-aadAl-attChaua;, PLQAA3: attChggaz-aadAl-attCoaaai, PLQAAS: attChgcai-
aadAl-attChaga; Y PLQA26: attCupps-aadAl-attChaqa;.. Adicionalmente se emplearon los
generados por la doctora Maria Paula Quiroga en su tesis doctoral. Para realizar los ensayos

de recombinacién se usé la cepa E.coli TOP 10.

Tabla 1. Pladsmidos usados en este estudio para realizar los ensayos de recombinacion.

Plasmidos Descripcion Fuente
pLQ423 attl1-aadA1-attC 4441 de TN21 clonado en el vector pACYC184, ci® P. Roy y N. Messier
pLQ443 attC 44443 -0adAI-attC 5441 clonado en el vector pACYC184, ci® P. Roy y N. Messier
pLQ445 attC ,4ca1 -0adA1-attC 44441 clonado en el vector pACYC184, ci® P. Roy y N. Messier
pLQ426 attC sy -aadA1-attC 5qq4; clonado en el vector pACYC184, cif P. Roy y N. Messier
PMI1-1(AS)2 |intl1-attl1 (pLQ3poly::attll —atti1 S al M13F) clonado en el vector pMAL-c2, AmpR Quiroga MP.

Amp®y CI? indican resistencia a ampicilina y cloranfenicol, respectivamente.
3.2.3- Reactivos utilizados de rutina

Se emplearon los siguientes medios de cultivo en los ensayos realizados: caldo Luria
Bertani (LB, Difco), LB agar. En los casos en los que fue necesario, se adicionaron a los
medios de cultivo los siguientes antibidticos en las concentraciones indicadas: ampicilina 100

ug/ml y/o cloranfenicol 50 pg/ml, ambos de Sigma.

Los reactivos utilizados en los ensayos de biologia molecular eran de las marcas
Invitrogen, Promega, Fermentas, InBio, New England Biolabs y Roche. Utilizamos los

siguientes Kits comerciales: Kits de extraccidén plasmidica “QlAprep Spin Miniprep” y kit de
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purificacion de ADN “PCR NucleoSpin Extract 11” (Macherey-Nagel). Los reactivos quimicos

utilizados de rutina eran de las marcas Merck, Invitrogen y Sigma.

3.2.4- Condiciones de crecimiento de los cultivos bacterianos

Se repicaron los aislamientos bacterianos en los medios sdélidos LB agar, y se
incubaron en placas a 37°C durante 24hs. Posteriormente, para la extraccién del ADN de los
aislamientos se tomd una colonia y se realizdé un cultivo en medio LB liquido suplementado
con el antibiético correspondiente, el cual se incubé durante 18hs a 372C con agitacién a

180-200 revoluciones por minuto (rpm).

3.2.5- Extraccion de ADN gendmico total y de ADN plasmidico

Para la extraccion del ADN por el método de hervido, se coloca una colonia en 20 pl
de H,0 destilada, la incubamos a 1002C durante 5 min, luego a 4°2C durante 1 min y
finalmente se centrifugd la muestra a 13000 rpm durante 30 seg. La extraccién de ADN

III

plasmidico se realizd con el kit comercial “QlAprep Spin Miniprep” o a través de la técnica
de extraccion manual “Miniprep” (Sambrook y Russell, 2011) y “Megaplasmid” (Herrick y col.,

2007)

3.2.6- Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En las reacciones de amplificacion por PCR se utilizaron los cebadores especificos para
cada caso (Tabla 2). Las mezclas de reaccién se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pl
gue contenia 1 uM de cada cebador, 0,2 pul de cada dNTP, 5ul de buffer que genera una

concentracion final de 1,5 mM de MgCI2 y 1.25 U de Tag ADN polimerasa (GoTaqg de
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Promega y Taqg polimerasa de InBio). Se agrego entre 5-10 ng de ADN a partir de una dilucion
de 10ng/ul, o 5ul de la preparacion de hervido de colonia, segin el caso, preparado se
describié en el punto anterior.

Tabla 2. Cebadores usados en este estudio para evaluar los ensayos de recombinacion.

Cebador Secuencia 5'a 3' Fuente
PACYC184 5' TGTAGCACCTGAAGTCAGCC Gravel y col., 1998b
PACYC184 3'N | GTGATGTCGGCGATATAGGC Ramirez MS tesis doctoral, 2008
M13Fndel CATATGGTAAAACGACGGCCAG Quiroga MP tesis doctoral, 2012
M13Rndel CATATGCAGGAAACAGCTATGAC Quiroga MP tesis doctoral, 2012
aadAl TCGATGACGCCAACTAC Ramirez MS tesis doctoral, 2008
aadAR CGCAGATCAGTTGGAAG Ramirez MS tesis doctoral, 2008

Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo en un ciclador térmico (Eppendorf
Mastercycler, MJ Research PTC-200 o Labnet MultiGene™ Gradient), utilizando el siguiente
ciclo: 1) 95°C — durante 5 min., II) 95°C — durante 1min., Ill) temperatura de apareamiento de
los cebadores (Ta) segun corresponda durante 30 seg., IV) 72°C — durante 1 min./Kb, V) Con
repeticion de los pasos Il, Il y IV 35 veces, y VI) por ultimo realizamos una extensidn final a

72°C — durante 5 o 10 min.

El analisis de los productos de PCR obtenidos se realizd por electroforesis en geles de
agarosa 0.8% a 1.5% (preparados con buffer TBE 1X y Bromuro de Etidio para posterior
visualizaciéon de las bandas al UV). Se utilizé el buffer de corrida TBE 1X y realizamos las
corridas a 100V-110V durante 40-60 min. y se visualizaron las bandas con lampara de luz

Ultra Violeta (UV).
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3.2.7- Secuenciacion de ADN y andlisis de secuencias.

Para confirmar algunos de los resultados obtenidos, se secuencié en ambas cadenas
con el equipo ABIPrism 3100 BioAnalyzer los productos de amplificacion por PCR, asi como
los productos de recombinacion obtenidos en los ensayos.

El andlisis de las secuencias se realizé con los siguientes programas:

- Bioedit y Sequencher (Gene Codes Corporation) para corregir las secuencias obtenidas y
armar los contigs.

- Algoritmo Blastn del programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del sitio web
PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), dejando los parametros estandar para

comparar las secuencias obtenidas con las de referencia.

3.2.8- Preparacion de células competentes y transformacion bacteriana

La preparacién de células competentes se realizd usando una modificacién del
protocolo desarrollado por Sambrook y Russell (2001):

Se toma una colonia bacteriana de la célula a ser transformada y se incuba en 5 ml de
LB liquido a 37°C durante 18hs con agitacién a 180 rpm. A partir de ahi, se toma una alicuota
1/100 del crecimiento bacteriano y se incuba a 37°C con agitacion a 180 rpm durante
aproximadamente 3 hs (hasta alcanzar una D.O. de 0,5). Luego se centrifuga todo el cultivo a
14.000 rpm durante 1 min. Posteriormente se hace un lavado con CaCl, 100 mM estéril
tomando una alicuota 1/12,5 del volumen inicial y se mantiene a 4°C durante 30 min. Se
centrifuga a 14000 rpm durante 15 min. Se procede a resuspender las células en una alicuota

de % del volumen inicial de CaCl, 100 mM estéril y se realiza el protocolo de transformacién o
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se adiciona un 10% de glicerol para guardarlas a -802C por un maximo de 6 meses. Es
fundamental mantener la esterilidad durante todo el protocolo para evitar la contaminacién
de las células.

Las transformaciones de ADN plasmidico dentro de una célula bacteriana se hacen
siguiendo una modificacién del protocolo de transformaciéon desarrollado por Sambrook y
Russell (2001):

Se toman 50 pl de células y se les adiciona 1-2 ul (50ng/ul) de ADN plasmidico. Se
mantiene esta mezcla en hielo durante 30 min. y luego se realiza el shock térmico a 42°C
durante 90 segundos. Posteriormente, se adicionan 200 pul de medio LB y se incuba durante 1
hora a 37°C. Finalmente se plaquean 50 ul de las células tratadas en LB agar suplementado

con el antibidtico apropiado para la seleccion de las células transformadas.

3.2.9- Ensayos de escision de genes cassettes in vivo mediados por Intll

Realizamos los ensayos in vivo de escision de cassettes (Figura 8) siguiendo la
metodologia descripta por Gravel y col. (1998b) que describimos a continuacién:
Dia 1: Cultivo de células conteniendo el plasmido pMI-1(AS)2 en 5 ml de LB liquido con
ampicilina (100ug/ul) e incubarlas durante 18 hs. a 372C con agitacion.
Dia 2: Tomar una alicuota del cultivo para preparar células competentes y luego transformar
50ul de esas células con 2 pl de extracciéon plasmidica del plasmido recombinante que
contiene el gen cassette cuya escision se quiere evaluar (pLQ423, pLQ443, pLQ445, pLQ426).
Plaguear en LB agar suplementado con amplicilina(100ug/ul) y cloranfenicol (50ug/ul).

Incubar 18 hs. a 379C.
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Dia 3: Hacer un cultivo de una colonia doble transformante en 5 ml de LB liquido
suplementado con amplicilina y cloranfenicol. Incubar 18 hs. a 372C con agitacion.

Dia 4: Tomar una alicuota del cultivo (10%) para llevar a cabo el ensayo de escision
propiamente dicho en 5ml finales de LB liquido suplementado con amplicilina y cloranfenicol.
Incubar 3 hs. a 379C con agitacion (hasta alcanzar una D.O. de 0,5). Inducir la expresion del
gen intll1 adicionando 0,5mM de IPTG (isopropil-B, D-tiogalactopirandsido) y seguir
incubando durante 18hs a 372C con agitacién.

Dia 5: Realizar la extraccién plasmidica y luego realizar amplificaciones por PCR con los
cebadores correspondientes para determinar si ha ocurrido la escision del gen cassette que
gueremos evaluar.

Dia 6: Corrida en gel de agarosa de las amplificaciones por PCR. Si ha ocurrido la escisién,
transformar 50 pl células competentes de E.coli TOP10 con 2ul de la extraccién plasmidica
(del dia 5 del ensayo) para luego analizar la frecuencia de escisién. Seleccionar en LB agar
suplementado con cloranfenicol. Incubar 18 hs. a 37°C.

Dia 7: Realizar amplificaciones por PCR (utilizando hervidos individuales de 30 colonias de la
transformacién del dia 6 del ensayo) con los mismos cebadores usados en la PCR anterior.
Dia 8: Corrida en gel de agarosa de las amplificaciones por PCR y en base a los resultados
calcular la frecuencia de escision del gen cassette analizado. Para determinar la frecuencia de
recombinacion del gen cassette, se saca un promedio de las frecuencias obtenidas en al
menos 3 ensayos independientes. Los productos de amplificacidn positivos se confirman por

secuenciacion al igual que los plasmidos recuperados.
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Cotransformacion y seleccion con Amp y Cl

PMI1-1 (AS)2 pLQ:: cassetteCIR plLQ:: cassetteCI?
attl1-Int1 AmpR

Seleccion con Amp y Cl
Induccion de int/1 con IPTG —< Recuperacion de clones positivos de escision
— detectados por PCR

pLQ-AcassetteCI?

cassette circularizado

Extraccion, transformacion y seleccion con Cl S—

Figura 8. Diagrama ilustrativo del ensayo de escisién in vivo. Amp® y CI¥ indican resistencia a
ampicilina y cloranfenicol, respectivamente.

3.2.10- Ensayos de insercion de cassettes en el sitio attl/1 in vivo mediados por Intll

Los ensayos in vivo de insercién de genes cassettes (Figura 9) tienen pequefas
variaciones con respecto al de escisién que describimos en el apartado anterior:
Dia 1: Cultivo de células conteniendo el plasmido pMI-1(AS)2 en 5 ml de LB liquido con
ampicilina e incubarlas durante 18 hs. a 372C con agitacién.
Dia 2: Tomar una alicuota del cultivo para preparar células competentes y luego transformar
50ul de esas células con 2 pl de extraccion plasmidica del plasmido recombinante que
contiene el cassette (pLQ423, pLQ443, pLQ445, pLQA26) cuya insercidn en el sitio attll se
quiere evaluar. Plaquear en LB agar suplementado con amplicilina y cloranfenicol. Incubar 18

hs. a 37°C.
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Dia 3: Preparar un cultivo de una colonia doble transformante en 5 ml de LB liquido
suplementado con amplicilina y cloranfenicol. Incubar 18 hs. a 372C con agitacion.

Dia 4: Tomar una alicuota del cultivo (10%) para llevar a cabo el ensayo de insercion
propiamente dicho en 5ml finales de LB liquido suplementado con ampicilina y cloranfenicol.
Incubar 3 hs. a 372C con agitacidn (hasta alcanzar una D.O. de 0,5). Inducir la expresiéon del
gen intll1 adicionando 0,5mM de IPTG (isopropil-B, D-tiogalactopirandsido) y seguir
incubando durante 18hs a 37°C con agitacion.

Dia 5: Realizar la extraccién plasmidica y luego realizar amplificaciones por PCR con las
combinaciones adecuadas de cebadores para determinar si ha ocurrido la insercién del
cassette en el sitio att/1 en los lados 5’ y 3’.

Dia 6: Corrida en gel de agarosa de las amplificaciones por PCR. Si ha ocurrido la insercién,
transformar 50 pl células competentes de E.coli TOP10 con 2ul de la extraccién plasmidica
(del dia 5 del ensayo) para luego analizar la frecuencia de insercidn. Seleccionar en LB agar
suplementado con ampicilina. Incubar 18 hs. a 372C.

Dia 7: Realizar amplificaciones por PCR (utilizando hervidos individuales de 30 colonias de la
transformacién del dia 6 del ensayo) con los mismos cebadores usados en las PCRs
anteriores.

Dia 8: Corrida en gel de agarosa de las amplificaciones por PCR y en base a los resultados
calcular las frecuencias de insercidn del cassette analizado. Para determinar la frecuencia de
recombinacion del cassette, se saca un promedio de las frecuencias obtenidas en al menos 3

ensayos independientes. Los productos de amplificacion positivos se confirman por
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secuenciacion al igual que los plasmidos recuperados para terminar de confirmar las

inserciones netas o de los lados 5’ 0 3’.

Tanto en los ensayos de escisién como de insercion, como control positivo realizamos
en paralelo ensayos para el gen cassette attl-aadB-attC en el clon PAO1BC1 en las mismas
condiciones, en presencia de los clones que contienen al gen int/1. Como control negativo,

realizamos los ensayos sin la presencia del gen intl1.

PMI1-1 (AS)2

PMI1-1 (AS)2 .- R
(AS)2  pLQ:: cassetteCl att/1-Int1 AmpR

attl1-Int1 AmpR

Selecciéon con Amp y Cl
Induccidn de int/1 con IPTG —< Recuperacion de clones positivos de insercidn
: detectados por PCR

cassette circularizado

pMI-1-(AS)2::cassetteAmpR

\
Extraccion, transformacion y seleccion con Amp

. . . . . ., . . . R R
Figura 9. Diagrama ilustrativo del ensayo de insercion invivo en el sitio att/1. Amp"y Cl
indican resistencia a ampicilina y cloranfenicol, respectivamente
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4.1- Analisis de bioinformatica de los alelos del gen cassette aadA-like.

4.1.1- Identificacidn de los alelos de los genes cassettes aadA-like.

A través de la busqueda en la base de datos INTEGRALL encontramos 1.079 registros
de secuencias totales o parciales de genes cassettes aadA-like (Junio de 2015). Para los
objetivos de nuestro analisis requeriamos de la secuencia completa del gen cassette,
conformado por un ORF y el sitio de recombinacién attC, el cual se observa en el esquema
general de la Figura 10. Para este estudio usamos como referencia el gen cassette aadA1l

(AN: KR827036.1, ORF: 852pb y su correspondiente sitio attC: 53pb).

Gen cassettecircular

ntl > Integracién/escision

"°r> attl attC

< Intl ﬂ-ORF 1>|:|
P°[> attl l attC attC

i

Figura 10. Esquema de un gen cassette. El gen cassette consiste en un ORF simple, generalmente sin
promotor y su respectivo sitio de recombinacidon denominado attC. En su forma libre el gen cassette
se encuentra circularizado y es recombinado en un integron por medio de una integrasa. Modificado
de: Stokes y col., 2009.

Por esa razén, descartamos 39 registros de secuencias parciales que correspondian a

los genes cassettes aadA10, aadAl1A6, aadAle, aadA5D6 y aadA6/aadAl10. En total
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identificamos 37 alelos de genes cassettes aadA-like contenidos en 1.040 registros (Tabla 3).
En la Tabla 3 se muestran los nombres de los alelos encontrados, la cantidad de registros de
cada uno y la integrasa o integrasas asociadas a ellos. Es importante destacar, que
Unicamente el alelo del gen cassette aadA1l esta asociado a integrasas de tipo 1y tipo 2. El
resto de los alelos esta asociado Unicamente a integrasas de tipo 1, incluyendo en una menor

cantidad a integrasas de tipo 1 truncadas.

Tabla 3. Descripcidn de los alelos de los genes cassette aadA-like reportados en la base de datos
INTEGRALL.

Genes cassettes aadA-like | Numero de registros Integrasa asociada Numero.de arreg!os en I'a zona
variable del integron
aadA 6 intl1 1
aadAl 468 intl1 n=399/ Aintl1 n=5/int/2 n=69 intl1 n=174/AintI n=5/intl2n=19
aadAll 12 intl1 9
aadAllc 1 intl1 1
aadA12 3 intl1 1
aadA13 14 intl1 7
aadAl5 2 intl1 2
aadAl16 4 intl1 4
aadAl17 1 intl1 1
aadAla 15 intl1 11
aadAlb 7 intl1/Aintl1 5
aadAlbg 1 Aintl1 1
aadAlbs 1 intl1 1
aadAlc 6 intl1 1
aadAlk 1 intl1 1
aadA2 273 intl1/Aintl1 120
aadA21 2 intl1 2
aadA22 5 intl1 2
aadA23 2 intl1 1
aadA23b 2 intl1 1
aadA24 5 intl1 3
aadA2a 3 intl1 3
aadA2c 1 intl1 1
aadA3 1 intl1 1
aadA3c 2 intl1 1
aadA4 11 intl1 7
aadAd4c 1 intl1 1
aadA5 137 intl1 28
aadA5q 1 intl1
aadA5r 1 intl1
aadA6 20 intl1 14
aadA6j 1 intl1 1
aadA7 16 intl1 7
aadA7-like 1 intl1 1
aadA8 4 intl1 2
aadA8b 2 intl1 2
aadA9 8 intl1 4
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4.1.2- Andlisis de bioinformatica aplicada a cada alelo aadA-like: abundancia y regién

variable de integron

4.1.2.1- Abundancia de cada alelo aadA-like

Al analizar la cantidad de reportes de cada alelo de los genes cassettes aadA-like, se
identificd que la mayor cantidad de reportes correspondia al alelo del gen cassette aadAl
(AN: KR827036.1) con un total de 468 registros. De éstos, 399 corresponden a integrones de
clase 1 con 174 arreglos distintos, 5 arreglos en integrones con integrasas deletadas y un
total de 69 registros en integrones de clase 2 con 19 arreglos distintos (Tabla 3). En segundo
lugar encontramos al alelo del gen cassette aadA2 (AN: KF914298.1) con 273 registros, todos
asociados a integrones de clase 1 con un total de 120 arreglos distintos. En tercer lugar,
identificamos al alelo del gen cassette aadA5 (AN: KP642031.1) con 137 registros y un total

de 28 arreglos distintos.

Llamativamente, los valores de los demas alelos bajan en un orden de magnitud,
encontrando a los genes cassettes aadA6 (AN AF140629.1), aadA7 (AN: AF224733.1), aadAla
(AN: DQ221760.1), aadA13 (AN: HM175875.1), aadA11 (AN: GQ900749.1) y aadA4 (AN:
AF364344.1) con valores entre los 10 y 20 registros. El resto de alelos presentaron una

cantidad menor de registros y de arreglos.

Con respecto a estos resultados, se puede observar que el alelo del gen cassette

aadA1 se destaca no solo por su prevalencia, sino por su diseminacion tanto en integrones de
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clase 1 como de clase 2, y por la gran cantidad de arreglos encontrados para ambas

asociaciones.

4.1.2.2- Plataformas genéticas del gen cassette aadAl en integrones de clase 1

Como se menciond anteriormente el gen cassette aadA1 (AN: KR827036.1) fue el mas
frecuente en los reportes de la base de datos INTEGRALL, con un total de 468 registros (Tabla
3). Se usé esta misma base de datos para obtener la informacion de cada uno de los registros
del gen cassette, analizando en detalle la plataforma genética que lo contiene (integrén de
clase 1, 2, u otro) (Tabla 4).

Tabla 4. Arreglos mas frecuentes de genes cassettes de la zona variable de integrones de clase 1
que incluyen al gen cassette aadA1. Se muestran los 5 arreglos de genes cassettes mas frecuentes y
los restantes se muestran en la Tabla completa (Anexo 1).

Integrasa Estructura de lazonavariable Cantidad Nombre del integrén

intl1 dfrAl-aadAl 79 In361
intl1 aadAl 74 In2
intl1 aacA4-catB8-aadAl 14 In1055
intl1 bla gya1-aadA1 12 In757
intl1 aadB-aadAl 5 In822

Como se puede observar en la Tabla 4, el gen cassette aadAl estd en su mayoria
asociado al gen cassette dfrAl1 con un total de 79 registros con el gen cassette aadAl
downstream del gen cassette dfrAl, en el denominado In361. En segundo lugar de frecuencia
de arreglos en la zona variable, encontramos a In2, formado por aadAl como Unico gen
cassette en la zona variable con un total de 74 registros, y en menor medida asociado a otros
genes cassettes como aac(6’)-Ib, catB8, blaoxa1 Yy aadB en los integrones In1055, In757 e
In822, respectivamente. Con la gran cantidad de arreglos en los que se encuentra este gen
cassette, de los 468 registros encontrados, 156 de ellos contienen al gen cassette aadAl en la
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segunda posicion de la zona variable del integrén, lo que representa un 33,3% de frecuencia
de aparicion en la segunda posicidn de la zona variable, siendo el arreglo mas frecuente de

los integrones de clase 1 para este andlisis en particular.

Para comprobar si hay una tendencia a que el gen cassette aadAl se encuentre en
una posicion en particular de la zona variable del integrén, realizamos el analisis estadistico
correspondiente encontrando una diferencia altamente significativa al comparar las
posiciones 1, 2 y 3 con las restantes (P<0,0001), lo cual muestra que existe una seleccién para
gue este gen cassette se ubique en estas posiciones. Al compararlas con otras posiciones
donde no hay tantos registros como las posiciones 6, 7 y 8 es evidente que se encuentra mas
frecuentemente en los primeros lugares de la zona variable del integron. En aquellas
posiciones donde los registros tenian frecuencias similares (posiciones 6 y 8 por ejemplo) no
hubo diferencia estadistica significativa (P=1), lo que indica que para aquellas posiciones mas
alejadas de la regidn 5’ conservada del integrén no hay una tendencia o marcada preferencia

de que el gen cassette se ubique en alguno de estos lugares.

El nivel de resistencia a un determinado antibidtico, codificado por un gen cassette de
resistencia, depende de su posicidn en el integrén, mas cercana o lejana del promotor
comun. Collis y Hall, en el afio 1995 demostraron que las bacterias manifiestan niveles de
resistencia mas elevados cuando el gen cassette de resistencia se ubica en la primera
posicién de la zona variable, esto es, muy cercano al promotor y estos niveles se reducen a

medida que los genes cassettes se localizan en posiciones mas distantes con respecto al
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promotor. Existe una gran variabilidad en el nivel de expresidn de los genes cassettes dentro
de un integrdn, la cual estd relacionada con estructuras genéticas intrinsecas tanto de los
integrones como de los genes cassettes. En su mayoria, éstos no tienen promotor propio y
esta expresiéon se ha estudiado principalmente a nivel transcripcional. La transcripcidon de
estos genes se lleva a cabo por el promotor Pc (anteriormente llamado P1 o P.uy) vy
ocasionalmente por un segundo promotor P2, ambos localizados en la zona 5’CS de los
integrones de clase 1. La expresion de los genes cassettes varia de acuerdo a las secuencias
particulares de las variantes de dichos promotores. Pc esta localizado dentro de intl1
aproximadamente 250pb upstream del primer gene cassette de la zona variable y P2 se
encuentra 90pb downstream de Pc. Adicionalmente el promotor denominado Pintll, que
media la expresion del gen int/1, esta localizado downstream del promotor Pc, lo que resulta
en la convergencia de ambos y en que Pintll y P2 se superponen; upstream del sitio att/1.
(Guerin y col., 2011, Lévesque y col., 1994; Bunny y col., 1995; Collis y Hall, 1995; Recchia y
Hall, 1995). Cuando hay multiples genes cassettes, el nivel de expresidén se puede medir por
el nivel de resistencia antibidtica y puede ser afectado por la distancia entre Pc y el gen de
resistencia, debido a un efecto posicional que se cree que se debe a una terminacién
prematura de la transcripciéon en los extremos 3’ de los genes cassettes donde las
repeticiones invertidas de los sitios attC forman estructuras de tallo y bucle (Hanau-Bercot y
col., 2002). Este tipo de estructuras pueden silenciar completamente un gen adyacente
downstream. Al analizar nuestros resultados teniendo en cuenta estos antecedentes,
podemos inferir que el gen cassette aadAl se encontrara generalmente entre los que

presenten los niveles de expresién mas elevados dentro de cada integrén que lo contenga.
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La traduccién génica es otro paso limitante para la expresidén ya que requiere la
presencia de una region de iniciacion de la traduccion (TIR) que consiste en el codén de
iniciacion (ATG, GTG o TTG), una secuencia de Shine-Dalgarno (SD) (usualmente 5-AAGGAGG-
3) y una distancia entre ambos de 5 a 15 nt. En el trabajo de Hanau-Bercot y col., 2002 se
reporté que tanto aadAl1 como aadA2 tienen 1 secuencia SD con una separacion éptima de 6
nucledtidos con respecto al codén de inicio, lo cual podria favorecer su traduccion.
Llamativamente el 25% de los genes cassettes carecen de una TIR definida (Hanau-Bergot y
col., 2002). Para compensar esta ausencia, el sitio att/1 colabora con la presencia constante
de un pequeio ORF dentro del mismo, el cual tiene una TIR propia que posee su secuencia
SD (GGAG) 8 nt antes del coddn de iniciacion del ORF y se extiende hasta un coddn de
terminacion frecuentemente localizado dentro del CS 5-GTTRRRY-3. De esta manera, la
insercion del gen cassette en el sitio attll resulta en la formacion de un coddén de
terminacidn en fase con el pequefio ORF, el cual codifica un péptido de 11 aminoacidos y es
denominado ORF11. O sea que la expresion de varios genes cassettes de resistencia en los
integrones de clase 1 dependen del ORF11 que se transcribe en conjunto a partir de Pc y/o
P2, y promueve su traduccién por acoplamiento (Depardieu y col., 2007). En algunos casos se
genera un péptido de mayor tamafio como en blapya.1, 0 incluso fusionado con el producto
del gen cassette inserto en el sitio att/1 como ocurre con aacCl en Tn1696. En el caso del
cassette aadA1l, su CS estd compuesto por la secuencia 5-GTTAAAC-3 el cual forma el coddn

de terminacion TAA para ORF11, que luego de la traduccidn llevara a la generacion del
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péptido de 11 aminodcidos, sin que éste quede fusionado a aadAl lo cual hubiera podido

afectar su capacidad para actuar contra los antibioticos.

En este trabajo en particular se evalud la dispersion de los genes cassettes aadA-like
en integrones clinicos y a partir del andlisis posicional que realizamos de dichos genes
cassettes, confirmamos que tienden a estar en las primeras posiciones de la zona variable de
los integrones donde estdn contenidos. Teniendo en cuenta estos resultados y con la
informacién que se menciond en los parrafos anteriores, podemos inferir que van a tener
una mayor expresion al estar mas cerca de los promotores, lo cual habria que confirmar

realizando estudios a nivel transcripcional y/o traduccional.

4.1.2.3- Plataformas genéticas del gen cassette aadA1l en integrones de clase 2.

Con respecto al gen cassette aadAl en el contexto de los integrones de clase 2, a
diferencia de lo descrito anteriormente para los integrones de clase 1, no se encontré como
Unico gen cassette en la zona variable de los mismos. El arreglo mas frecuente corresponde al
integrén In2-4 en el cual aadA1l se ubica downstream de los dos genes cassette, dfrAly sat2,
con un total de 30 registros con esta estructura; y en segundo lugar estd asociado
Unicamente al gen cassette sat2 en el integrdn In2-6 con 7 registros. Con los datos obtenidos
en este analisis para los integrones de clase 2, se detectd que el gen cassette sat2 es el mas
frecuentemente asociado al gen cassette aadA1, con un total de 67 de los 71 registros totales
(Tabla 3) y como se describe en detalle en la Tabla 5 aparece en 4 de los 5 arreglos de genes

cassettes mas frecuentes de la zona variable de dichos integrones. En cuanto a la posicion
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dentro de la zona variable en integrones de clase 2, al comparar las distintas posiciones del
gen cassette aadA1 encontramos una diferencia altamente significativa (P<0,0001) entre las
posiciones 2 y 3 con las restantes de la zona variable del integrén, lo que indica una
preferencia a estar ubicado en dichas posiciones. Asi mismo, encontramos que al igual que
para el andlisis de integrones de clase 1, no hay diferencias significativas (P=1) entre los
genes cassettes que se encuentran en posiciones mas distantes de la zona variable del
integrdn, especificamente desde la cuarta hasta la séptima posicién.

Tabla 5. Arreglos mas frecuentes de genes cassettes de la zona variable de integrones de clase 2
que incluyen al gen cassette aadAl. Se muestran los 5 arreglos mds frecuentes y los restantes se
muestran en la Tabla completa (Anexo 2).

Integrasa Estructurade lazonavariable Cantidad Nombre del integron

intl2 dfrAl-sat2-aadAl 30 In2-4
intl2 sat 2-aadAl 7 In2-6
intl2 dfrAl-sat2-aadAl-orfX 6 *In2-48
intl2 estX-sat2-aadA1l 6 In2-24
intl2 dfrAl-aadAl 3 In2-23

*No especificado en la base de datos, se le asigna el nimero consecutivo al ultimo integrén anotado
en INTEGRALL.

4.1.3- Analisis de dispersion del gen cassette aadA1.

Para determinar en profundidad la dispersién del gen cassette aadAl, se realizd un
analisis por MEGABLAST contra las secuencias depositadas en la base de datos GenBank. En
este andlisis se tomd la secuencia de referencia del sitio attChga;, €specificamente la

secuencia de la hebra inferior subrayada en la Figura 11 (AN: KR827036.1).

Sitio attC,,q4; doble cadena
5" GTCTAACAATTCGTTCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTAACTCAAGCGTTAAAC 37
3" CAGATTGTTAAGCAAGTTCGGCTGCGGCGAAGCGCCGCGCCGAATTGAGTTCGCAATTTG 57

Hebra inferior sitio attCg,gga:
5" -GTTTAACGCTTGAGTTAAGCCGCGCCGCGAAGCGGCGTCGGCTTGAACGAATTGTTAGAC-3"
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Figura 11. Secuencia del sitio attC,.4.;. Se muestra la secuencia en forma de doble cadena vy
posteriormente la hebra inferior en direccion 5’ a 3’. Se subraya la secuencia usada para realizar el
analisis de dispersién descrito anteriormente (Roy, 2011. Quiroga, 2012).

A partir de los 918 resultados obtenidos desde GenBank, seleccionamos 200
secuencias con un 100% de identidad y 100% de cobertura, dentro de las cuales se estudio si

estaban relacionadas especificamente al gen cassette aadAl, a genes cassettes de

resistencias similares y/o a integrones.

Como resultado del analisis de las 200 secuencias encontramos un total de 86
arreglos distintos conteniendo a nuestra secuencia de referencia (sitio attCygga:1), muchos de
los cuales estan anotados de manera diferente en la base de datos GenBank. Encontramos
qgue los arreglos mas frecuentes corresponden a los integrones de clase 1 In361 e In2, que
contienen al gen cassette dfrAl upstream del gen cassette aadAl (33 registros) y al gen
cassette aadAl como Unico gen cassette en la zona variable del integréon (32 registros),
respectivamente (Tabla 6). Este resultado confirma lo descrito en el andlisis de los datos
obtenidos a partir de INTEGRALL. Del total de los registros, 71 corresponden a integrones de
clase 1, 11 a integrones de clase 2, 2 que definimos como Aintll tras confirmar que
presentan integrasas parcialmente deletadas y 2 en donde la secuencia de la integrasa no
estd incluida en la secuencia del registro y dicha secuencia no presentaba rastros de las
regiones conservadas de los integrones que permitieran asociarlos a alguna clase de integrén
en particular.

En cuanto a la asociacién de la secuencia del sitio attC,qq41 @ Otros genes cassettes de

resistencia antibidtica o relacionados encontramos que, en secuencias Unicas, parte del sitio
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attC del gen cassette aadAl (49 nucledtidos) estd asociado a varios genes cassettes como
aacA3, aadA23, aadA8, aadA3, aadA24-like y qacH. Esto se condice con los resultados que
reportamos en el punto 4.2.2. (correspondiente al andlisis denominado: Estructura genética
de los sitios attCs de los alelos de los genes cassettes aadA-like, el cual esta desarrollado en
un apartado posterior de este capitulo) donde vimos a través del andlisis filogenético de la
secuencia del sitio attC,uqa; que dicho sitio, el cual denominamos como variante 1 (Figura 13)
constituye el sitio de recombinaciéon de 15 alelos de aadA1 reportados en INTEGRALL, sin
embargo hay un unico reporte en nuestro analisis para los genes cassettes aacA3 y qacH,
para los cuales habria que estudiar en detalle las caracteristicas de los sitios attCs de todos

los reportes de ambos genes cassettes, ya que podrian estar asociados con otros sitios attCs.

Tabla 6. Arreglos genéticos asociados upstream y downstream a la secuencia del sitio attC,,44; en
200 secuencias con un 100% de identidad y 100% de cobertura provenientes de GenBank. Se
muestra el gen de la integrasa a la cual estan asociadas y la cantidad de registros totales de cada uno
de los arreglos.

Estructura/arreglos upstream y downstream del
sitio attC,aga1 Integrasa Cantidad de registros

dfrAl-aadAl intl1 33
aadAl intl1 32
é-psp-aadA2-cmiAl-aadAl1-qacH-1S440-sul3 intl1 13
catB8-aadA1l intl1 6
dfrAl-aadAl intl2 7
dfrAl12-sat2-aadAl intl2 18
aacC1-ORFX-orfY-aadAl intl1 3
é-aacCl/aacAl-orfP-orfQ-aadA1-qacEA1-sull-orf5-
orf-resx-Trb1-IRTn6018-? intl1 3
é-dfrA12-orfF-aadA2-cmlAl-aadAl-qacH-154407?
(hibrida en aadA1 y en parte de gacH no en aadA2) |intl1 3
¢- IRTn501-orf5A-sull-qacEA1-aadAl-int1-IR1-tnpR-
tnpA? intl1 2
aacCl/aacAl-aacCl/aacCAl-orfP-orfQ-aadA1-
qacEA-sull-orfF intl1 2
blapo-aacA31-aadAl intl1 2
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blaywas-aacA7 (aac(6')lb-dfrAl-similar a aadAl no
funcional debido a una fusion en el extremo 5'-

qacEA1-sull intl1 2
sat2-aadAl Intl2 2
dfrB4-catB3-aadAl intl1 2
aac(6’)-1b-ereA-blagya,1-aadAl intl1 1
écaac(6')-dfrAl-aadAl-ermE? intl1 1
aac(6')Ib-aac(3)-I-orfx-aad(3')-qacEA1-sull-orf5 intl1 1
écaac(6')lb-catB8-aadA1-qacEA1-sull-ISCR1? intl1 1
caac(6')-1b-catB8-aadAl-qacEA1-sull-ISCR1-tnpU-

armA-tnpD-mel-mph2-Transposasa-proteina

hipotética? intl1 1
aacA3-arr3-aadA1-TniR-TniQ-TniB-TniA (Pega en

una parte del attC del aacA3) intl1 1
aacCl-orfX-orfY-aadAl-qacEA1 intl1 1
caadA1l-insA-insB-proteina hipotética-catAl-insB-

insA-cusS? intl1 1
¢aadA23? intl1 1
caadA8? intl1 1
caadB-cat-oxal0-aadA1? intl1 1
¢Cloranfenicol transposasa acetiltransferasa —

acetiltransferasa? intl1 1
¢Proteina de resistencia a aminiglicdsidos- istb1? Aintl1 1
aacCl/aacCAl-aacCl/aacAl-orfP-orfQ-aadAl-

qacEA1-sull intl1 1
aacCl/aacCA1-aacCl/aacAl-orfP-orfP-orfQ-

aaadAl-qacE-sull-orf5 intl1 1
aacCl-orfp-orfQ-aadAl1-qacEA1-sull-orf5 intl1 1
écaacA7-dfrAl-aadAl-smr-1SPa21? intl1 1
écaacCl-orFP-orfQ-aadA? intl1 1
éblaywi-aac(6’)-1b-dfrll-aadA1? intl1 1
cdfrAl5-aadA1? intl1 1
blapss-aac(6’)-1b-blagya,-aadAl- gacEA1-sull intl1 1
dfrAl-catB2-sat2-aadAl-ybeA-ybfA-ybfB-ybgA Intl2 1
sat2-aadA1-YebA intl1 1
éarr3-aadA1-TniR-TniB-TniA? intl1 1
édhfr-arr2-cm1A-oxal0-aadA1-qacEA-sull-ISCR1? | intl1 1
blawe-aac(6’)-1b_3-aacAl/gcuG3-gcuG3-aadAla intl1 1
blawpi-aacA28-aadAla intl1 1
blagesi1-aac(6')-1b-dfrA7-tnpA-aadAl-qacEA intl1 1
blaps-aac(6')-lae-aadAl-qacEA1 intl1 1
blayu.o-aadAl-qacEAl intl1 1
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blaywi-aacA7-dfrl-similar a aadA1 no funcional
debido a una fusiéon en el extremo 5'-smr-ISPa21-

tnpA intl1 1
blawps-aacA7-aadAl-qacEA1 intl1 1
blaywmi-aacA7-dfrAl-aadAl-qacEA1 intl1 1
blaywi-aac(6’)-1b-aadA1-qacEA1-sull intl1 1
catB8-aadA1l intl1 1
¢dfrA12-orfF-aadA2-aadA2-cm1A-aadAl-qacH-

tnpA-sul3 (no pega en el aadA2, sino en el attC de

aadAl, y en el attC de gacH)? intl1

ddfrAl4-arr2-blaoyaip-aadA1? intl1

¢dfrAl5-aadAl-qacEAl1? intl1

dfrA16-blalpb-aadA2-cmLA1-aadAl (sélo pega en

aadAl, no en aadA2) intl1 1
édfrA16-rifampicina ADP-cm1A7-blaoyaio-aadAl-

qacEA1-sull1-ISCR1? intl1 1
édfrAl-aadAl-emrE-sull-tniB? intl1 1
¢dfrAl-aadA1-1S440-sul3? intl1 1
dfrAl-aadAl-emrE-sull-tniB intl1 1
¢dfrAl-aadAl-proteina hipotética-sull? intl1 1
dfrAl-satl-aadAl Inti2 1
dfrAl-sat2-aadAl No estd anotada 1
dfrAl-sat2-aadAl-ybeA Inti2 1
dfrAl-sat2-aadA1-ybfA-ybfB-ybgA Inti2 1
dfrB4-catB3-blapxa0-aadAl intl1 1
¢Dihidrofolato reductasa- Estreptomicina 3’adeninil

transferasa-dihidropteroato sintasa-ISCR1? intl1 1
cestX-aadAl-regién codificante no determinada? intl1 1
édihridrofolato reductasa-gap-aadA1? intl2 1
cestX-aadAl-qacEA1? intl1 1
cestX-sat2-aadA1? Intl2 1
¢InsAB-proteina de resistencia a aminoglicosidos-

integrasa-tnpR? intl1 1
éproteina hipotética-dihidropterotato sintasa-

proteina hipotética-transposasa putativa- aadAl-

cmlA- aadA2- hidrolasa-int/1 - resolvasa tnpR? intl1 1
éproteina hipotética-proteina de resistencia a

bromuro de etidio-adenilil transferasa-

transportador MFS? intl1 1

é1S26-tnp4a-blayegi-aadB-arr2-cm1A5-blagyaio-
aadAl-qacEA1-sulA

No estd anotada

éIS-int1-XerD-aadA1-InsA-insB-IS-CatA?

intl1
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distB-sull-EmrE-aadA1b-dfrAl-int1-strA? intl1

éproteina de membrana interrumpida? intl1

éproteina hipotética- proteina de resistencia a

aminoglicosidos? intl1 1

Fosforibosilantranilato isomerasa-proteina de
resistencia a bleomicina-blaypm.1- ISAbal25- aadAl-

dihidropteroato sintasa - 1IS6100 intl1

¢SFM transportador-adenilil tranferasa? intl1

¢tnpMTn21-intl1-Estreptomicina adenililtranferasa-

qacEA-sull? intl1 1

¢Tn402-sull-qacEA1-aadAl-orfX-orfx(A)-aacCl-
aac(6’)-1b-Intl1-1S26-tnpA-14base terminal repeat of
IS26-Intl1-dfrAl-aadA1-IS1R-inSB-inSA? intl1
ctnpM-IntR-dfrA15-aadA-qacEA1-sull2-tnpA21? intl1
éEstreptomicina 3"’O-adenilil transferasa —3’N-
aminoglicosido acetiltransferasa -GroEl (chaperona

molecular) intl1

ésul3-sull-qacE-aadAl-intl2-strB? Inti2
étnp26-Integrasa-aac(6')-1b-catB8-aadA1-qacEA1-

sul1-ISCR1? Aintl1 1

**Las integrasas que figuran como no anotadas, no fueron posibles de predecir porque la anotacién de la
secuencia en particular solo contenia la informacién contenida en esta Tabla.

é? Las anotaciones marcadas con signos de interrogacion corresponden a registros donde la anotaciéon no
contenia secuencias correspondientes a las regiones conservadas de los integrones.

Con respecto a la asociacion del gen cassette aadAl a diferentes integrasas,
encontramos en GenBank que en su mayoria esta asociado a integrones de clase 1 con un
porcentaje de 84% (n=71). Este resultado concuerda con el obtenido a partir de la base de
datos INTEGRALL, donde se ve que también hay una mayor asociacion a integrones de clase
1. Con respecto a integrones de clase 2, el porcentaje de arreglos de integrones de clase 2

corresponde a un 13% (n=11) de las secuencias y de un 1,5% (n=2) a las Aint/1.

La mayoria de los genes cassettes de aadAl estan asociados downstream a dfrAl,
como Unico gen cassette de la ZV, o también aparece asociado al cassette catB8 en

integrones de clase 1. Sin embargo, un porcentaje importante de los arreglos (42,5%)
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correspondientes a 85 secuencias de las 200 totales son arreglos Unicos, lo que no permite
determinar una posicién en particular del gen cassette aadA1 mas que las ya mencionadas.
Para el caso de integrones de clase 2 también se lo encuentra downstream del gen cassette
dfrA1 en el 3,5% de los casos (n=7), pero también estd asociado al gen cassette sat2 con la
estructura dfrAl-sat2-aadAl1 como la mds predominante en las secuencias analizadas con un

9% correspondiente a 18 de las 200 secuencias analizadas.

Al igual que lo reportado en INTEGRALL, el gen cassette aadAl esta estrechamente
relacionado al gen cassette dfrA1 al encontrarse asociados en la mayoria de los registros a
excepcion de cuando el gen cassette aadAl se encuentra como Unico gen cassette en la
zona variable del integrén. Su asociacion se mantiene tanto en integrones de clase 1 como
de clase 2, lo que nos da una idea de que estos dos genes cassettes podrian estar
altamente asociados en los integrones clinicos. Las bajas frecuencias de recombinacion,
tanto de escision como de insercion del gen cassette dfrAl en contraposicion con las del

gen cassette aadAl obtenidas en este y otro trabajos, se correlacionan con esta hipdtesis.

Al observar que los resultados del analisis de 200 secuencias indican que el sitio
attCuuaaz €std Unicamente asociado a este alelo en particular, estudiamos el total de las
secuencias que contienen un 100% de identidad y 100% de cobertura de la secuencia del sitio
attCuuaaz €n la base de datos de GenBank. Obtuvimos un total de 918 secuencias para
analizar si alguna de ellas correspondia a otro gen cassette distinto a lo que ya habiamos
observado o adicionalmente identificar si estaba asociada a otras estructuras genéticas
diferentes de los integrones o a otros genes cassettes de resistencia antibidtica. Para ello
empleamos un script disefiado por la Lic. en Andlisis de Sistemas Verdnica Alvarez (Estudiante

Doctoral de nuestro laboratorio) que permitié obtener los nimeros de acceso de aquellas
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secuencias que no estuvieran anotadas como relacionadas a adeniltransferasas, resistencia a
estreptomicina/espectinomicina, integrones y especificamente el gen cassette aadAl. A
partir de estas condiciones, obtuvimos un total de 12 secuencias las cuales analizamos en
detalle en la Tabla 7.

Tabla 7. Arreglos genéticos asociados upstream y downstream a la secuencia del sitio attC,,44; €n
12 secuencias sin nomenclatura con un 100% de identidad y 100% de cobertura provenientes de
GenBank. Se muestra la integrasa a la cual estan asociadas y la cantidad de registros totales de cada
uno de los arreglos.

Estructura/arreglos upstream y downstream del sitio attC,.q4,; | Ntegrasa | Cantidad de registros

é¢dhfrAl-aadAl-qacE-dihidropteroato sintasa-sull-

acetiltransferasa putativa? intl2 1
aadB-aadAl- qacEA1sull-ISCR1-blaciyw.-, (integron complejo) intl1 1
éProteina de resistencia a aminoglicésidos-transposasa I1S1? intl1 1
écatB8-aadA1? intl1 2
éSecuencia parcial aadA24-like? intl1 1
blawpio-aacA31-aadAla-qacEA1-sull-orf5 intl1 1
InsA-InsB-aadA-IntR-tnpR intl1 1
éaadB-aadAl1-qacEA1-sull-1ISCRI-blacrym-,? (integrén complejo) |intl1 1
aadA-Orf3/QacEA1 proteina fusionada intl1 1
Sitios especificos de integracidn de genes en hot spots de No

recombinacion, flanqueando aadA en transposones Tn21* anotada** 2

*Se puso la informacidn tal y como estaba anotada en la base de datos de GenBank

**|a integrasa que figura como no anotada, no fue posibles de predecir porque la anotacidn de la secuencia en
particular solo contenia la informacién contenida en esta Tabla.

¢? Las anotaciones marcadas con signos de interrogacion corresponden a registros donde la anotacién no
contenia secuencias correspondientes a las regiones conservadas de los integrones.

Pudimos observar que existen discrepancias en la anotacién de las secuencias, ya sea
por la coexistencia de diferentes nomenclaturas o por ejemplo cuando se refiere a
secuencias de genomas completos pueden estar anotadas de manera errénea o
directamente no anotadas, requiriéndose una curacién previa de las mismas lo cual dificulta
el analisis de los resultados. De todas formas, al hacerle un alineamiento a cada una de estas

secuencias resultantes de este filtro o script con respecto a GenBank observamos que todas
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siguen estando asociadas al gen cassette aadA1, que como ya vimos en el analisis de alelos
de aadAl-like puede estar anotado de distintas maneras, aunque hagan referencia a la

misma secuencia.

Segun nuestros resultados y el andlisis realizado a través de las secuencias del GenBank del
sitio attChgdaz con un 100% de identidad y 100% de cobertura, demostramos que la
dispersion del gen cassette aadA1 es muy alta y esta altamente asociada a los integrones

clinicos.

4.1.4- Plataformas genéticas del gen cassette aadA2.

A partir de los datos descritos en la Tabla del conteo total de arreglos de los datos
obtenidos a partir de INTEGRALL (Tabla 3) encontramos que el gen cassette aadA2 fue el
segundo gen cassette en frecuencia de aparicion, con un total de 273 registros y 120 arreglos
distintos de genes cassettes en la zona variable del integron donde estan contenidos. A
diferencia del gen cassette aadAl, el gen cassette aadA2 solo esta asociado con integrones
de clase 1. A continuacion, presentamos los arreglos mas frecuentes (Tabla 8).

Tabla 8. Arreglos mas frecuentes de genes cassettes de la zona variable de integrones de clase 1
que incluyen al gen cassette aadA2. Se muestran los 5 arreglos mads frecuentes y los restantes se
muestran en la Tabla completa (Anexo 3).

Integrasa Estructura de lazonavariable Cantidad Nombre del integron
intl1 aadA2 70 In127
intl1 dfrA12-orfF-aadA2 53 In27
intl1 aadB-aadA2 6 In293
intl1 sat-psp-aadA2 4 *In1089
intl1 aacA4-aadA2 3 In821

*No especificado en la base de datos, se le asigna el nimero consecutivo al ultimo integrén anotado
en INTEGRALL.
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Como se puede ver en la Tabla 8, la mayoria de registros corresponden al gen cassette
aadA2 como Unico gen cassette en la zona variable del integrén (n=70), seguido del arreglo
de los genes cassettes dfrA12 y el gen orfF upstream al gen cassette aadA2 (n=53). En menor
frecuencia estd asociado a los genes cassettes aadB, sat, psp y aac(6’)-Ib con bajo numero de
registros (n=13). Con respecto a su posicion dentro de la zona variable del integrén
encontramos que hay una diferencia altamente significativa (P<0,0001) al comparar la
posicién 3 con las demas posiciones, lo que nos indica claramente que hay una tendencia a
que este gen cassette se ubique en la tercera posicién de la zona variable de los integrones
de clase 1, sin embargo no hay diferencia significativa al comparar esta posiciéon con la
primera posicidon lo que indica que puede ubicarse sin ninguna preferencia en alguna de estas
dos posiciones. La comparacién entre las posiciones mas lejanas, cuarta y quinta, tampoco
nos da una diferencia significativa (p=0.4177) lo que nos indica que no hay una tendencia a

ubicarse en ninguna de estas dos posiciones en particular.

4.1.5- Plataformas genéticas del gen cassette aadA>5.

El gen cassette aadA5 fue el tercer alelo mas frecuente de los genes cassettes aadA-
like con un total de 137 registros y 28 arreglos de la zona variable (Tabla 3).

Como se puede observar en la Tabla 9, la mayor cantidad de arreglos corresponden a
In785 con el gen cassette dfrA17 upstream del gen cassette aadA5. En menor cantidad se
encuentra como Unico gen cassette en la regidn variable, mientras que en los consiguientes
arreglos se encuentra asociado a los genes cassettes dfrA17 y dfrAl. Para el gen cassette

aadA5 encontramos que hay una diferencia altamente significativa (P<0,0001) cuando
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comparamos la posicidn 2 con las restantes, lo que nos indica que hay una clara tendencia a
gue el mismo se encuentre en esta posicion en integrones de clase 1. Para las posiciones 1y
3 no hubo diferencia estadistica significativa (p=1) ya que se reporté el mismo numero de
registros para ambas posiciones.

Tabla 9. Arreglos mas frecuentes de genes cassettes de la zona variable de integrones de clase 1

que incluyen al gen cassette aadA5. Se muestran los 5 primeros que determinamos como los mas
frecuentes y los restantes se muestran en la Tabla completa (Anexo 4).

Integrasa Estructura de lazonavariable Cantidad Nombre del integron

intl1 dfrAl7-aadA5 100 In785
intl1 aadA5 9 In681
intl1 dfrAl-aadA5 3 *In1090
intl1 bla \p1-aadA5 2 In892
intl1 bla gya-aadA5 1 *In1091

*No especificado en la base de datos, se le asigna el nimero consecutivo al ultimo integrén anotado
en INTEGRALL.

4.1.6- Plataformas genéticas de otros alelos de genes cassettes aadA-like menos

frecuentes.

En menor proporcidon se reportaron a los genes cassettes aadA6 (0,86%), aadA7
(1,15%), aadAla (0,57%), aadAlb (0,19%), aadA11 (0,38%) y aadA4 (0,48%) asociados a
integrones de clase 1. Para el gen cassette aadA6 el arreglo mas frecuente corresponde a la
plataforma aadA6-orfD, para el gen cassette aadA7 la plataforma genética mas frecuente es
aaC5-aadA7 y para los genes cassettes restantes cada uno de ellos se encuentra como unico
gen cassette en la ZV del integrén. En la Tabla 10 se detallan a modo de resumen los arreglos

mas frecuentes para cada uno de estos alelos.
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Tabla 10. Arreglos mas frecuentes de genes cassettes de la zona variable de integrones de clase 1
que incluyen a los genes cassettes aadA6, aadA7, aadAla, aadAlb, aadA11l y aadA4. Se muestra un
resumen de los registros mas frecuentes y los restantes se muestran en la Tabla completa (Anexo 5).

Integrasa Estructura de lazonavariable Cantidad Nombre del integrén

intl1 aadA6-orfD 7 In51
intl1 aacA7-aadA6-orfD 2 In446
intl1 aacC5-aadA7 6 In104
intl1 aadA7 6 In142
intl1 aadAla 4 In2
intl1 estX-aadAla 2 In117
intl1 aadAlb 2 In93
intl1 aadAll 4 In925
intl1 aadA4 5 In138

A diferencia de los otros genes cassettes descritos previamente, la frecuencia de este
grupo de genes cassettes varia entre los 10 y 20 registros, con una menor cantidad de
arreglos (n=56 para 6 genes cassettes juntos), resumidos en la Tabla 7. El gen cassette aadA6
estd asociado upstream al gen cassette orfD y aparece en la primera o segunda posicién; el
gen cassette aadA7 esta downstream al gen cassette aacC5 o se encuentra como Unico gen
cassette en la zona variable; mientras que el gen cassette aadAla estd asociado al gen
cassette estX o se encuentra como Unico gen cassette en la zona variable. Por su lado, cada
uno de los genes cassettes aadAlb, aadAll y aadA4 se encuentran como Unicos genes

cassettes dentro de su respectiva zona variable.

Segun nuestros resultados, el gen cassette aadA1l es el mas disperso y frecuente de los
genes cassettes aadA-like, presentando una mayor variabilidad en cuanto a la cantidad de
arreglos de la zona variable del integron y es el tnico alelo aadA-like presente en dos clases
de integrones, clase 1 y de clase 2. Todas estas caracteristicas evidencian su gran

contribucion a la multirresistencia antibiotica en los integrones clinicos.
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4.2- Estudio de los componentes genéticos de los genes cassettes aadA-like: marco

abierto de lectura (ORF) y sitios attCs.

Con el fin de estudiar la variabilidad y la evolucién de los genes cassettes aadA-like se
seleccionaron los ORFs de los 37 alelos identificados (ver Tabla 3) usando sus secuencias
provenientes de la base de datos INTEGRALL (Tabla 3) y sus respectivos sitios attCs. Se
seleccionaron estas secuencias porque contenian el ORF completo con un coddn de inicio y
un coddn de terminacion definido. Tomamos como gen cassette de referencia aadA1 al AN
KR827036.1 de 852pb. Estos 37 alelos aadA-like no tienen el mismo tamafio, pero los
seleccionamos, ya que contenian los registros completos en las bases de datos INTEGRALL y
GenBank. A partir de estos pares de secuencias, se realizd el analisis de alineamiento de
secuencias con el algoritmo CLUSTALW para todos los marcos abiertos de lectura u ORFs de
cada uno de los alelos y para sus correspondientes sitios attCs por separado y asi se identifico

si su diversificacién corresponde a un proceso que se da en paralelo o por separado.

4.2.1- Estructura genética de los ORFs de los alelos aadA-like

Al realizar el alineamiento con CLUSTALW vy el arbol de maxima similitud para los ORFs
de los alelos aadA-like, se observa la formacién de algunos grupos, destacando el grupo que
incluye a los que denominamos como alelos aadAl-like (Anexo 6 y Figura 12). Dentro del
alineamiento observamos que el ORF correspondiente al gen cassette aadA es el mas largo,
con 1008 nucledtidos, que nuestro gen cassette de referencia el aadAl que tiene 792

nucledtidos y el ORF del gen cassette aadA7-like es el mas corto, con 773 nucledtidos, lo cual
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deja en evidencia que los ORFs de los genes cassettes aadA-like han sufrido multiples

inserciones y/o deleciones.

Con respecto a la conservacién de las secuencias, al realizar el alineamiento
encontramos 128 nucledtidos conservados, que a partir del porcentaje de los mismos con
respecto a la longitud de cada uno de los ORFs determinamos un promedio de 16% de
conservacion y el menor porcentaje de conservacién correspondidé al ORF del gen cassette

aadA (12%).
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ORF aadA1

ORF aadA1a

ORF aadA1bs | Grupo aadA1-like

- ORF2adAth | opF predominante

ORF aadA1bq (7 alelos)

| ORF aadA1k

L ORF aadA1lc

ORF aadA

ORF aadA24
ORF aadA23

] ‘LORF aadA22

ORF aadA23b

ORF aadA15
— A&ORF aadA12
ORF aadA17
ORF aadA11c
ORF aadA8
ORF aadA8b
ORF aadA3c
ORF aadA3
ORF aadA2
ORF aadA21
ORF aadA2a
ORF aadA2c
ORF aadA13
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ORF aadA7-like
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ORF aadA6j
0,20 ORF aadA9
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ORF aadAdc
ORF aadA5q
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0,34

—_
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Figura 12. Arbol de maxima similitud entre las secuencias de los ORFs de los alelos aadA-like. El
grupo que contiene al ORF predominante incluye a 7 alelos no idénticos denominados aadA1-like. Se
observa una mayor diversidad de formacidn de grupos para el arbol correspondiente a los ORFs que
para el correspondiente a los sitios attC de los alelos aadA-like . (Rango: 792 a 1008 nucledtidos).

4.2.2- Estructura genética de los sitios attCs de los alelos de los genes cassettes aadA-like.

Al analizar el alineamiento de los sitios attCs correspondientes a los 37 alelos de
aadA-like identificados en INTEGRALL, encontramos un total de 28 bases conservadas que al

calcular un porcentaje entre la longitud del sitio attC mas largo correspondiente al sitio attC
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del gen cassette aadA9 (61 pb) y el mas corto, correspondientes a los sitios attCs de los genes

cassettes aadA4 y aadA4C (49pb) representa un 51% de conservacion de la secuencia.

Se identificaron 15 variantes del sitio attC asociadas a los 37 alelos aadA-like (Figura
13). Como era de esperar, se observd mayor identidad de secuencias entre las bases
nucleotidicas involucradas en la recombinacién especificamente en las regiones 1L y 1R
(RYYYAAC y GTTRRRY, respectivamente), las cuales son clave en los procesos de
recombinacién mediados por las integrasas de integron. Con respecto a la regién 1L, 11
variantes del sitio attC (variantes 1 a 6, 8 a 11 y 13) tienen la secuencia consenso de dicha
region, identidad de 100% con la region 1L del sitio attChuqga; Y €l total de dichas 11 variantes
mencionadas estdn asociados a 30 alelos aadA-like. En el caso de la regién 1R, encontramos
gue 2 secuencias correspondientes a dos alelos que se encuentran dentro de la variante 1
(aada23b y aadA3) y la variante 9 correspondiente al alelo aadA6 tienen la secuencia
consenso de la regiéon 1R. A su vez, 13 variantes (1 a 6, 6 a 8 y 10 al5) presentan
modificaciones en la secuencia consenso de igual forma (cambiando la ultima base por una

purina) y 2 variantes (5 y 9) sufrieron deleciones que modifican la SC.

Con respecto a las regiones 2L y 2R (GTTCRARY y RYTYAAC, respectivamente),
asociadas con la formacién de la base extrahelicoidal mas relevante, 8 variantes (1, 2, 4, 5, 11
a 13 y 15) tienen la SC de la regién 2L, todas con un 100% de identidad con la secuencia de la
region 2L del sitio attCuqga;. En cambio, 5 variantes (3, 6, y 8 a 10) sufrieron modificaciones en

su SC pero cumplen con la regla de complementariedad de las bases que normalmente se
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encuentran apareadas en la estructura secundaria que forma el sitio attC. Finalmente 2
variantes (7 y 14 asociadas a los alelos aadA9, aadA4 y aadA4c respectivamente) perdieron la
base extrahelicoidal caracteristica de 2L, lo cual es de esperar que afecte significativamente

las eficiencias de recombinacidn de los genes cassettes correspondientes.

Adicionalmente en el sitio attC de aadA9 (variante 7) observamos una duplicacion en
tdndem del sitio 1L que podria afectar el correcto apareamiento de las secuencias en la hebra
inferior para permitir la formacién de la estructura recombinogénica en forma de tallo y
bucle. Se observaron ademas, 2 variantes (14 y 15) con pequefias deleciones dentro de las

secuencias espaciadoras que afectaran la formacién de la burbuja entre los sitios 2L y 2R.
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Region 1L 20 Reglon 2L " w Region 2R soRegion 1R
|
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Moot - - - - - - TETA ATTEARG l]ellellGlimlcleelcqulmmllai GGBc Variante 8
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Consensus - - - - - - - GTCTAACAATTCGTTCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTAACTCAAGCG

100%

oy I e

Figura 13. Alineamiento por ClustalW para los sitios attCs de los distintos alelos aadA-like. Se
considerd cada sitio attC desde la regién 1L hasta la G de la regidn 1R. Las variantes de sitios attCs se
encuentran numeradas del 1 al 15. Las llaves y flechas indican las distintas variantes de los sitios attCs
que se detectaron. Los rectdngulos anaranjados indican las regiones consenso asociadas a
recombinacion (Regidon 1L: RYYYAAC y 1R: GTTRRRY); se muestra hasta la G de esta ultima; region 2L:
GTTCRARY y 2R: RYTYAAC. Los asteriscos rojos indican la localizacién de las bases extrahelicoidales.
Adicionalmente se muestra una regién 1L repetida en una de las variantes.

A partir del andlisis del arbol de maxima similitud de los sitios attCs observamos que
el sitio attC predominante (llamado variante 1 en la Figura 13) estd mas cercanamente
relacionado a 15 alelos de aadA-like (Figura 14). Con respecto al arbol de maxima similitud de
los ORFs (Figura 12), la formacién de grupos es similar con respecto a la observada para los
sitios attCs, donde sigue habiendo un ORF predominante denominado grupo aadA1-like mas

cercanamente relacionado a 7 alelos, pero se observa una mayor diversidad en la formacién
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de grupos. Como se pudo observar, en el arbol de maxima similitud de los ORF’s de los alelos
aadA-like se observa una mayor diversidad de formacién de grupos que para el
correspondiente de los sitios attC (Figura 14), lo cual muestra una estabilidad mayor en el
mantenimiento de las secuencias correspondientes a los sitios de recombinacién y mas
flexibilidad en la region codificante. En base a estos resultados inferimos que si bien algunos
sitios attCs y ORFs de los alelos aadA-like se encuentran mas relacionados entre si, hay

evidencias de la ocurrencia de intercambios entre ellos para formar genes cassettes.
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Figura 14. Arbol de méxima similitud de las secuencias de los sitios attCs de los genes cassettes aadA-
like. El sitio attC predominante incluye a 15 alelos aadA-like.

4.2.3- Dispersion de las variantes de los sitios attCs de los genes cassettes aadA-like

Realizando un analisis de la dispersion de las 15 variantes que encontramos para los

diferentes sitios attCs de los 37 alelos aadA-like, usamos la herramienta BLAST de NCBI

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) para evaluar cual o cuales de estas variantes son las mas

frecuentes en las secuencias contenidas en GenBank (Tabla 11). Para ello, con los resultados
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arrojados por el programa, se realizd un filtro con el fin de saber cudles de ellos tienen un
100% de identidad con nuestras secuencias, definidas como variantes de los sitios attCs de
los 37 alelos aadA-like (Figura 10).

Tabla 11. Namero de registros correspondientes a las secuencias determinadas como variantes de
sitios attCs de los alelos aadA-like.

Sitio attC Registros Genes cassettes asociados
aadAl, aadA24, aadA3c,
aadA23b, aadA21, aadAla,
Variante 1 553 aadAlbs, aadA22, aadA3, aadA,
aadA8b, aadA1lbq, aadA3c,
aadAllk, aadA8
Variante 2 1 aadAlb
Variante 3 21 aadA7
Variante 4 1 aadAllc
Variante 5 4 aadA13
Variante 6 7 aadA6j, aadAll
Variante 7 3 aadA9
Variante 8 17 aadAl16
Variante 9 34 aadA6
Variante 10 2 aadA7-like
Variante 11 1 aadA17
Variante 12 1 aadA2c
Variante 13 349 aadA2, aadAl12, aadA15, aadA2a
Variante 14 168 aadA4, aadA4c
Variante 15 148 aadA5q, aadAbr, aadA5

Con estos resultados podemos ver que el alelo del gen cassette aadAl es el mas
disperso en los registros contenidos en el GenBank, esto corresponde con nuestros
resultados obtenido de INTEGRALL ya que el grupo que definimos como alelos aadA1-like
contiene un total de 15 alelos (Figura 10) que comparten el mismo sitio attC, lo cual
explicaria que puedan intercambiar de sitio attC entre ellos y poder generar nuevas variantes

y por ende mads dispersidén. Las siguientes variantes con mayor numero de registros
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corresponden a otras que comparten distintos alelos como el caso del grupo de los alelos

aadA2-like pero que no estan tan dispersos como el grupo descrito anteriormente.

4.3- Estructuras secundarias de los sitios attC usados en los estudios de recombinacion

Con el fin de analizar la relacion entre la formacidn de estructuras secundarias de los
sitios attC de los genes cassettes estudiados en este trabajo, attCuadai, AttCoggas, attCogear ¥
attCqsraz, y SU rol sobre las frecuencias de recombinacion, analizamos por Bioinformatica cada
uno de dichos sitios attC. Para ellob a través del programa Mfold
(http://unafold.rna.albany.edu/?g=mfold) realizamos el ensamblado de las estructuras
secundarias de la hebra inferior del sitio attC, que constituye el sitio blanco de la integrasa

Intl1 para la recombinacion sitio especifica.

La estructura general de un sitio attC tipico (Figura 15) se caracteriza por tener una
secuencia imperfecta repetida invertida que se encuentra downstream de un marco de
lectura abierto (Figura 15). Por lo general dichos marcos de lectura abiertos corresponden a
genes de resistencia antibidtica en los integrones de clase 1 aislados de la clinica. Los sitios
attC constituyen una diversa familia de secuencias que funcionan como sitio de
reconocimiento sitio-especifico de la integrasa y varian en una longitud de 57 a 141 pb. La
secuencia que tienen en comun los sitios attC corresponde principalmente a 20 nucleétidos
en sus extremos denominadas Right Hand (RH) y Left Hand (LH) por lado derecho e izquierdo,
respectivamente (Figura 15). Cada una de estas regiones contiene dos cajas de nucledtidos

llamadas: i) 1R o core site cuya secuencia consenso es 5-GTTRRRY-3’, y 2R cuya secuencia
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consenso es 5’-RYTYAAC-3’ en la region RH y 1L o inverse core site cuya secuencia consenso
es: 5’-RYYYAAC-3’ y ii) 2L cuya secuencia consenso es 5’GTTCRARY-3’ en la regidn LH. En la
caja 1R se encuentra el sitio de recombinacién mediado por Intll, ubicado entrela Gy T
(Figura 15). Estas cajas son parte de dos sitios antiparalelos de recombinacién “core”
denominados: 1L-2L y 2R-1R, respectivamente. La estructura general del sitio attC es
palindrémica y permite que la hebra simple del attC adopte una forma de cadena doble por

la unién de las regiones 2L a 2Ry 1L a 1R.

Secuencia
espaciadora
1L 2L A 2R 1R
5= RYYYAAC m= v e e e GTTCRARY s o s A mmmmmeeee RYTYAAC == o o o GTTRRRY =-=-- 3
3 - YRRRTT G mm o o o jAAGYGTR———T --------- YRARTT G o o o o CAAYYYR ---- 5

Figura 15. Estructura general de un sitio attC tipico. Se muestran las regiones 1L o inverse core site y
1R o core site, y las regiones 2Ly 2R. Entre estas dos Ultimas regiones se encuentra la secuencia
espaciadora. Tomado de: Gambino, Anahi. Tesis de licenciatura FCEyN 2016.

4.3.1- Descripcion de la regidon LH en los sitios attC de los genes cassettes: attC,qqa1,

attcaadA3; attcaacAl y attcdfrAl

Como se menciond anteriormente, la regién LH en un sitio attC tipico (Figura 15)
comprende a su vez a dos cajas de nucledtidos, una de 7 nucledtidos denominada 1L o
inverse core site (ICS) y una de 8 nucledtidos denominada 2L. Con respecto a la primera de
ellas, la region 1L tiene una secuencia consenso 5 -RYYYAAC-3', siendo R=Purina: Ay G, e Y=
Pirimidina: Cy T. Al hacer un andlisis comparativo entre los sitios attCuaas ¥ attCuadas (Figura

16) se observé que tienen un 95% de identidad en la totalidad de su secuencia nucleotidica,
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con una diferencia en los 4 primeros nucleétidos de la misma. Con respecto a la secuencia
de la regién 1L de los dos sitios attCuaaar Y attCuagas la cual presenta la secuencia 5°-GTCTAAC-
3’ se ajusta completamente a la secuencia consenso 5°-RYYYAAC-3". En cambio, para la
region 1L del sitio attCuqca; (Figura 17) identificamos la secuencia 5'-CCCTAAC-3" (se subraya
el nucledtido que se modificd con respecto a la secuencia consenso). Dicha secuencia posee
un cambio del primer nucleétido de la secuencia consenso donde se observa la transversién
de la Purina: G correspondiente al primer nucledtido de la secuencia consenso por la
Pirimidina: C. Para el caso de la regidn 1L del sitio attCasa; (Figura 18), observamos que en la
secuencia de la regién 1L respectiva, correspondiente a 5'-GGTTAAC-3’ (se subraya el
nucledtido que se modificd con respecto a la secuencia consenso), hay un cambio del
segundo nucleétido de la secuencia, donde se produjo la transversion de la Pirimidina: A por
la Purina: G. Este analisis indica que de las 4 regiones 1L de los 4 sitios attC estudiados
attCoadas, ttCogdas, OttCogcar Y attCupaz l0S sitios attCoggar Y attCoagaz coinciden exactamente
con la secuencia consenso de la regidon 1L, mientras que los sitios attCuucaz (Figura 17) y

attCqsaz (Figura 18) presentan la transversion de un nucledtido cada uno.
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Figura 16. Estructura secundaria de los sitios attC,qqa; ¥ attC,.443. a. Caracteristicas del sitio attC
aadaze b. Estructura secundaria de la hebra inferior del sitio attC,,44;. €. Secuencia en doble cadena
del sitio attC,.qa3. d. Estructura secundaria de la hebra inferior del sitio attC....;. En a, que
corresponde al sitio attC,.qa1, Y C, que corresponde al sitio attC,.4a3, S€ muestran con lineas negras las
regiones LH y RH y los rectangulos corresponden a las regiones 1L, 2L, 2R y 1R. En negrita se indican
los nucledtidos que dardn lugar a las bases extrahelicoidales. En b, que corresponde al sitio attCuggaz, ¥
d, que corresponde al sitio attC,,443 S€ muestran en lineas punteadas las subregiones 2L y 1L, en
puntos las regiones 2R y 1R, y con estrellas las bases correspondientes a bases extrahelicoidales.

Continuando con la descripcidon de la regién LH, como se menciond anteriormente
dicha regién consiste en dos cajas de nucleétidos denominadas: 1L con 7 nucledétidos y 2L con
8 nucledtidos. Con respecto a esta ultima, la regidn 2L presenta una secuencia consenso 5’-
GTTCRARY-3". La secuencia de la region 2L de los sitios attCuada: ¥ attChagaz €5 5'-GTTCAAGC-

3’ (Figura 16) y se ajusta a la secuencia consenso de la regién 2L del sitio attC tipico. La
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region 2L del sitio attCyeca; (Figura 17) tiene la secuencia 5-CTTCAACC-3’ (se subraya el
nucledtido que se modificd con respecto a la secuencia consenso) en la cual el primer
nucledtido sufre una transversidon de una Purina: G por una Pirimidina: C y los subsiguientes
nucledtidos corresponden a los de la secuencia consenso de la regién 2L.

a. + $

2R
: A b -

5’ LCCTAACRRATGCTTCAACCIGACAATTCCTGTTGTCATGGTTTGTGCTGTCGCTTTGCTCAGCACARACCACGCCARGCCCTTCGGGCCGGRATTGCAGGTTAAGLARRATIGTTAGGG] 37
3’ GGGATTGITTACSAAGTTGGACTGTTAAGGACAACAGTACCAAACACGACAGCGARACGAGTCGTGTTTGGTGCGGTTCGGGAAGCCCGGCCTTARCGYCCAATTRTTTHCARTCCC) 57
L Son e s brrrr—
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Figura 17. Estructura secundaria del sitio attC,...;. a. Secuencia en doble cadena del sitio attC,,ca:
del gen cassette aacAl. Se muestran con lineas negras las regiones LH y RH y los cuadrados
corresponden a las regiones 1L, 2L, 2R y 1R. b. Estructura secundaria de la hebra inferior del sitio
attC...a;. Se muestran en lineas punteadas las regiones 2Ly 1L y en puntos las regiones 2R y 1R, y con
estrellas las bases correspondientes a bases extrahelicoidales.

La region 2L del sitio attCyma; (Figura 21) tiene la secuencia 5-GCAGCAAC-3 (se
subrayan los nucledtidos que se modificaron con respecto a la secuencia consenso) en la cual
cambian del segundo al quinto nucledtido con respecto a la secuencia consenso de la regién
2L. Estas modificaciones consisten en una sustitucidon de una Timina, T, por una Citosina, C,
en el segundo nucledtido, una transversion de una Timina, T por una Purina, A, en el tercer
nucledtido, una transversidon de una Citosina, C a una Purina G, en el cuarto nucledtido y en

el quinto nucleétido dénde deberia haber alguna de las dos Purinas, hay una Pirimidina, C.
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4.3.2- Descripcidon de la region RH en los sitios attC de los genes cassettes: attChudas,

attCoagaz, AttCoacas ¥ attCousras

La regiéon RH al igual que la regién LH estd compuesta por dos subregiones, éstas
consisten en 2 cajas de heptanucléotidos denominadas 1R y 2R. La primera de ellas se
denomina regidén 1R o core site (CS) cuya secuencia consenso es 5’-GTTRRRY-3’. La secuencia
del sitio attC,aqa; CUya secuencia de la region 1R o es 5’-GTTAAAC-3’-se ajusta a la secuencia
consenso. La region 1R o core site del sitio attCyuga3 cON la secuencia 5'-GTTAGGG-3’ tiene
una transversién de la Purina, G con respecto a la Pirimidina: C de la secuencia consenso en
el ultimo nucledtido. La secuencia de la region 1R o core site del sitio attCuucaz €S igual a la
secuencia del core site del sitio attCuuqa3 donde hay una transversién de la Purina, G a la

Pirimidina, C de la secuencia consenso en el ultimo nucledtido.

La region 1R del sitio attCyma; tiene la secuencia 5-GTTAACC-3" (se subraya el
nucledtido que se modificé con respecto a la secuencia consenso) en la cual, el penultimo
nucledtido donde la secuencia consenso dice que deberia haber alguna de las dos Purinas: A

o G hay una transversién a la Pirimidina: C.
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Figura 18. Estructura secundaria del sitio attCys4;. 2. Secuencia en doble cadena del sitio attCy;. Se
muestran con lineas negras las regiones LH y RH y los cuadrados corresponden a las regiones 1L, 2L,
2R y 1R. b. Estructura secundaria de la hebra inferior del sitio attC del gen cassette dfrAl. Se
muestran en lineas punteadas las subregiones 2L y 1L, en puntos las regiones 2R y 1R, y con estrellas
las bases correspondientes a bases extrahelicoidales.

Como se menciond anteriormente, la regidon RH del sitio attC tipico consiste en 2 cajas
de heptanucledtidos denominadas 1R y 2R. Con respecto a esta Ultima, la regién 2R tiene la
secuencia consenso 5 -RYTYAAC-3". Al analizar la secuencia de la regién 2R de los sitios
attCoada1, attChagas Y attCuacaz, VEmMos que tienen la secuencia 5’-GCTTAAC-3’ lo que les da
una identidad de secuencia entre ellos del 100% vy siguen la secuencia consenso de la region
2R. Sin embargo, la secuencia de la region 2R del sitio attCyra; tiene la secuencia 5'-
GCTGTGC-3’ (se subrayan los nucledtidos que se modificaron con respecto a la secuencia
consenso) y presenta modificaciones con respecto a la secuencia consenso a partir del cuarto
nucledtido, con una transversion de la Pirimidina correspondiente por la Purina: G, asi como
en el quinto nucledtido de la Purina: G por una Pirimidina: T y una sustitucién de la Purina: A

por la Purina: G, respectivamente. El tltimo nucleétido mantiene la identidad del nucledtido

final de secuencia consenso de la region 2R.
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Al observar las caracteristicas de las secuencias de las regiones 2L y 2R se confirma
gue es mas importante la similitud de secuencia entre ellas que con respecto a las secuencias
consenso (Mazel y col., 2009). A pesar de haber casos puntuales con mutaciones, al observar
la estructura secundaria de los sitios attC analizados , se mantiene la complementariedad a lo
largo de toda la region 2R y 2L (Figuras 19 a 23), con excepcion de una posicion desapareada

pero manteniendo la base extrahelicoidal caracteristica de la region 2L.

4.3.3- Secuencias espaciadoras de las regiones LH y RH

Al momento de formarse la estructura secundaria de la hebra inferior de un sitio attC
tipico, se produce el alineamiento de las regiones 1L-1R y 2R-2L, lo cual da como resultado la
formacién de dos regiones espaciadoras no complementarias, en conjunto denominadas
como secuencias espaciadoras, espaciador central no apareado o UCS por sus siglas en inglés
(Unpaired Central Spacer) (Figura 15). En los sitios attChugar Y attChegaz las secuencias
espaciadoras entre las regiones 1L y 2L corresponden a 7 nucledtidos en ambos sitios,
mientras que entre las regiones 1R y 2R es de 8 nucledtidos. Al analizar la estructura
secundaria de estos mismos sitios attChgga; Y attChagas (Figura 16) se observa la formacién de
una pequeiia burbuja contigua a las regiones 2L y 2R que involucra a los nucleétidos 12, 13 y
49 (la numeracién es de la hebra inferior en direcciéon 5’ a 3’, Figura 16). Ademas, se observa
que una Citosina y una Timina (nucledtidos 9 y 52) de estas secuencias permanecen
desapareadas. La distancia de estos nucledtidos no apareados hacia la unién de las regiones
1L-1R es de 2 nucledtidos y hacia la uniéon de las regiones 2L-2R es de 4/5 nucledtidos. Dicho

conteo se realiza teniendo en cuenta a la base nucleotidica que se incluye en el conteo de la
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region espaciadora y que pertenece también a los sitios 1L, 2L, 1R o 2R, segun el caso (Figura
16).

En el sitio attCuuca; (Figura 17) la secuencia espaciadora entre las regiones 1L-1R y 2R-
2L contiene 7 nucleétidos y no se observa formacién de una burbuja en el plegamiento de la
estructura secundaria. Con respecto a la secuencia de la regién espaciadora no se aparean
los nucleétidos 9 y 10 correspondientes a dos Timinas que no se aparean con los nucledtidos
109 y 110 que también corresponden a dos Timinas (la numeracion es de la hebra inferior en
direccion 5’ a 3’, Figura 17). Estos nucledtidos desapareados estdn a una distancia de 2

nucledtidos de la regidn 1L-1R y a una distancia de 3 nucleétidos de la regién 2Ly 2R.

La secuencia de la region espaciadora entre las regiones 1L-1R y 2R-2L del sitio
attCqsaz (Figura 18) tiene 7 nucledtidos y no forma burbuja en esta region del sitio attC. Sin
embargo, en las secuencias de la regidn espaciadora no se aparean los nucleétidos 9 y 10,
correspondientes a Pirimidinas especificamente Citosinas, con los nucledtidos 86 y 87
Citosina y Timina, respectivamente (la numeracién es de la hebra inferior en direccion 5’ a 3/,
Figura 17). Estas bases no apareadas estan a una distancia de la regién de unién de 1L-1R de

2 nucledtidos y la regidn de unidn 2L-2R de 3 nucledtidos.

4.3.4- Bases extrahelicoidales de los sitios attCyadas, AttCoadas, attCogcas ¥ attCusas

El reconocimiento por parte de la integrasa para realizar el proceso de recombinacion
se caracteriza por la unién sitio-especifica a la hebra inferior de un sitio attC, y la base

extrahelicoidal resultante a partir del plegamiento de dicha hebra lo cual es importante para
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el reconocimiento de distintas integrasas (Johannson y col., 2004; Mc Donald y col., 2006).
Algunas integrasas parecen tener una preferencia por ciertos sitios attC con respecto a
otros, lo que puede estar relacionado con el reconocimiento de las bases extrahelicoidales

(Larouche y Roy, 2011).

Como se venia describiendo, dentro de las caracteristicas estructurales de
importancia para la recombinacion esta la aparicion de bases extrahelicoidales que consisten
en bases simples que se ubican en la zona de asociacién de 2R y 2L. De estas bases
extrahelicoidales, la G (Purina, Guanina) presente en la regidon 2L y la T (Pirimidina, Timina)
presente 6 a 8 nucledtidos hacia la parte distal del tallo, son particularmente conservadas

(Bouvier y col., 2009).

La base extrahelicoidal proximal, presente en la region 2L, es responsable por la
eleccidn de la hebra, mientras que la otra base extrahelicoidal no es esencial para la eleccién

de la hebra, pero si para la eficiencia de recombinacion.

Para los sitios attCuaga Y 0ttCuaaaz (Figuras 19) las bases extrahelicoidales corresponden a una
G (Purina, Guanina) en la posicién 45 y una T (Pirimidina, Timina) en la posicién 38 con una
distancia de 6 pares de bases entre ellas (la numeracién es de la hebra inferior en direccion
5a3).

En el sitio attChucaz (Figura 17) las bases extrahelicoidales son una G (Purina, Guanina)

en la posicién 103 y una T (Pirimidina, Timina) en la posicion 96 con una distancia de 6 pares
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de bases entre ellas. La secuencia restante de este sitio attC esta dividido en dos ramas, una

de 11 nucledtidos de longitud y otra de 46 nucleétidos de longitud (Figura 17).

Finalmente, en el sitio attCyma; (Figura 18) las bases extrahelicoidales son una C
(Pirimidina, Citosina) en la posicion 80 y una A (Purina, Adenina) en la posicién 71 o 72, con

una distancia de 7 u 8 pares de bases entre ellas.

4.3.5- Influencia sobre el proceso de recombinacion de los diferentes sitios attC analizados:

attcaadAl; attcaadA3; attcaacAl y attcdfrAl

En los sitios attC analizados attCagda1, attCoadas, attCagcar ¥ attCymaz, cON respecto a las
secuencias consenso de la region 1R o core site encontramos que el sitio attCuuqa; €5 €l Unico
gue se ajusta completamente a la secuencia consenso 5’-GTTRRRY-3’. Los tres sitios attC
restantes (attCogdas, attCoqcar Y attCapaz) Se caracterizan por tener una transversion de una
Purina a Pirimidina en uno de sus nucleétidos, pero no en aquellos nucleétidos donde la
integrasa realiza el corte en el proceso de recombinacion 5'-G'TT-3’ (El punto de corte es

entrelaGylaT).

Con respecto a las secuencias consenso de la regidn 1L, los sitios attCyagas ¥ attCogdas
tienen un 100% de identidad de secuencia entre sus regiones 1L 5’-GTTTAAC-3’ y coinciden
exactamente con la secuencia consenso de la regidén 1L, mientras que los correspondientes a

los sitios attCyacar Y attCqsa1 presentan la transversion de un nucleétido cada uno.
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Al revisar las bases extrahelicoidales de todos los sitios attC estudiados: attCuugai,
attCoadaz attCoqca1 ¥ attCyra; €ncontramos que la mayoria de ellas corresponden a Guanina y
Timina a excepcion de lo observado en el sitio attCysa; (Figura 18), que tiene como bases

extrahelicoidales una Citosina y una Adenina.

La diferencia mas evidente y significativa con respecto a las bases extrahelicoidales
dentro de los sitios attC analizados es el espaciado entre las mismas, y en aquellos sitios attC
gue comparten las mismas bases extrahelicoidales y adicionalmente presentan la misma
distancia de nucledtidos entre ellas: attChogaz, 0ttChgdaz, attChacaz, las diferencias mas
significativas corresponden a la longitud del sitio attC, lo que al parecer no tendria influencia
sobre las frecuencias de recombinacidn, al menos para los sitios attC que analizamos en este

trabajo.

Como ha sido descrito por otros autores (Bouvier y col., 2009; Larouche y Roy, 2011;
Loot y col., 2014), los sitios attC independientemente de su secuencia, presentan
determinantes de reconocimiento estructurales que deben existir dentro los mismos con el
fin de facilitar la recombinacion. El primero de estos determinantes de reconocimiento
estructural y cdmo describimos anteriormente, se refiere al alineamiento entre las regiones
1L-1R y 2R-2L lo que da como resultado la formacion de la regidon espaciadora no
complementaria. El segundo y fundamental determinante de reconocimiento estructural de
importancia para la recombinacion es la apariciéon de bases extrahelicoidales, las cuales son

bases simples que se ubican en la zona de asociacién de las regiones 2R-2L. De estas bases

76



Resultados y discusion

extrahelicoidales, la G (Purina: Guanina) presente en la region 2L y la T (Pirimidina: Timina)
presente 6 a 8 nucleétidos hacia la parte distal del tallo son particularmente conservadas

(Bouvier y col., 2009).

Al observar los determinantes de reconocimiento estructural de importancia para la
recombinacién, podemos decir que los sitios attCuaga; Y attCuadas (Figura 16) mantienen una
identidad en cuanto a sus bases extrahelicoidales G y T, asi como la distancia entre ellas (6
pares de bases), lo cual podria estar contribuyendo a aumentar las frecuencias de escision
especificamente. Con respecto al sitio attC,uca; (Figura 17) podemos ver que las bases
extrahelicoidales conservan la misma identidad G y T y el mismo espaciado entre ellas (6
pares de bases) y presentan valores muy similares de escisién cuando este sitio attC esta en
la estructura attCyucas-aadAlattCyeqa;, resultado de escision que se chequed por
secuenciacion al obtener un numero tan alto y cercano a los valores del ensayo de
recombinacion realizado a partir del clon con la estructura attCyugaz-aadAlattChgga; CON UN
porcentaje de escision del 98% (Ver el item 4.3.1: Evaluacidn de la capacidad de Intl1 para
escindir a los genes cassettes attll-aadAl-attChaga; attChagaz-aadAl1-attChggas, attCogcas-

aadA1l- attCoeaar Y attConsri-aadAl-attCoaqaz del capitulo Resultados y Discusion).

Todos los sitios attC que analizamos presentan bases extrahelicoidales, por lo que nos
resulta mas relevante este analisis que el de la funcién de la regidn espaciadora. La influencia
de la regidn espaciadora de los sitios attC es una de las caracteristicas marcadas que influyen

sobre el proceso de recombinacidn principalmente por su orientacion y la burbuja que se
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forma por los nucleétidos desapareados de la misma (Bouvier y col.,, 2009). El no
apareamiento y la asimetria que se genera a partir de la region espaciadora son esenciales
para que se ensamblen correctamente y para asegurar el éxito de los siguientes pasos de
recombinacién de simple cadena (Bouvier y col., 2009). Cuando las bases extrahelicoidales
estan ausentes, los sitios attC se diferencian en la formacién o no de burbujas durante la
formacién de la estructura secundaria. Para nuestros clones, ensayos de recombinacion y
teniendo en cuenta estos resultados, al parecer la identidad y caracteristicas de la region

espaciadora no estarian involucradas en las frecuencias de recombinacién observadas.

Con respecto a la region espaciadora, se ha descrito que esta burbuja que se forma a

partir del plegamiento de la hebra en su forma de estructura secundaria, es esencial para la

recombinacién en ausencia de bases extrahelicoidales. En un ensayo experimental particular

del trabajo de Bouvier y col., 2009, decidieron remover las bases extrahelicoidales y mutaron
la region espaciadora de diferentes sitios attC con la finalidad de lograr que esta estuviera
totalmente apareada, determinando que el proceso de recombinacion fue drasticamente

afectado, disminuyendo su frecuencia.

Algo que es importante destacar es que dos sitios attC: attCuugasz: 60 pb y attCugcar:
118 pb muy diferentes en longitud y en su regién espaciadora (Figura 16 y 20) tengan
frecuencias de recombinacién muy parecidas, lo que nos indica que la importancia de la
identidad de las bases extrahelicoidales y el espaciado entre las mismas, es la caracteristica

fundamental que influye sobre la frecuencia de recombinacidn y especificamente la escision
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de un gen cassette en particular para nuestro estudio. Esto coincide con lo reportado por
Laurouche y Roy, 2011 quienes en variados ensayos de recombinacion realizados para el sitio
attCusaz (Figura 18) cuyas bases extrahelicoidales son Cy A con una distancia entre ellas de 7
a 8 pb comprobaron que este sitio con estas bases extrahelicoidales y un espaciado mayor a
6pb entre ellas tenian un marcado descenso en las frecuencias de escisién, tal como lo

pudimos ver en nuestros resultados experimentales.

4.4- Estudio funcional del gen cassette aadA1l mediante ensayos de recombinacion

4.4.1- Evaluacion de la capacidad de Intll para escindir a los genes cassettes attl1-aadA1-

attCoodas, AttCoadaz-aadAl-attCoada1, attCogcas-aadAl-attCongas Y attConsri-aadAl-attCoadar

Para este apartado, realizamos los ensayos in vivo de escisién de genes cassettes,
mediados por Intl1, utilizando en cada caso al clon PMI1-1 (AS)2 (int/1-att/1) que contiene al
gen de la integrasa de tipo 1 cotransformando en E. coli TOP10 con cada uno de los
siguientes clones: plLQ423 (attl1-aadAl-attCuaaa:), PLQAA3  (attCueaaz-aadAl-attCuqdaz),
pLQ445 (attCoacar-aadAl-attCoaga;) 0 pLQA26 (attCansri-aadAl-attCogda1), respectivamente
(Tabla 12), siguiendo la metodologia descrita en el capitulo de materiales y métodos
(Apartado 3.2.9: Ensayos de escisién de genes cassettes in vivo mediados por Intll), en
experimentos independientes. La estructura de los genes cassettes clonados en cada uno de
estos plasmidos corresponde a estructuras tipicas observadas en diferentes arreglos de
integrones de la clinica. En cuanto a la importancia del gen cassette aadAl como ya se ha
descrito previamente, es uno de los genes cassettes de resistencia antibidtica que se ha
detectado en los aislamientos con integrons de clase 1 mas antiguos disponibles hasta el
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momento y adicionalmente esta ampliamente diseminado en integrones clinicos, otorgando

resistencia a estreptomicina y espectinomicina.

Tabla 12. Plasmidos con los genes cassettes usados en este estudio para realizar los ensayos
de recombinacion.

Plasmidos Descripcion Fuente
pLQ423 attl1-aadAl-attC ,,44; de Tn21 clonado en el vector pACYC184, cif P. Roy y N. Messier
pLQ443 attC ,u4a3 -a0dA1-attC 4,441 clonado en el vector pACYC184, ci® P. Roy y N. Messier
pLQ445 attC sqca1 -aadA1-attC 4,447 clonado en el vector pACYC184, cif P. Roy y N. Messier
pLQ426 attC sy -aadA1-attC 4444, clonado en el vector pACYC184, cif P. Roy y N. Messier
PMI1-1(AS)2 |int/1-attl1 (pLQ3poly::attil —att/1S al M13F) clonado en el vector pMAL-c2, AmpR Quiroga MP.

R . . . R . . . e
ClI™: resistencia a cloranfenicol. Amp": resistencia a ampicilina.

Los plasmidos portadores de las estructuras att/1-aadAl-attCyuqa; con el sitio attlly
attCyencassette-0dA1-attCoaqaz cada una con un sitio attC diferente upstream del gen cassette
aadA1 usados en este estudio (Tabla 12) fueron construidos a partir de cepas con diferente
arreglo de genes cassettes en la zona variable de integrones y sus estructuras se detallan en

la siguiente figura (Figura 21).
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attl1 aadAl fo&gd,u

pLQ423
a ffca_agAs aadAl atia\adAl
pLQ443 >
attCoqea; _aadAl attCooga;
pLQ445 >
attCunsn _aadAl attCooqaz
pLQ426 >

Figura 21. Estructura de los genes cassettes usados para los ensayos de recombinacion. Las flechas
naranjas representan al gen aadAl, el rectangulo celeste al sitio att/1, el rectangulo rosa al attC,,qa3,
el rectangulo amarillo al attChucaz ¥ €l rectangulo rojo al attCppups. Los rectangulos a la derecha del gen
aadA1 representan al sitio attCpgqa;.

Para evaluar los eventos de escisidn del gen cassette aadA1 se realizaron PCRs con los
cebadores PACYC184 5’ y PACYC1843’N (Tabla 2 del capitulo 3 de materiales y métodos), a
partir del ADN plasmidico extraido luego de la incubacién con IPTG en los ensayos de
recombinacion realizados con los clones mencionados y también a partir de las colonias
obtenidas luego de la transformacidon de dicho ADN en E. coli TOP10 para cuantificar los
eventos de escision de cada gen cassette (Tabla 13). Adicionalmente, se muestra el esquema
general de como ocurre la escisidon del gen cassette en el pladsmido portador del mismo
(Figura 22) y los geles de agarosa (Figura 23) representativos de cada una de las PCRs de

escisidon para cada uno de los plasmidos empleados en este estudio.
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Tabla 13. Frecuencias de escisidon estimadas para los genes cassettes estudiados en distintos
ensayos de recombinacion.

Plasmidos Estructuras analizadas Escision (%)
pLQ423 attl1-aadA1-attC 4u4n 25,5
pLQ443 attC ;qqa3 -aadA1-attC ,50n1 98,8
pLQ445 attC suca1 -aadA1-attC ,o0ns 100
plQ426 attC ypp1 -0adA1-attC yuqp; >3,33%

El porcentaje de escision corresponde al promedio de al menos tres ensayos independientes.

Esquema general de la escision del gen cassette aadA1l en los distintos clones empleados
en este estudio

PACYC184 5’ PACYC184 3'N PACYC184 5 PACYC184 3'N

» « » 400pb «
I

attll - aadAl- attC attl1

plQ423 AplQ423
A

PACYC184 5’ PACYC184 3'N PACYC184 5 PACYC184 3'N

» « » 400pb‘

attC ,,, - aadAl-attC

-

attC qaga1

Figura 22. Esquema general del proceso de escision del gen cassette aadAl para los diferentes

0
4

arreglos construidos en los plasmidos usados en los ensayos de recombinacion. A la izquierda se ve
al pldsmido que contiene al gen cassette, y a derecha el pldasmido luego de la escision del gen
cassette. El rectangulo celeste representa al sitio att/1, el rojo a los distintos sitios attC y el violeta al
attC ,.qa1, la flecha naranja representa a aadAl, las negras a los cebadores, la linea negra corta
representa el amplicon correspondiente a amplificaciones positivas (de aproximadamente 400 pb) y
la linea larga al amplicén negativo para la escision (1200 pb). A. Corresponde al clon que contiene al
sitio attl1 upstream del gen cassette aadAl B. Corresponde a los clones que contienen diferentes
sitios attC upstream del gen cassette aadAl.
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Evaluacion por PCR de la escision del gen cassette aadA1 en los distintos clones empleados
en este estudio

5 ERL ER2 ER3 C+ C

e

Figura 23. Geles de agarosa donde se muestra el resultado de la evaluacién por PCR de las
escisiones para los distintos ensayos de recombinacidn. La evaluacidn de la escisidn del gen cassette
aadAl se realizé a través de una PCR con los cebadores PACYC184 5’-PACYC184 3’N. Se muestran los
resultados para cada uno de los clones usados en los ensayos de recombinacién presentados en este
estudio, obtenido luego de la incubacién con IPTG. A. PCR de escisién para el clon pLQ423 (att/1-
aadAl-attC,q.qa;) B. PCR de escision para el clon pLQ443 (attC,agaz-aadA1-attC,aqa;) C. PCR de escisidon
para el clon pLQ445 (attChgear-aadAl-attCoqa;) D. PCR de escisidn para el clon pLQ426 (attCuni-
aadA1l-attC,qqa1). Se muestra con una flecha de color negro la fila donde se encuentra el amplicon
producto de la escision, el cual es de menor intensidad en el tltimo en ensayo (Figura 23, D).
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Como se menciond anteriormente, la integrasa y otras proteinas de la familia de las
tirosina recombinasas realizan intercambio de ADN con el elemento no palindrémico del
integrdn o sitio att/ y el elemento de recombinacidn palindrémico sitio attC. La integracion o
insercidon de genes cassettes ocurre preferencialmente entre un sitio attC de un gen cassette
circularizado con el sitio att/1 de un integrén, en el caso de la escisidon de un gen cassette, la
reaccidon mas comun ocurre entre dos sitios attC. La integrasa de clase 1 se caracteriza por el
reconocimiento de una estructura de sitio attC plegada de cadena simple, no de cadena
doble (Francia y col., 1999). Al observar los resultados, se puede identificar que la reaccién
de escision entre el plasmido que contiene a la integrasa y el pldsmido que contiene la
estructura attCunpr1-aadA1-attCogqa: (PLQ426) (Tabla 13) da como resultado el valor mas bajo
dentro de los porcentajes de escision para las estructuras analizadas. Este resultado puede
deberse a que el sitio attCup tiene una particularidad de secuencia y estructural de la cual
se describid en detalle en el capitulo de analisis de las estructuras secundarias de los sitios

attC de los clones usados en este trabajo.

A partir de la comparacién de los porcentajes de escisién correspondientes a las 4
estructuras analizadas, observamos que los genes cassettes attll1-aadAl-attChggn; (25%),
attCoodanz-0adA1-attChogn; (98%) y attChgcar-aadAl-attCouaa; (100%) son blancos favorables
para la escision mediada por Intll, a diferencia del gen cassette attCunpri-0adAl-attCoadar

donde el valor de frecuencia de escisidon fue el mas bajo de todos los ensayos (>3,33%).
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El gen cassette attChugaz-aadAl-attC,.qga1 Y €l cassette attChgcaz-aadAl-attCugga; SON
escindidos mas eficientemente que los demds genes cassettes analizados, con una
frecuencia de escisién cercana al 100%.

Como puede observarse en la Tabla 13, para los ensayos realizados con las 3 primeras
estructuras, obtuvimos los resultados positivos de escision mas elevados, lo cual puede
deberse a que estructuralmente hablando y por las caracteristicas que tienen las secuencias
de los diferentes sitios attC upstream y downstream del gen cassette aadAl, son blancos
favorables para ser reconocidos por la integrasa. Particularmente, como ya hemos descrito a
lo largo de este trabajo, la integrasa a diferencia de otras proteinas de la familia de las
recombinasas puede intercambiar ADN usando dos sitios con dos caracteristicas intrinsecas a
cada uno de ellos: el sitio attl/ no palindrémico y el sitio attC palindrémico. El primero de
ellos, durante la recombinacidén se encuentra en forma de doble cadena y suele ser mas
conservado con respecto a la integrasa que lo reconoce y para el caso del sitio attC, su
cadena inferior se pliega en forma de estructura secundaria exponiendo un par de bases
nucleotidicas de gran importancia para el reconocimiento de la integrasa: las bases
extrahelicoidales. Para este estudio calculamos que las frecuencias de escision son mas altas
cuando la recombinacién implica la participacién de dos sitios attC, lo cual coincide con lo
reportado por varios autores como la forma mds exitosa en la que ocurre la escision de los

diversos genes cassettes contenidos en integrones (Collis y Hall, 1992; Collis y col., 1993).
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Como ya se describio en el apartado donde analizamos las estructuras secundarias de
los diferentes sitios attC que fueron estudiados, describimos que a pesar de ser estructuras
distintas, de diferente longitud y secuencia, guardan caracteristicas en particular que son
claves para la recombinacion, principalmente la presencia e identidad de bases
extrahelicoidales durante el plegamiento de la hebra inferior del sitio attC en particular y
mas especificamente, la distancia entre ellas, que juega un papel fundamental en el

reconocimiento de la integrasa.

Se ha descrito en otros estudios, que generalmente distintas integrasas durante el
proceso de recombinacién tienen preferencia por diferentes sitios attC con respecto a otros,
principalmente debida al reconocimiento de dichas bases extrahelicoidales (Johansson y col.,
2004; Larouche y Roy, 2011). Para el caso de nuestro estudio en particular, en los ensayos
realizados con el clon pLQ426, correspondiente a la estructura attCupri-aadAl- attChgaai, €l
valor de la frecuencia de escision del gen cassette aadAl fue menor al 3%. Nuestros
resultados concuerdan con lo reportado por Roy y Larouche (2011) quienes evaluaron la
actividad de escision del gen cassette aadAl y otros genes de resistencia antibiotica
flanqueados por distintos sitios att/ y attC, por medio de la actividad recombinasa de Intl1 y
otras integrasas (Intl1, Intl2*179E, Intl3, SonIntlA y CchintlA), demostrando que hay un
efecto pronunciado en el valor de las frecuencias de escision debido a la identidad vy el
espaciado de las bases extrahelicoidales de los sitios attC implicados en la recombinacion,
siendo las mas comunes y reconocidas una Timina (T) y una guanina (G) separadas por una

distancia de 6 nucledtidos. Sin embargo, se demostré que Intll continda escindiendo
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también estructuras con una T y C como bases extrahelicoidales, siempre y cuando la
distancia de 6 nucledtidos se conserve. Esto demuestra que las identidades de las bases
extrahelicoidales no afectan el reconocimiento de las integrasas pero si influencian la
reaccidon de recombinacién. En este estudio en particular de 2011, los autores demostraron
cualitativamente que los sitios attll, attCuugasz Y attCueca; localizados upstream del gen
cassette aadAl son blancos favorables para que la integrasa realice esicision,
especificamente para el caso del att/l1 uspstream del gen aadAl en una medida que ellos
denominan moderada (20 a 75%) y para el caso de los sitios attCueaaz ¥ de attCuacaz €N UNA
medida que ellos denominan fuerte (>75%). Sin embargo, la metodologia que usaron para
determinar estos valores es cualitativa pero concuerda con los resultados que obtuvimos
para las frecuencias de recombinacidn, especificamente las frecuencias de escisién de las
distintas estructuras en las que se encuentra el gen cassette aadAl. Para el caso del sitio attC
correspondiente al gen cassette attCun; en la estructura attCunsi-aadAl-attCogdai, S€
demuestra que no es un blanco 6ptimo para que la integrasa realice escisién, disminuyendo
la frecuencia de recombinacion del gen cassette que se encuentra downstream del mismo en
la zona variable de un integrén. Este tipo de resultados nos podrian acercar a informacion
sobre los genes cassettes que tienden a estar en ciertas posiciones dentro de distintos
integrones y los factores que dentro de sus caracteristicas moleculares influyen sobre su

dispersion.

En este mismo trabajo (Roy y Larouche, 2011) se describiéd que el sitio attCupas O

attCanraz €S un sitio de 95pb, que cuando se encuentra ubicado upstream de genes cassettes

87



Resultados y discusion

como aadAl y de sat2 al realizar ensayos de recombinacidn, presentan una escision baja
(Larouche y Roy, 2011). Dentro de los mismos experimentos se comprobd que otras
estructuras que involucraban al sitio attCogcazz-orf (117 pb) tienen una alta frecuencia de

escisién (Larouche y Roy, 2011).

Es importante destacar que a través de estos resultados se demostré no solo el
profundo efecto de la identidad y del espaciado de las bases extrahelicoidales en los sitios
attC y como esto estad directamente relacionado con la escision del gen cassette. Todas las
integrasas empleadas en este estudio (Intll, Intl2*179E, IntI3, SoniIntlA y VchintlA)
escindieron todos los genes cassettes que estaban flanqueados por sitios attC cuyas bases
extrahelicoidales eran una G y una T y separadas por 6 nucledtidos, a excepcién VchintlA
para la cual no se detectdé que escinda a la estructura attCpmp-1-aac(6’)-la-orfG + orfH-
attCorpy que contiene al sitio attCpiaime-1 al que esta integrasa no reconocié en ninguna de las
otras estructuras evaluadas. La hebra inferior del sitio attC plegado del gen cassette dfrA1l
(de 95 pares de bases) tiene las bases extrahelicoidales en las posiciones 71 0 72 y la segunda

en la posicién 80, separadas por una distancia de 7 u 8 nucleétidos. En este estudio, al

modificar la estructura de este sitio attC manteniendo las citosinas en las mismas posiciones
y la distancia de bases extrahelicoidales, no hubo cambios en las frecuencias de escisién. Al
modificar por ejemplo la presencia de una citosina como una segunda base extrahelicoidal,
se favorecio la escisiéon por parte de Intl, demostrando que las integrasas tienen una
preferencia especifica en elegir las bases extrahelicoidales. Adicionalmente se redujo a través

de técnicas moleculares la distancia entre las bases extrahelicoidales del sitio attCufaz,
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transformdandola en 6 en vez de 7 u 8, lo que llevd a un incremento en la escisién por Intl.
Esto demuestra que Intl trabaja mas eficientemente cuando la distancia entre las bases
extrahelicoidales es mas corta. Se comprobdé también que no siempre la identidad de las
bases afecta la unién de las diferentes integrasas pero si tienen una influencia sobre la
reaccion de recombinacion. Toda esta informacidn concuerda con los resultados obtenidos
en este trabajo de tesis, donde las frecuencias mas altas de escisidon se observaron en las
estructuras con sitios attC que contienen en su secuencia bases extrahelicoidales a una
distancia de 6 o 7 nucledtidos attCuuaas Y attChacaz, @ pesar de que las diferencias entre estos
dos sitios attC son destacables, especialmente por la longitud de su secuencia, siendo el

attCqacaz €l mas largo de todos, conservan la similitud de sus bases extrahelicoidales.

Segun lo reportado, los genes cassettes se integran preferencialmente en el sitio att/1
que contiene el sitio GTTRRY (o core site) (Stokes y col., 1997; Collis y col., 2001). En la
especie bacteriana ambiental Nitrosomonas europaea se encontraron 2 integrasas en su
genoma, una de ellas ubicada en un integron cromosdmico la cual fue denominada como
(IntINeu). Se realizaron una serie de experimentos de ensayos de recombinaciéon donde se
ensamblaron distintas estructuras gendmicas consistentes en distintos arreglos de genes
cassettes con diferentes sitios att tanto upstream como downstream del ORF, para nuestro
caso de interés se usé para la construccion de varios de los clones el sitio attCuaga: Upstream
de distintos ORFs de resistencia, los cuales mostraron altos niveles de escisién por IntINeu
excepto para aquella estructura que tenia upstream el sitio attC de aadAl seguido del ORF

correspondiente al cassette dfrA1 y su respectivo sitio attC (Leon y Roy, 2003).
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4.4.1.1- Verificacion del evento de escision del 100%

El evento de recombinacion que dio lugar a la escisién del gen cassette aadA1 para el
ensayo realizado con el plasmido plLQ445 (attCyecaz-aadAl- attCuudaz), resultéd en valores
cercanos al 100%, razoén por la cual decidimos comprobar que dicha recombinacién fuese de
tipo sitio especifica. A partir de una de las colonias que resultd positiva para el ensayo de
escision del gen cassette aadA1 (Figura 22), se analizé la secuencia del producto resultante
de la reaccion de PCR de escisidon y se determiné que la recombinacidn es sitio especifica,

mostrando el punto de corte especifico para la integrasa, (Figura 23).

bhod d A d A A A S A A A A A A L A A A A A A A A A A A A L

K——Y—)

30 colonias

Figura 24. Gel de agarosa donde se observa la frecuencia de escision (100%) del ensayo de
recombinacion con el clon pLQ445 attC....;-aadAl- attC,.qx;. Se observan las bandas de escision
correspondientes a las 30 colonias, seguidas del control negativo y el control positivo (plasmido
pLQ445 sin escindir).
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590 l 610 620

CGCGGCTTAACTCAAGCGTTAGAT GCACTAAGCACATAAT

Figura 25. Secuencia del fragmento de escision secuenciado. Se observa marcado con una flecha el
lugar especifico donde ocurrié la escision del gen cassette aadA1l en el ensayo de recombinacién con
el clon pLQ 445 con la estructura attCuyca-aadAl- attC,yqa;-

4.4.2- Evaluacion de la capacidad de Intll para insertar el lado 5’ de los genes cassettes
attll-aadAl-attCoadas, AttCoggaz-aadAl-attCoadas, attCogcaz-aadAl-attCongas y attConsrr-aadAl-

attcaadAl

Se evalud la capacidad de Intll de insertar el lado 5’ de los genes cassettes attl1-
aadA1-attCoaga1, attCoadaz-aadAl-attCoadar, attCogear-aadA1-attCoagaz, attConpri-aadAl-attCoggas
en el sitio attl1 del clon PMI1-1 (AS)2. Para evaluar este evento se usaron los cebadores
M13Fndel y aadAl que generan un amplicén de 278 pb (Tabla 14 y Figura 26). Los valores

obtenidos se analizaran en el apartado siguiente.

Tabla 14. Frecuencias de insercién en el sitio att/ll, del lado 5 de los genes cassettes
analizados, estimadas en los ensayos de recombinacién in vivo.

Sitio blanco Estructuras analizadas Insercion 5' (%)
pLQ423: attl1-aadAl-attC ,u4a1 8,8
PMI1-1(AS)2 pLQ443: attC ,44a3 -aadAI-attC ,u4a1 2,2
Intl1-attl1 pLQ445: attC 4gca; -0adAI-attC yuum; 4,4
pLQA26: attC 44 -aadAl-attC 4qqa; 1,1

El porcentaje de insercién 5’ corresponde al promedio de al menos tres ensayos independientes.
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Figura 26. Gel de agarosa donde se muestra el resultado de la evaluacién por PCR de las inserciones
en el sitio attl1, del lado 5’ de los genes cassettes para los distintos ensayos de recombinacién. La
evaluacién de la insercidn del lado 5’ del gen cassette aadA1l se realizé a través de una PCR con los
cebadores M13Fndel y aadAl. Se muestran los resultados para cada uno de los clones usados en los
ensayos de recombinacién presentados en este estudio. ER1: PCR de inserciéon a 5 para el clon
pLQ423 (att/1-aadAl-attC,.q4a;) ER2: PCR de insercion a 5 para el clon pLQ443 (attC,.qa3-aadAl-
attC,.qa1) ER3: PCR de insercién a 5’ para el clon pLQ445 (attCuaca;-aadAl-attCuuga;) ER4: PCR de
insercion a 5" para el clon pLQ426 (attCapsr-aadAI-attCoega;). Control positivo: pCl6lldc (Quiroga, MP
Tesis Doctoral).

4.4.3- Evaluacion de la capacidad de Intl para insertar el lado 3’ de los genes cassettes
attl1-aadA1-attCooga1, attCogaaz-aadAl-attCoaaas, AttCogcar-aadAl-attCoodas Y attConsrr-aadAl-
attCoadaz

Se evalud la capacidad de Intl1 de insertar a los genes cassettes attl1-aadA1-attChagai,
attCoadaz-0adA1-attCoaan1, attCogear-aadA1-attCogga1, attCopsri-aadAl-attCogqar €n el sitio attll
del clon PMI1-1 (AS)2 del lado 3’ del cassette. Se usaron los cebadores aadAR y M13R que

generan un amplicén de 249 pb, (Tabla 15 y Figura 27).
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Tabla 15. Frecuencias de insercidn en el sitio att/1, del lado 3’ de los genes cassettes
analizados, estimadas en los ensayos de recombinacion.

Sitio blanco Estructuras analizadas Insercion 3' (%)
pLQ423: attl1-aadAl-attC ,44a1 8,8
PMI1-1(AS)2 pLQ443: attC ,44a3 -aadA1-attC ,44a1 8,8
Intl1-attl1 pLQA45: attC 4qca; -AadAL-attC 4oua; 16,6
pLQ426: attC ypfq -aadA1-attC goqa; 1,1

El porcentaje de insercién 3’ corresponde al promedio de al menos tres ensayos independientes.

Figura 27. Gel de agarosa donde se muestra el resultado de la evaluacién por PCR de las inserciones
en el sitio attl1, del lado 3’ de los genes cassettes para los distintos ensayos de recombinacion. La
evaluacién de la inserciéon del lado 3’ del gen cassette aadA1l se realizé a través de una PCR con los
cebadores aadAR y M13R. Se muestran los resultados para cada uno de los clones usados en los
ensayos de recombinacién presentados en este estudio. ER1: PCR de inserciéon a 3’ para el clon
pLQ423 (attl/1-aadAl-attC,.q4a;) ER2: PCR de insercion a 3’ para el clon pLQ443 (attC,muas-aadAl-
attC,.qa1) ER3: PCR de insercién a 3’ para el clon pLQ445 (attCuaea;-aadAl-attCuqga;) ER4: PCR de
insercion a 3’ para el clon pLQ426 (attCans-aadAI-attCouqa;). Control positivo: pCl6lldc (Quiroga, MP
Tesis Doctoral).

Con respecto a los valores de insercidon presentados en este trabajo, consiste en un
aporte nuevo ya que Unicamente en anteriores trabajos se evalud cuantitativamente la
frecuencia de escision de estos clones en particular. En la figura 28 se resumen en forma de
porcentaje las frecuencias de escisién e insercién para cada uno de los ensayos de

recombinacion.
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attll-aadAI-attCopup;  attCoyyns-0adAL-attCoryn; AttCon;-00dAL-attCopryn;  TtCapp-GAdAT-attCopgay

Figura 28. Porcentajes de recombinacidn de los genes cassettes estudiados en este trabajo.
Porcentajes de insercion del lado 5, del lado 3’, y de escision de los genes cassettes attl1-aadAl-
OttCogans,  OttCoganz-@0dA1-attCoagas,  OttCogear-0adA1-attCogunr Y attCanpr-0adAl-attCogans.  LOS
porcentajes de insercién y de escision corresponden al promedio de al menos tres ensayos
independientes. Mostramos las barras de error tipico.

A partir de los estudios de recombinacién realizados por Quiroga, MP (2012) en su
tesis doctoral, trabajo en el cual se empled la misma metodologia para realizar los ensayos
de recombinacion presentados en el presente trabajo, con el fin de evaluar las frecuencias de
recombinacion de estructuras o plataformas genéticas determinadas de nuestro interés. Se
determiné la funcionalidad de genes cassettes inusuales (tipo Aatt/) ya que presenté tanto
eventos de escision como de insercion a través de mecanismos de recombinacidn sitio
especifica, para los cassettes atipicos att/-ORF-attl especificamente en el caso del gen
cassette aadB (confiere resistencia a kanamicina, gentamicina, tobramicina) y también se

encontrd que para lo que se ha denominado genes cassettes tipicos con una estructura attl/-
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ORF-attC o attC-ORF-attC tienen un valor alto para sus frecuencias de escision. La frecuencia
mayor se presenta para la estructura inusual att/1-aadB-attl1 con una frecuencia cercana al
100%. En este estudio se encontrd un valor similar de frecuencias de escision para las
estructuras attCuugaz-0adAl-attChga; Y para attCuecaz-aadAl-attCuuua; lo cual podria
demostrarnos que hay ciertos sitios attC que pueden ser un mejor blanco para la integrasa
para realizar la escisidn, o la combinacién de ciertos tipos de sitio de recombinacién (att/ o
attCs) upstream y downstream del marco de lectura del gen cassette podria favorecer la
escision del 100% del gen cassette en diversos eventos de recombinacidn. Estos arreglos en
tdndem de genes cassettes no se observan en la clinica, lo que nos puede estar indicando
que no es una plataforma genética estable para el integrén por lo que debe escindir esta
estructura en una alta frecuencia para ser insertada en otra regién de recombinacién. Para
analizar estos resultados hay que tener en cuenta que el sitio att/1 recombina cuando se
encuentra en forma de doble cadena y el sitio attC Unicamente cuando se ha producido el
plegamiento de su cadena inferior que forma una estructura secundaria, lo que podria
favorecer el aumento de la frecuencia de escision. Algunas mutaciones que afectan el
compromiso del plegamiento de la estructura disminuyen las frecuencias de recombinacion,
el plegado global de la hebra inferior es esencial para que ocurra la recombinaciéon (Bouvier y

col., 2005).

Para el caso de las frecuencias de insercién de este mismo gen cassette atipico (att/1-
aadB-attl1) se encontré un porcentaje de insercidon del 7% en las posiciones 5’ y 3’ del sitio

att/1 indicando que todas fueron inserciones netas, y a través del andlisis de sus secuencias
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que se inserta de manera sitio especifica (Quiroga, 2012). Este resultado es similar al de este
estudio para la estructura attl1-aadAl1-attC,.q4; donde se determind que la frecuencia de
insercion a 5y 3’ es del 8,8% para ambas posiciones. Fue el Unico de los casos para este

estudio en que podemos considerar que todas las inserciones fueron netas.

El porcentaje de insercidn del gen cassette attl1-aadB-attCueqp a 5° y 3’ fueron de 4 y
9%, respectivamente, mientras que para el gen cassette attCy,o-aadB-attC,hygp fueron del 11y
6% (también a 5’ y a 3’, respectivamente). Comparamos esos resultados con los valores
obtenidos para este estudio, en el que los porcentajes de insercidon en el sitio att/1 para los
casos attCuaaaz-aadAl-attChaga; fueron del 2,2 y del 8,8% para 5’ y 3’; para la estructura
attCuacar-aadAl-attCouun; de 4,4% y de 16,6% para 5’ y 3’, respectivamente; y para el caso de
la estructura attCypraz-aadAl-attCyeqa; ambos valores fueron menores al 3%. En este estudio
se evidencid que se favorecié la recombinacién entre el sitio att/1 y los dos primeros sitios
attC a través de la via de formacion de cointegrados y evidentemente el attCysa; tiene una
influencia negativa tanto para los eventos de escisién como los de insercién en el sitio de
recombinacion att/1. Al comparar todos estos valores se observa que para la estructura
attCsuer-aadB-attC,qqp €l valor es mayor para la insercidon a 5’ en el sitio att/, superando los
valores obtenidos para los genes cassettes restantes att/1-aadB-attCgags, attChggaz-aadAl-
attCuadar Y attCogcar-aadAl-attChyga; que tienen un valor mayor de insercién a 3’ del mismo
sitio att/, por lo cual no podemos determinar si hay una tendencia especifica que defina la

insercidon de estas estructuras genéticas que evaluamos en este trabajo. La estructura que
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incluye el attCyra; como ya se ha mencionado a lo largo de todo este documento tiene una
influencia marcada en disminuir los eventos de recombinacién (escisién e insercion).

Al comparar los valores se observa que para las estructuras de attC-ORF-attC el valor
es mayor para la insercidon a 5’ superando los valores obtenidos para el gen cassette aadB
pero conservando la tendencia a insertarse mas en esta posicion del sitio att/1 (sin tener en
cuenta la estructura que incluye el attCqs4; que como ya se ha mencionado a lo largo de todo

este documento tiene una influencia marcada en disminuir los eventos de recombinacion).

Al realizar la comparacién estructural de los distintos sitios attCs trabajados en este
estudio (ver en detalle: 4.3- Estructuras secundarias de los sitios attC usados en los estudios
de recombinacidn), se ve que no se puede establecer una condicién especifica bajo la cual la
recombinacion ya sea para la escisién o para la insercidon se vea notablemente influenciada.
Simplemente, parece ser que los eventos de recombinacidn de escision son de menos costo
energético para la integrasa que los eventos de insercién y que definitivamente estan
marcados por la similitud entre las bases extrahelicoidales y la distancia entre ellas de los
sitios att que flanquean al gen cassette tanto upstream como downstream, creemos que
entre mas similitudes tengan los dos sitios la recombinacidn va a ser mas eficiente,
especificamente para las caracteristicas que influyen con la recombinacién (bases

extrahelicoidales y el espaciado entre ellas).

Segun una de las publicaciones mas recientes en la cual se construyeron integrones

sintéticos para comparar la escisién y el aumento de la resistencia de un gen especifico de
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resistencia a Cloranfenicol (cat2) al estar bajo presidn antibidtica y ver si en algin momento
bajo dicha presién, dicho gen cassette se insertaba en el primer lugar disponible del integrén,
se vid que era mas frecuente el evento de escisidon de los genes cassettes upstream del
mismo, pero no la escision de este gen y la insercidn en el primer lugar del integrén: un corte
y pegado del gen cassette. Adicionalmente segln estos autores, la escision del gen cassette y
la formacidn de un cointegrado requiere Unicamente un evento de recombinacién, mientras
que la escisién y la integracidn de un gen cassette requeriria dos eventos de recombinacién y
los eventos simples de reordenamiento son mas frecuentes que los de reordenamiento

multiple (Barraud y Ploy, 2015).

El modelo presentado en este trabajo incluye Unicamente el gen cassette aadAl que
es uno de los mds importantes en la clinica y sobre todo se presenta con una alta frecuencia
en los integrones clinicos. Con respecto a los valores de escisidn de la estructura att/1-aadA1-
attCuadaz S€ sabe que son menores en comparacion con las estructuras attC-ORF-attC por lo
que es dificil ver que el gen cassette que esté en primera posicion en el integrén se escinda
mas frecuentemente ya que adicionalmente seria el que mas se esta expresando su
resistencia. Sin embargo, como lo pudimos ver en este estudio y en otros similares, esto
también depende de la secuencia y las caracteristicas de la estructura secundaria del sitio
attC del que estemos hablando ya que hay algunos que por sus caracteristicas no son
eficientes para realizar eventos de recombinacidon y por alguna razén deben estar en cierto
lugar dentro del rearreglo de la regidn variable de los integrones. Ademas, evidentemente

depende de la presion antibidtica que se le esté ejerciendo a la bacteria que contenga
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integrones en su genoma ya que Intl1 tiene la propiedad intrinseca para capturar sitios attC
en el momento de su extrusidon, estabilizdndolos y recombindndolos eficientemente. Con
respecto a esto, se demostré a través de experimentos in vivo y como ya hemos venido
describiendo a lo largo de los resultados, que Unicamente la hebra inferior del sitio attC es
usada como sustrato durante la integracién de los genes cassettes. Diversos procesos
bacterianos que permiten la entrega de ADN en forma de simple cadena como la conjugacién
y la replicacion, favorecen el plegamiento adecuado de los sitios attC y que la integrasa del
integrén estabiliza el plegamiento de los sitios attC de una forma especifica (Loot y col.,

2014).
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v Identificamos y determinamos 37 alelos aadA-like asociados a integrones
multirresistentes a través de la busqueda bioinformatica en la base de datos INTEGRALL.

v El gen cassette aadAl es el alelo mas frecuente del grupo de los alelos aadA-like con
el mayor nimero de registros en la base de datos INTEGRALL.

v De los 37 alelos aadA-like, el gen cassette aadA1 es el Unico asociado a integrasas de
tipo 1y 2; los alelos aadA-like restantes estan asociados a la integrasa de clase 1 o a integrasas

de esta misma clase deletadas.

v El orden de prevalencia de los alelos aadA-like fue, en orden descendente, aadAl,
aadA2 y aadA>5.
v En referencia al gen cassette aadAl y su ubicacién dentro de la zona variable de los

integrones de clase 1, la mayoria corresponden al arreglo dfrAl-aadAl, y en segundo lugarse
identificd a aadA1 como Unico gen cassette.

v En referencia al gen cassette aadA1l y su ubicacidn dentro de la zona variable de los
integrones de clase 2, la mayoria de corresponden al arreglo dfrAl-sat2-aadAl seguido del
arreglo sat2-aadAl, y a diferencia de lo que se encontrd en los integrones de clase 1, no se
encontré al gen cassette aadAl como Unico gen cassette de la zona variable.

v El gen cassette aadAl en integrones de clase 1 tiende a ubicarse con el mismo valor
de probabilidad en la primera, segunda y tercera posicion de las zonas variables de los

integrones analizados.
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v El gen cassette aadAl en integrones de clase 2 tiende a ubicarse con el mismo valor
de probabilidad en la segunda y tercera posicién de las zonas variables de los integrones
analizados.

v En referencia al gen cassette aadA2, el arreglo mas frecuente de la zona variable de
integrones de clase 1 fue aadA2 como Unico gen cassette, seguido del arreglo dfrA12-orfF-
aadA2.

v En referencia al gen cassette aadA5 el arreglo mads frecuente de la zona variable de
integrones de clase 1 fue dfrA17-aadA5 seguido en mucha menor medida por aadA5 como
Unico gen cassette de la zona variable.

v Otros genes cassettes asociados a integrones de clase 1 fueron aadA6, aadA7,
aadAla, aadAlb, aadAlly aadA4 con bajo nimero de registros.

v A partir del analisis de las secuencias de los ORFs de los 37 alelos aadA-like,
encontramos la formaciéon de un grupo predominante denominado como grupo aadA1-like.

v A partir del analisis de las secuencias de los sitios attC de los 37 alelos aadA-like,
identificamos 15 variantes de sitios attC asociados a los 37 alelos.

v Determinamos que hay intercambio entre los ORFs y los sitios attC de los 37 alelos
aadA-like para formar distintos genes cassettes.

v La variante 1 de los sitios attC correspondiente a los 37 alelos, denominada variante
correspondiente al grupo aadAl-like, es la mas dispersa con el mayor niumero de secuencias
asociadas a los registros contenidos en el GenBank y referidas al gen cassette aadAl.

v Con respecto al andlisis de las estructuras secundarias de los sitios attC encontramos

que de las 4 regiones 1L o inverse core site de los 4 sitios attC estudiados attCuadaz, attChgdas,
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attCoacar Y attCqpaz, 10s sitios attCheaa; Y attCaagaz coinciden exactamente con la secuencia
consenso de la regidn 1L, mientras que los sitios attCaecar Y attCupaz presentan la transversion
de un nucleétido cada uno.

v A partir de la comparacién de los porcentajes de escisién los genes cassettes attl1-
aadAl-attCuugn1, attCoodansz-aadAl-attCouunr Y attCooear-aadAl-attCouqaz SON blancos favorables
para la escision mediada por Intll, a diferencia del gen cassette attCupsi-aadAl- attCogdar
donde el valor de frecuencia de escisidon fue el mas bajo de todos los ensayos.

v El gen cassette attC,uqnz-aadAl-attCuaa; Y €l gen cassette attCoaca;-aadAl-attCoagar
son escindidos mds eficientemente que los demdas genes cassettes analizados, con una
frecuencia de escisiéon cercana al 100%.

v En este estudio se evidencid, que se favorecid la recombinacidn entre el sitio att/1y
los dos sitios attCuaaasz Y attCahacaz a través de la via de cointegrados.

v Los valores de insercién presentados en este trabajo, consisten en un aporte nuevo ya
gue en anteriores trabajos se evalud solamente la frecuencia de escision de los clones
estudiados aqui.

v En este estudio se encontrd que para lo que se ha denominado genes cassettes tipicos
con una estructura att/-ORF-attC o attC-ORF-attC tienen un valor alto para sus frecuencias de
escision, excepto cuando se involucra el sitio attCya1 que tiene caracteristicas moleculares
especificas que causan una influencia marcada en disminuir los eventos tanto de insercion
como de escision.

v Segln los datos obtenidos de frecuencias de recombinacidn, los eventos de escisién

son de menos costo energético para la integrasa que los eventos de insercién.

102



Resumen

La Transferencia Horizontal Genética (THG) es una de las estrategias evolutivas mas
eficientes de las bacterias, ya que la adquisicion de material genético foraneo permite
aumentar la variabilidad genética de un determinado genoma, de manera casi instantanea.
Los integrones son elementos genéticos, claves en la captura, expresion y dispersion de
genes que se encuentran bajo forma de genes cassettes entre las bacterias gram-negativas.
Codifican una recombinasa sitio especifica, la integrasa (Intl), la cual reconoce dos sitios de
recombinacién muy diferentes entre si, el sitio attl, adyacente al gen intl, y los sitios attC. A
su vez, los genes cassettes son los elementos méviles de esta plataforma genética, y estdn
formados por un marco de lectura abierto (ORF) y un sitio attC, siendo la arquitectura de los
genes cassettes tipicos insertos en la region variable del integrén att/1-ORF-attC y attC-ORF-
attC. Los integrones de clase 1 y 2 son los mas exitosos dentro del ambiente hospitalario,
asociados a multirresistencia antibidtica mientras que otros han sido detectados
esporadicamente.

La mayoria de los genes de resistencia antibidtica que se encuentran en la clinica
actualmente se originaron a partir de bacterias del ambiente, incluyendo especies
productoras de antibiéticos. Se han descrito dos ramas de genes cassettes aadA que
confieren resistencia a estreptomicina/espectinomicina asociados a integrones en cepas
clinicas. Estas ramas son aadAl y aadA2. Ambas son modelo de estudio, ya que se ha
descrito que al menos el gen cassette aadAl habria estado presente previo a la era

antibidtica y se habria transmitido a través de eventos de THG a las bacterias clinicas
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actuales. Dicho gen cassette se encuentra ampliamente distribuido en los aislamientos
clinicos aportando a la problematica de la multiresistencia antibidtica, razén por la cual
realizamos un estudio molecular y funcional del mismo en este trabajo.

A través de analisis bioinformaticos identificamos un grupo de 37 alelos que
denominamos aadA-like. Encontramos que Unicamente el gen cassette aadAl esta asociado
aintegrones de clase 1y 2, a diferencia de los alelos aadA-like restantes, que estan asociados
exclusivamente a los de clase 1. El alelo aadA1 es el mas abundante y asimismo es el que mas
arreglos presenta en la zona variable del integrén en el cual esta contenido. En segundo y
tercer lugar de prevalencia, estdn los alelos aadA2 y aadA5 respectivamente. Con respecto a
los genes cassettes asociados, encontramos que el gen cassette aadAl esta estrechamente
relacionado con el gen cassette dfrAl o se encuentra solo en la zona variable en integrones
de clase 1. Adicionalmente, este gen cassette se tiende a ubicar en las 3 primeras posiciones
de la zona variable del integrén, lo que explica la alta expresidon de la resistencia en
aislamientos clinicos.

En cuanto al analisis de la dispersion del gen cassette aadA1, lo encontramos un total
de 86 arreglos de genes cassettes,. La asociacion del gen cassette aadAl a integrasas de
integrones de clase 1 fue del 84% Los genes cassettes aadAl y dfrAl se encontraron juntos
tanto en integrones de clase 1y 2, lo que nos da una idea de que estos dos genes cassettes
estan muy asociados en los integrones clinicos.

Con respecto al estudio de los componentes genéticos de los genes cassettes aadA-

like a través de analisis de alineamiento y maxima similitud, se observd la formacion de
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algunos grupos, destacando el grupo que incluye a los que denominamos como alelos aadA1-
like (7 alelos).

Mediante los analisis utilizando CLUSTALW y maxima similitud se identificaron 15
variantes del sitio attC asociadas a los 37 alelos aadA-like con una mayor identidad de
secuencias entre las bases nucleotidicas involucradas en la recombinacién especificamente
en las regiones 1L y 1R (RYYYAAC y GTTRRRY, respectivamente). La variante 1 del sitio attC
proveniente del agrupamiento de mdxima similitud contiene a casi la mitad de los alelos (15
de 37). Al igual que para el caso del andlisis de los ORFs, la agrupacion de la mayoria de los
alelos corresponde a los denominados alelos aadA1-like lo cual confirma la alta dispersion de
este gen cassette en particular.

Para el estudio funcional del gen cassette aadAl analizamos las caracteristicas
moleculares de los sitios attC flanqueantes de este gen cassette en los clones en los cuales
realizamos ensayos de recombinacion. La estructura de los genes cassettes clonados en cada
uno de estos plasmidos corresponde a estructuras tipicas observadas en diferentes arreglos
de integrones de la clinica: attCuagaz, 0ttCoadaz, attCogear ¥ attCupaz. Analizamos las regiones
gue estan involucradas en el proceso de recombinacidn, la regién core site o 1R, la regién 1L
o inverse core site y la presencia y espaciado de bases extrahelicoidales.

Encontramos que el sitio attCu.qa; €s el Unico que se ajusta completamente a la
secuencia consenso de la regidén 1R o core site 5’-GTTRRRY-3’. Los tres sitios attC restantes
(attCaadas, attCaaca1 Y attCqpaz) se caracterizan por tener una transversion de una Purina a
Pirimidina en uno de sus nucleétidos, pero no en aquellos nucleétidos donde la integrasa

realiza el corte en el proceso de recombinacién 5’-G’TT-3’ (El punto de corte es entre laG y la
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T). Los sitios attChgga; Y attCuudaz tienen un 100% de identidad de secuencia entre sus
regiones 1L 5’-GTTTAAC-3’ y coinciden exactamente con la secuencia consenso de la regién
1L, mientras que los correspondientes a los sitios attChecar Y attCysa; presentan la
transversion de un nucleétido cada uno.

Al observar los determinantes de reconocimiento estructural de importancia para la
recombinacion, se pudo determinar que los sitios attCyoga; Y 0ttCoeqaz Mantienen una
identidad en cuanto a sus bases extrahelicoidales G y T, asi como la distancia entre ellas (6
pares de bases), lo cual podria estar contribuyendo a aumentar las frecuencias de escision
durante la recombinaciéon. Con respecto al sitio attCu.ca; las bases extrahelicoidales
conservan la misma identidad G y T y el mismo espaciado entre ellas (6 pares de bases) y
presentan valores muy similares de escisién cuando este sitio attC estd en la estructura
attCogcar-aadAl-attCoagai.

Dos sitios de recombinacién attC, el sitio attCuuqaz de 60 pb y el sitio attCyecar de 118
pb, muy diferentes en longitud y en su regién espaciadora, presentan frecuencias de
recombinacion muy parecidas, lo cual indica que la importancia de la identidad de las bases
extrahelicoidales y el espaciado entre las mismas, es la caracteristica fundamental que
influye sobre la frecuencia de recombinacion mientras que el sitio attCyra; cuyas bases
extrahelicoidales son C y A con una distancia entre ellas de 7 a 8 pb presenta un marcado
descenso en las frecuencias de escision.

En cuanto a los ensayos de recombinacion de genes cassettes mediados por Intll
realizados in vivo, se utilizaron en cada caso al clon PMI1-1 (AS)2 (int/1-att/1) que contiene al

gen de la integrasa de los integrones de clase 1 cotransformando E. coli TOP10 con de los
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siguientes clones: plLQ423 (att/l1-aadAl-attChuga:), PLQA4A3  (attCheaaz-aadAl-attChggai),
pLQ445 (attChacar-aadAl-attCoagaz) 0 pLQA26 (attCansi-aadAl-attCoagaz). Se observé que las
tres primeras estructuras son blancos favorables para la escision mediada por Intll, a
diferencia del gen cassette attCynsri-aadAl-attCaaqa; donde el valor de frecuencia de escision
fue el mas bajo de todos los ensayos. Con respecto a las frecuencias de insercidn en el sitio
attl1, al analizar la insercién neta, se observd que se favorecié la recombinacién entre el sitio
attll y los sitios attCuaaasz Y attCahqacaz a través de la via de cointegrados.

Al analizar en conjunto los resultados de bioinformdatica y funcionales observamos
que los patrones moleculares que favorecen a la escisién e insercién neta de cassettes
difieren entre si y por lo tanto deben seguir siendo estudiados en forma particular para lograr
un posible consenso de pardmetros que retna todos los requerimientos de los sitios blanco

de la integrasa de integrones de clase 1.
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Anexo 1. Arreglos mas frecuentes de genes cassettes de la zona variable de integrones de clase 1
que incluyen al gen cassette aadA1

Integrasa | Estructura de la zona variable Cantidad

intl1 dfrAl-aadAl 79
intl1 aadAl 74
intl1 aacA4-catB8-aadAl 14
intl1 blaoxa-1-aadAl 12
intl1 aadB-aadAl 5
intl1 catB8-aadAl 3
intl1 estX-aadAl 3
intl1 aacA4-aadAl-catB2 2
intl1 aadB - aadAl - cmlA 2
intl1 aadB - aadAl - tnp 2
intl1 aadB - aadAl - cmlA6 2
intl1 dfrA15 - aadAl 2
intl1 dfrA15 - aadAl - qacEdeltal 2
intl1 dfrB1 - aadA1 2
intl1 aacA - aadAl1 - gacEdeltal - sull - ISCR1 - blacry..2 - orf3/qacEdeltal 1
intl1 aacAl7 - aadAl 1
intl1 aacA4 - aadAl 1
intl1 aacA4 - aadAl - gacEdeltal - sull 1
intl1 aacA4 - aadAl - gacEdeltal - sull - ISCR1 - sapC-like - sapB-like - qnrB10 1
intl1 aacA4 - aadAl - qacEdeltal - sull - ISCR1 - sapC-like - sapB-like - sapA-like - 1

gnrB10 - qacEdeltal

intl1 aacA4m - aadAl - gacEdeltal 1
intl1 aacA7 - aadAl - qacEdeltal 1
intl1 aacCl - aadAl 1
intl1 aadB - aadAl - orf 1
intl1 aadB - aadAl - aacA 1
intl1 blalMP-18 - aadA1 - gacEdeltal 1
intl1 blalMP-18 - aadA1 - blagxs.; - aadA1l - qacEdeltal 1
intl1 blaPla - aadA1 - gacEdeltal - sull - orf5 - orf6 1
intl1 blaVIM-1 - aadA1 - gacEdeltal - sull - orf5 - tniBdelta3 1
intl1 blaVIM-2 - aadA1 - qacEdeltal 1
intl1 catB3 - aadAl 1
intl1 dfrAl - aadAl - qacEdeltal - sull - ISCR1 - blacrxm-» - orf3 - gacEdeltal - sull 1
intl1 dfrAl - aadAl - qacEdeltal - sull - ISCR1 - blacrx.m-» - orf3 - sull 1
intl1 dfrA28 - aadAl 1
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intl1 dfrAl4 - aadAl 1
intl1 dfrB1 - aadA1l - catB2 1
intl1 dfrB3 - aadA1 1
intl1 dfrB6 - aadA1 1
intl1 estX - aadA1 - gacEdeltal - sull - ISCR1 - blacry.m-2 - orf3/qacEdeltal - sull - 1
orf5
intl1 orf5 - sull - qacEdeltal - aadA1 - blaoya+ 1
intl1 orfl - aadA1l 1
intl1 orfE-like - aadA1 1
intl1 qacH - aadA1 1
intl1 sat2 - aadAl 1
intl1 dfrAl- aadAl - acp-like - blaia, 1

Anexo 2. Arreglos mas frecuentes de genes cassettes de la zona variable de integrones de clase 2
que incluyen al gen cassette aadA1

Integrasa | Estructura de la zona variable Cantidad

intl2 dfrAl -sat2-aadAl 30
intl2 sat 2-aadA1l 7
intl2 dfrAl -sat2-aadAl-orfX 6
intl2 estX-sat2-aadA1l 6
intl2 dfrAl-aadAl 3
intl2 dfrAl - sat2 - aadAl - ybeA 3
intl2 dfrAl - sat2 - aadAl - ybeA - ybfA - ybfB - ybgA 2
intl2 aadAl - orfX 1
intl2 aadAl - sat2 - dfrAl 1
intl2 dfrAl - catB2 - sat2 - aadAl 1
intl2 dfrAl - sat2 - aadAl - qacEdeltal - sull 1
intl2 dfrAl - sat2 - aadAl - ybeA - ybfB - ybgA 1
intl2 dfrAl - sat2 - aadB - catB2 - dfrA1l - blacags.4- aadAl - ybeA 1
intl2 dfrAl - sat2 - 1S911 - aadAl - orfX 1
intl2 dfrAl:: - 15911 - ::dfrA1 - sat2 - aadAl 1
intl2 insB - insA - dfrA1l - sat2 - aadA1l 1
intl2 IS1 - sat2 - aadA1 - orfX 1
intl2 sat2 - aadA1 - orfX 1
intl2 sat2 - aadA1 - ybeA 1
intl2 sat2 - aadB - catB2 - dfrA1 - sat2 - aadA1l 1
intl2 sat2 - ereAl - aadAl - orfX 1
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Anexo 3. Arreglos mas frecuentes de genes cassettes de la zona variable de integrones de clase 1
que incluyen al gen cassette aadA2

Integrasa Estructura de la zona variable Cantidad
intl1 aadA2 70
intl1 dfrA12-orfF-aadA2 53
intl1 aadB-aadA2 6
intl1 sat-psp-aadA2 4
intl1 aacA4-aadA2 3
intl1 blawp.o .aacA4 -blagya.10-aadA2 3
intl1 dfri2 -orfF -aadA2 3
intl1 dfrA12 -aadA2 3
intl1 dfrA12 -orf -aadA2 3
intl1 dfrA12 -orfF -aadA2 -orf -orf 3
intl1 estX -psp -aadA2 -tnp1294 -aadA1l -qacH -tnp440 (1S440) -sul3 3
intl1 aacA4 -blagyaa-aadA2 2
intl1 aadA2 -orfF -dfrA12 2
intl1 aadA2 -qacEdelta -blapse 1 -qacEdeltal -sull 2
intl1 aadA2 -qacEdeltal -sull 2
intl1 blapse1 -aadA2 -qacEdeltal 2
intl1 dfrA12 -aadA2 -qacEdeltal 2
intl1 dfrA12 -orfF -aadA2 -qacEdeltal 2
intl1 dfrA12 -orfF -aadA2 -qacEdeltal -sull -ISCR1 -blacry..-2 - 2
orf3/qacEdeltal -sull
intl1 orf -ereB -orf2 -blapse., -aadA2 -qacEdeltal -sull -orf5 2
intl1 5'CS | aacA4'-3 | blaye.s | aadA2 | tnpA (1S91 familly) -3'CS [qacEA1 1
| sull [ orf5
intl1 5'CS | aadB | aadA2 -3'CS 1
intl1 5'CS | dfrA12 | gcuF | aadA2 1
intl1 5'CS | dfrA12 | gcuF | aadA2 -3'CS | qacED1 | sull 1
intl1 5'CS | dfrA12 | gcuF | aadA2 -3'CS | qacED1 | sull | orf5D 1
intl1 5'CS | dfrA12 | gcuF | aadA2 -3'CS | qacED1 | sull | orf5delta 1
intl1 5'CS | dfrA12 | gcuF | aadA2 -3'CS | gacEdeltal | sull 1
intl1 aacA -aadA2 -qacEdeltal -sull -ISCR1 -floR -orf -qacEdeltal -sull 1
intl1 aacA27 -aadA2 -qacEdeltal -sull -ISCR1 -qnrA1 -ampR 1
intl1 aacA3 -catB2 -aadA2 1
intl1 aacA3 -aadA2 1
intl1 aacA4 -aacC1 -orf -aadA2 -cmlA1 -qacEdeltal -sull 1
intl1 aacA4 -blagya.s-aadA2 -qacEdeltal -sull -ISCR1 -gnr -dfrA3b -orf105 - 1
sull
intl1 aacA4 -blapy, -aadA2 -qacEdelta 1
intl1 aacA4 -blaP1b -aadA2 1
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intl1 aadAl -cmlIA1 -aadA2 -sch_054 -sat -intl1 1
intl1 aadA2 -cmlA -aadAl -qacEdeltal -sull 1
intl1 aadA2 -cmlA1 -orf4 1
intl1 aadA2 -dfrA1 1
intl1 aadA2 -dfrA12 1
intl1 aadA2 -linF -qacEdeltal -sull 1
intl1 aadA2 -linF -aacA4-CR -qacEdeltal 1
intl1 aadA2 -linG 1
intl1 aadA2 -InuF 1
intl1 aadA2 -orfl -dfrA12 1
intl1 aadA2 -qacEdeltal -sull -ISCR1 -blacry.m-2 -orf3/qacEdeltal 1
intl1 aadA2 -qacEdeltal -sull -ISCR1 -catA2 -qacEdeltal -sull -orf5 -orf6 1
intl1 aadA2 -qacEdeltal -sull -orf341 -blapya.1 -ampR -qacEdeltal -sull 1
intl1 aadA2 -gacEdeltal -sull -ISCR1 -sapA-like -qnrB2 -qacEdeltal -sull - 1
ISCR1 -dfrA19
intl1 aadA2 -qacEA1 -sull -orf5 1
intl1 aadA2 -gnrVC1 1
intl1 aadA2 -sull 1
intl1 aadA2 -sat 1
intl1 aadA2 -sull -orf -mphR -mrx -mphA 1
intl1 aadB -cmlA5 -aadA2 -strA -strB -tnpM -Aintl1 -blages.1, -aacA4 -dfrA7 1
intl1 aadB -aadA2 -qacEdeltal -sull -ISCR1 -ampC -ampR -sull -orf5 1
intl1 blages.1 -aacA4 -dfrA15b -cmlA4 -aadA2 1
intl1 blages.1 -aacA4 -dfrA15b -cmlA4 -aadA2 1
intl1 blaoxas1-aadA2-cmlAl 1
intl1 blapse.1 -aadA2 -cmlIA1 -aadAl 1
intl1 blaP1 -aadA2 -cmlA1 -catB11 -qacEdeltal -sull -ISCR1 -qnrA1 -sull - 1
ISCR1 -dfrA19
intl1 blaP1 -aadA2 -cmlA1 -catB11 -qacEdeltal -sull -ISCR1 -qnrA1 -sull - 1
ISCR1 -tnpA -tnpA
intl1 blap., -aadA2 1
intl1 blay., -catB8 -aacA4 -aadA2 -qacEdeltal 1
intl1 blayw.1-aacA4 -orfPa85 -blaPSE-1 -aadA2 -qacEdeltal -sull 1
intl1 blay.,-aacA4 -blaP1b -aadA2 1
intl1 blayw.,-aacA4 -aadA2 -qacEdeltal 1
intl1 catB3 -aadA2 1
intl1 cmlA1 -aadA2 -qacEdeltal -sull -orf5 -orf6 1
intl1 dfrA12 -aadA2 -qacEdeltal -sull 1
intl1 dfrA12 -orf -aadA2 -intron -intron 1
intl1 dfrA12 -orf -aadA2 -qacEdeltal -sull -orf -qnrA1 1
intl1 dfrA12 -orf -aadA2 -qacEdeltal -sull -ISCR1 -blacry.m.14 -thp 1
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intl1 dfrA12 -orfF -aadA2 -aadA2 -cmlA1 -aadA1 -qacH -tnp440 (1S440) - 1
sul3
intl1 dfrA12 -orfF -aadA2 -cmlA -aadA1 -qacH -tnp -sul3
intl1 dfrA12 -orfF -aadA2 -cmlA1 -aadA1l -qacH -tnp440 (1S440) -sul3
intl1 dfrA12 -orfF -aadA2 -cmlA1 -aadA1 -qacH -tnp440 (15440) -tnpA (1S10)
-sul3
intl1 dfrA12 -orfF -aadA2 -qacEdeltal -sull -orf5
intl1 dfrA12 -orfF -aadA2 -qacEdeltal -sull -orf5 -1S6100 -ISCR1 -blacry.m-14 -
1S903
intl1 dfrA12 -orfF -aadA21 -qacH -tnp440 (15440) -sul3 1
intl1 dfrA12 -orfF -aadA2 -qacEdeltal -sull -ISCR1 -blacyy.11 -yqgF -gshB -orf 1
-orf -sull
intl1 dfrA12 -tnp -aadA2 1
intl1 dfrA15 -aadA2 -qacEdeltal -sull -ISCR1 -qnrA1 -ampR 1
intl1 dfrA16 -aadA2 1
intl1 dfrA15b -cmlA4 -aadA2 -qacEdeltal -sull -ISCR1 -blacrym-se - 1
orf3/qacEdeltal
intl1 dfrA15b -cmlA4 -delta aadA2 1
intl1 dfrA16 -aadA2 -qacEdeltal -sull -1ISCR1 -blacry.y.o -0rf1005 - 1
qgacEdeltal -sull
intl1 dfrA16 -aadA2 1
intl1 dfrA16 -aadA2 -ISCR1 -gnr -dfrA3b -orf105 -sull 1
intl1 dfrA16 -blaP1b -aadA2 -ereAl 1
intl1 dfrA16 -aadA2 -qacEdeltal -sull -ISCR1 -gnr -ampR -sull -orf5 -orf6 1
intl1 dfrA16 -blapse., -aadA2 -ereA2 1
intl1 dfrA27 -aadA2 -qacEdeltal -sull -ISCR1 -gnrA1 -sull -ISCR1 1
intl1 dfrA27 -aadA2 1
intl1 dfrB7 -aadA2 1
intl1 estX -orf -aadA2 1
intl1 estX -psp -aadA2 -cmlA1 -aadA1l -qacH -tnpA 1S26 -sul3 1
intl1 estX -psp -aadA2 -cmlA -aadA1 -qacH -tnp -sul3 1
intl1 msrB -msrA -orf -aadA2 -qackE -sull -orf -tniB-deltal 1
intl1 orf1005 -aadA2delta -qacEdeltal 1
intl1 (truncated) |aadA2 1
intl1 aadA2 1
1
1
1
1
1
1
1
1

intl1 aadA2 - gacEdeltal - sull - ISCR1 - catA2

intl1 catB2 - aac - aadA2

intl1 orf64 -aadA2 -qacE

intl1 qgacH -aadB -cmlA10 -aadA2 -qacEdeltal -sull

intl1 qacH -dfrA32 -ereA -aadA2 -cmlA -aadAl

intl1 qgacH -dfrB6 -aadA2 -qacEdeltal

intl1 sat -psp -aadA2 -sull -orf5

intl1 sat -psp -aadA2 -cmlA1 -tnpA -qacH -tnp440 (15440) -sul3
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intl1 sat -psp -aadA2 -cmlA1 -aadA1l -qacH -tnp440 (1S440) -sul3 -orf1 - 1
mefB
intl1 sat -psp -aadA2 -cmlA -aadA1 -qacH -tnp -sul3 1
intl1 sat -psp -aadA2 -cmlIA1 -aadA2 -qacH -tnp440 (1S440) -sul3 1
intl1 sull -qacEdeltal -aadA2 1
intl1 dfrA12D6 - gcuFD3 - aadA2 1
intl1 -dfrA12 - aadA2 1
intl1 -blay.;-aacA7 --dfrAl-aadAl-qacEdeltal-sull - dfrA12 - orfF - aadA2 1
intl1delta blay.1-aacA7 - dfrA1 - aadAl - gacEdeltal - sull - dfrA12 — orfF - 1

aadA2 - qacEdeltal - sull

Anexo 4. Arreglos mas frecuentes de genes cassettes de la zona variable de integrones de clase 1
que incluyen al gen cassette aadA5

Integrasa | Estructura de la zona variable Cantidad

intl1 dfrAl7-aadA5 100
intl1 aadA5 9
intl1 dfrAl-aadA5 3
intl1 blapi-aadA5 2
intl1 blaoxa1-aadA5 1
intl1 5'CS - catB8j-aacA4' - aadA5 - 3'CS 1
intl1 5'CS - blap.1- aacA3 - aadA5 - 3'CS 1
intl1 5'CS - dfrA17g - aadA5 - 3'CS 1
intl 5'CS - dfrA17h - aadA5 1
intl1 aacA4 - blagg..1- smr2 - aadA5 1
intl1 aadA>5 - gqacEl 1
intl1 blawp.1- aacA4 - aadA5 - qacEdeltal 1
intl1 blawpe-s- aacA3 - aadA5 1
intl1 blagya.1 - orfl - aadA5 1
intl1 blaoys.31 - aadA5 1
intl1 chrA - sull - qacEdeltal - orf5 - aadA5 - dfrA17 1
intl1 dfrA1 - catB3 - aadA5 1
intl1 dfrA1l - orfl - aadA5 - qacEdeltal 1
intl1 dfrA17 - aadA5 - qacEdeltal - sull - ISCR1 - blacry.w-1 - orf3 - orf1005 - 1

gacEdeltal

intl1 dfrAl17a - aadA5 1
intl1 dfrA5 - aadA5 - sull 1
intl1 orf- aadA5 1
intl1 folA - catB3 - aadA5 - sull - orf5 1
intl1 gacF - aadA>5 - blagya 1
intl1 aacC11 - aadA5 1
intl1 —qgacF - aadA>5 - blaoya 1
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Anexo 5. Arreglos mas frecuentes de genes cassettes de la zona variable de integrones de clase 1
que incluyen a los genes cassettes aadA6, aadA7, aadAla, aadAlb, aadAl1ly aadA4

Integrasa | Estructura de la zona variable Cantidad

intl1 aadA6-orfD 7
intl1 aacA7-aadA6-orfD 2
intl1 aacC5-aadA7 6
intl1 aadA7 6
intl1 aadAla 4
intl1 estX-aadAla 2
intl1 aadAlb 2
intl1 aadA11 4
intl1 aadA4 5
intl1 aacA7 - aadA6 1
intl1 aacA7 - aadAé6 - orfD 1
intl1 aacA8 - blagya, - aacA7 - aadA6 - orfD - qacEdeltal - sull - orf5 1
intl1 aadA6 - gcubD 1
intl1 aadB - blay., - aadA6/aadA10 1
intl1 aadB - aadA6 1
intl1 blayw.- aacA7 - aadAé6 - orfD 1
intl1 blayiv.a- aadA6 - orfD - gacEdeltal 1
intl1 blawp.15- aadA6 - orfD - gacEdeltal 1
intl1 sull - gacEdeltal - blayggs.1 - aphA6 - ISCR1 - sull - gacEdeltal - orfD - aadA6 1
intl1 orfD - aadA6 1
intl1 aacA4 - blagyase - aadA7 - orfl 1
intl1 aacC5 - aadA7 - gacEdeltal - sull 1
intl1 aacC5 - aadA7 - gacEdeltal - sulldelta 1
intl1 aadA7 - aadA7 1
intl1 orf102 - aacA4 - blaogyass- aadA7 - tnpA - gacEdeltal - sull - ISCR14 - rmtD - 1

orfA - groEL - ISCR14 - sull - orf - cmxA

intl1 aacA4 - aacCl - orfX - orfX' - aadAla 1
intl1 aacA4 - aacCl - orfX - orfX - aadAla - qacEdeltal - sull - orf5 - orfé6 1
intl1 aacA4 - aacCl1 - orfX - orfY - aadAla - qacEdeltal 1
intl1 aacCl - orfX - orfX - aadAla 1
intl1 dfrAl - aadAla 1
intl1 blap.,- aadAla - gacEdeltal - sull - orf5 - orf6 1
intl1 sull - gacEdeltal - aadAla - orfG - aacAl 1
intl1 estX-smr2 - aadAla 1
intl1 orfl - cat - aadAla 1
intl1 5'CS - blayp.1s- aadA1b - blagya24- 3'CS - qacED1 1
intl1 dfrAl - gcu39 - aadAlb - catB2 - catB2 1
intlldelta | aadAlbq 1
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(truncate

d)

intl1 aadA11 - gacEdeltal - sull 1
intl1 aadB - orf - aadA11 - qacEdeltal - sull - orf5 1
intl1 aadB - orf - aadA11 - qacEdeltal 1
intl1 orf-orf-aadAll - tniC 1
intl1 dfrB1 - aadA11 - qacEdeltal 1
intl1 dfrA - aadA11 - gacEdeltal - sull - orf5 1
intl1 aadB - orf - aadA11 - qacEdeltal 1
intl1 orfll4 - orfl114 - aadA11 1
intl1 aadB - aadA4 1
intl1 aacA7 - aadB - aadA4 - orf - blagya-, - orfD 1
intl1 dfrA13 - aadA4 - tnp 1
intl1 blaoya-; - aadA4 - gacEdeltal - sull - orf5 1
intl1 aadA4 - aacAl - orfG - orfH - orfl - orfl - orfK - orflL - orfM - catB2 - qacEdeltal - 1

sull - orf5
intl1 aadA4 - gacE 1
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Anexo 6. Alineamiento por ClustalW para los ORFs de los distintos alelos aadA-like
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ORFAAQJA2C == cc s s e s cacaceancneonseananeasaneanesesnssesessnseasssnsessecenanessnensssessseneeesesssassessesesseséessesoeseass &
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ORFAQdASI == cccccccccccncanceanenasseansansensnsssasescesnssseassesnssssssessessssnseassssssscssessesessessssssascsoesessoessess -
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ORFAAAB] = = = = = = = = = @ e e e e e e e mm e e e e eccccoseocosesesosooooooooocoeoeeeenosesososonoooooocoooeeoeoo==o=o=== -
ORFaadA7 -=ccccccccccacccncccccsansadacaaesaacsasascseascaesseaasessnsasesssesaeasssanaeesnsassosassssnseasssssasassassesa &
ORFAQdA7-like == == ccccccecccaccnanosnnannceanoaceanansoansnannnneneesneasnnesnenssnenenensssneessesessnsnessneeoesesnesesess =
ORFAAadA8 - == ccccccccccccccnacacsanacananasncsanansnsansesncsnseanscssnsesensasocassnnsnsscsessssesscsnsnseseasssnsssssscsscsscssassssesesassass &
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CONSENSUS = = = === e = e accccememcsacnoaceanesnseceasnassessscsnansoasssessscssansccsscsscsncssscsscascssesssesscssasscsscsscnssessoscsesesesssossessasns
100%
Conservation
0%
200 220 240 260
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|
ORFaadA BHcEBEcccERcTECEEETAAAAEANACTTRCABAT

ORFaadA1
ORFaadA11
ORFaadA11c
ORFaadA12
ORFaadA13
ORFaadA15
ORFaadA16
ORFaadA17
ORFaadA1a
ORFaadA1b
ORFaadA1bq I
ORFaadA1bs |
ORFaadA1k BEcEAcGGEAGTECEEETARARGARACTTAAAEATE
ORFaadA2
ORFaadA21
ORFaadA22
ORFaadA23

ORFaaadA23b
ORFaadA24
ORFaadA2a
ORFaadA2c
ORFaadA3
ORFaadA4
ORFaadA4c ;
ORFaadA5 BT EcAcEAGcE
ORFaadA5q T TEEcAcEAcE
ORFaadAS5r i
ORFaadA6
ORFaadABj
ORFaadA7

ORFaadA7-like GR EcEAcTAEEEcEEGAGH
ORFaadA8 GIGTGIIIIIGTGIIIGIIGlGI
ORFaadA8j
ORFaadA7
ORFaadA8b
ORFaadA9

Consensus ATGAGGGAAGCGGTGACCGCCGAAATTTCGAACCAACTATCAGAGGTGCTAAGC
100%

Conservaton Ao Ao T Y e LT TR e

280 300 320 340 360
I I I
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ORFaadA
ORFaadA1
ORFaadA11
ORFaadA11c
ORFaadA12
ORFaadA13
ORFaadA15
ORFaadA16
ORFaadA17
ORFaadA1a
ORFaadA1b
ORFaadA1bq
ORFaadA1bs
ORFaadA1k
ORFaadA2
ORFaadA21
ORFaadA22
ORFaadA23
ORFaaadA23b
ORFaadA24
ORFaadA2a
ORFaadA2c
ORFaadA3
ORFaadA4
ORFaadA4c
ORFaadA5
ORFaadA5q
ORFaadA5r
ORFaadA6
ORFaadABj
ORFaadA7
ORFaadA7-like
ORFaadA8
ORFaadABj
ORFaadA7
ORFaadA8b
ORFaadA9
Consensus
100%

Conservation
0%

280

GT=ITTG.GIGIlITITlGII=lGIIGTTG.TGGIIGTIIITTTGTIIGG=T=IGIlGTGGITGGIGGI.TGI.GI..I.IIGTG.TITT

300 320 340 360

ll e ] | cAgAg
GTllTlGlGIITllTITGGGIT.G.IGTTG.TGGI.GTG..TTTGTllGGlTlTGlIlTlGIlGGTGG.lTGlIGllITG.lGTG.T.TT
GTllTlGlGlGlllTlTlGIIIlGlIGTTGITGGIlGTIIITTTGTllGGITIIGIIGTGGITGG.GGIITGI.GII.I..IGTG.TITT
GTEATEGAGEGEEATETECANEECABGTTGETGGEEGTAEATTTGTABGGETEEGEAGT BGTGATATT
GTEATEcAGcEcEEATETECAAEEcABGTTGETGGEEGTABATT TEE ’ BGTGATATT
GTllTlGlGlGlllTlTlGllllGllGTTGITGGIIGTI.ITTTGTlIGGITIIGIIGTGG.TGGIGG.ITGIIG.I.IIIIGTGITITT
GTl.TlGlG.GlllT.TlGllllGllGTTG.TGGI.GTlllTTTGTllGG.TllGllGTGGITGGlGGIlTGllGlllIlllGTGlTlTT
CAT | BAGEcABcTTGETGGEEGTABATTTGTABGGE ; ,

GTEAT BAEEcABcTTGETGGEECTABATTTGTAR

GTIITTG.GIGI.ITlTGGl.T.lIIGTTGITGGIIGTGIITTTGTIIGGIT.IGIIGTGGITGGIGG..TGI. EEATAGAGEGATATT

GTIITTG.G.G..IT.TGGIITIIIIGTTGITGGIIGTG.ITTTGTlIGGITIlGIIGTGGITGG.GGI.TG..GII.T..IGIG.TITT
ll BEcEEAT lllGlGlTlTT

ACHEAATEEAEETCTTEGGATE ‘ j Bca A
] BE IIGTGIITTTGTllGGlTlTGI.ITGGIIGGTGGI.TG..GIIITIIIGTGITITT
GIIITIG.G.GTIITITGGIITII.IGTTG.TGGIIGTG.ITTTGT.IGGI ETcEAETcGAEGGTGGEETGANGEEATAEAGTGATATT
GT||T|GGG|G|||=ITeGlGTlGllGTTGlTeelleTGIlTTTGTIIGGl? lGIlITGGlTGGlGGITTGIl IIGTIIIGTGITITT

GT ITTGlGIGllIT.TGGlITlIIIGTTGITGGIIGTGIITTTGTIIGGIT.IGIIGTGGITGGIGGI.TG.IG. ITIII
cTEATTGRGECEERTETGGANTERAEGT TcETGGEECTGENTTToTAEGGETEEGENGTGcATGGEGGEE TcANGEEATAGAGEGATATT
GTEATTHANEGEEGTTTGGEATEANECETGANNCEEATAEAETTGTATGGTTETGEANTTGATGGTGGEETEANAEEATATACECABATT

GTCATCGAGCGCCATCTGGAATCGACGTTGCTGGCCGTGCATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCCTGAAGCCATACAGCGATATT

i nE i i i i

D

360
144
144
144
144
144
144
144
144
144
144
144
144
207
144
132
132
144
144

T 144

132
132
144

144
© 144

144
144
144

B 144
B 144

144
144
144
119
144
144
144
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ORFaadA
ORFaadA1
ORFaadA11
ORFaadA11c
ORFaadA12
ORFaadA13
ORFaadA15
ORFaadA16
ORFaadA17
ORFaadA1a
ORFaadA1b
ORFaadA1bq
ORFaadA1bs
ORFaadA1k
ORFaadA2
ORFaadA21
ORFaadA22
ORFaadA23
ORFaaadA23b
ORFaadA24
ORFaadA2a
ORFaadA2c
ORFaadA3
ORFaadA4
ORFaadA4c
ORFaadA5
ORFaadA5q
ORFaadAS5r
ORFaadA6
ORFaadABj
ORFaadA7
ORFaadA7-like
ORFaadA8
ORFaadA®6j
ORFaadA7
ORFaadA8b
ORFaadA9
Consensus
100%

Conservation
0%

380 400 420 440

GITTTGITGGTTIIGGTGII.GTI.GG.TTG.TGIIIIIIIGIGGIGIGITTTG.TIIIIG.IITTTTGGIII.TTlGGlTTIIIlTGGl450
GATTTGETGcGTTAEBGGTGAEEcTARGGETTGATGAAAEAREcEGGEGAGETTTGATEANEGAEETTTTGGARAAET! e
GATTTGETGGTTAETGTGGETGEAEAGETEGATG TGT..GII.IGI.ITGGTIGTlGlTlTlTTGGlII
GITTTG.TGGTTllTGTGlIIGTlIGGlTTIlTGl

GlTTTGlTGGTTlIGGTGlllGTllGGlTTGlTGllllll
GATTTGETGGTTAEGGTGAEEGTARNGGETTGATGH
GATTTGETGGTTAEGGTGAEEGTARNGGETTGATGH (o} ERAE B l (o}
GITTTG.TGGTTIIGGTGIIIGTI.GGITTGlTGllIlIIIGlGGIGIGITTTGITI.I.GIIITTTTGG.IIITTIGG.TTI.IITGG.234
GlTTTG.TGGTT..GGTGII.GT.IGG.TTGlTGlIllIllGlGGlGlGITTTGlTllllGlllTTTTGGII..TTIGG.TTIII.TGG.234
GATTTGETGGTTAEGGTGAEEGTARAGGETTGATGH B TCAAC °] [ ]
GATTTGETGGTTAEBGGTGAEEcTANGGETTGATCGANAEAAE |} AR Eee:
GITTTGTTGGTTI.TGTGGIIGTI.IGITTG.TGI.IIGIIG.GGIGIGI.TTGITIIITGIT.TTITGGIGGITTIGGITTT.I.TGGI222
GITTTGTTGGTTllTGTGG..GT..IGITTG.TG..IIGIIGIGGIG.GI.TTGIT...TGIT.TTITGGIGG.TTlGGlTTT.llTGG.222
GATTTGETGGTTAEGGTGAEEGcTARNGGETTGATGARAREAAE l] lll'
GATTTGETGGTTAEGGTGAEEGTARGGETTGATGA

GRTTTGETGGTTAEGGTGRBECTANGGETTGATGH
GATTTGTTGGTTAETGTGGEECTANAGETTGATG
GATTTGTTGGTTAEBTGTGGEEGTAAAGETTGATGA

GITTTGTTGGTTIITGTGGIIGT.II
cBETTcETEcTcABEcTERGEGEEG
GHETTGETEcTGABEcTEAGEGEECE

GATTTcTTceTTAETGTGGEEcTANA

GAT . [ TEEETGGE 234
GATTTGTTceTTRETGTGGEEGTARNGET TcATGANNEGEECcEGGECHAGERTTGETENATCATETTATGGAGGETTEGGETTTEEETGGE 234
GATETGETGGTTABEGTGGATGEABGETTGGATGANGETAEEAGAECETEEETGATGETEGATTTETTGAATATETECGGEACEAEEATGE 234

GATTTGCTGGTTACTGTGACCGTAAGGCTTGATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGGCTTCCCCTGGC

L 0 b e it T b 0 s e e o ) e O 0

460 480 500 520 540
1 1 1 1 1
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ORFaadA
ORFaadA1
ORFaadA11
ORFaadA11c
ORFaadA12
ORFaadA13
ORFaadA15
ORFaadA16
ORFaadA17
ORFaadA1a
ORFaadA1b
ORFaadA1bq
ORFaadA1bs
ORFaadA1k
ORFaadA2
ORFaadA21
ORFaadA22
ORFaadA23
ORFaaadA23b
ORFaadA24
ORFaadA2a
ORFaadA2c
ORFaadA3
ORFaadA4
ORFaadA4c
ORFaadA5
ORFaadA5q
ORFaadAS5r
ORFaadA6
ORFaadABj
ORFaadA7
ORFaadA7-like
ORFaadA8
ORFaadA®6j
ORFaadA7
ORFaadA8b
ORFaadA9
Consensus
100%

Conservation
0%

460 480 500 520 540

GIGIGIGIGITTITIIGIGITGTIGIIGTIIIIITTGTTGTGIIIGIIGIIITIITTIIGTGGIGTTITIIIGITIIGIGIGIIITGIII
GHAcHGEGAGATTETEEcEGETcTAGARGTER TGT! i EcAAETGER
lIIlGTGIGG.TITlIG.GIlTTGGI.GTTI

540
324
324
324
324
324
324
324
324
A 324
324
324
324
387
324
312
312
324
324
324
312
312
324
324

TTGTTGTGII.GI.GI..TIITTllGTGGlGTTIT
TTGTTGTGIIIG.IG.I.TIITT..GTGG.GTT.T

llGTGGlGTTITlIGGlTIIGIGlGIGITGll.

cage 324
llTGG.GGlll.TGGIGIIIGITGGIGGTGI.TGTTGTlGlTlGllGlG.lGTIGTGI..TGG.G.TlTllGGlGlGI.GTGGGITTIIG 324
ABTGGEGGABEATGGEGHEEGE" EcAAcEcARGTAGTGE 324

IITGGIG.T.TIIGG.GIGI.GTGGGITTIIG
el ] EEGGEGEGGEGTGAGETTEAG
EEccBcEccEcTGAGETTEAG

TTccBcTTATEEcGEEACAEcGCANETGERR
TTGGEGTTATEEGGEEAGAEGGGARETGEAA
, TTGGEGTTA GGEEAGGEGGGHAEBT

CARABCAR IIITIIGIGIITTGGIIGTG o] ] ETTcGEcTTATEEGGEEAGGEGGGARETGER
GIGIGIGIGIIGITIIGIGITITIGIIGTlllllTTGTIGTGIITGIIGIIITIITI EcTccBcTTATEEGGETANGEGEGAGETGEAR
GHcHGcEcAGcHAEcETEEcEcETATAcARGTEABEETTcTEcTcEATCABCAEATEATEEEcTccEBcTTATEEGGETANGEGEGAGETGEAR
GHEEcETEAATAETEEccEEcETACAGCTARETGcTTcTTGEATCEAAEcARCTAGTGEETTcGECTTATEEcGEREcAEcACARETGEAG

GAGAGCGAGACTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTCGTGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCGGCTAAGCGCGAACTGCAA

GATGGEGGH 324
324
324
324
324
324
209
324
324
324

IInInrEiniREnRiGn R R R Er RN

560 580 600 620
I 1 I 1
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ORFaadA
ORFaadA1
ORFaadA11
ORFaadA11c
ORFaadA12
ORFaadA13
ORFaadA15
ORFaadA16
ORFaadA17
ORFaadA1a
ORFaadA1b
ORFaadA1bq
ORFaadA1bs
ORFaadA1k
ORFaadA2
ORFaadA21
ORFaadA22
ORFaadA23
ORFaaadA23b
ORFaadA24
ORFaadA2a
ORFaadA2c
ORFaadA3
ORFaadA4
ORFaadA4c
ORFaadA5
ORFaadA5q
ORFaadAS5r
ORFaadA6
ORFaadABj
ORFaadA7
ORFaadA7-like
ORFaadA8
ORFaadA®6j
ORFaadA7
ORFaadA8b
ORFaadA9
Consensus
100%

Conservation
0%

560 580 600 620

TTTGGlGllTGG||G|Gl||TG===TT=TTG||GGT|TlTTlGlGll=G=ll=GITIGIlITTGITITGGITlTlTTGITG||||||G||em:

‘ BATGA i AcEEAECATEGHCAT T A
TTIGGGGIGTGG..GIG.I.GGII.TTITTGIGGGllTlTTlGIGlllG.GII.IlIGITGTTG.T.TGG.T.TTITG.TI..T.IIG.I 414
TTTGGlGllTGGllGlGlllTGlllTiITTGIIGGTITITTlGlGlllGllllGlTlGlllTTGlTlTlGlTlTllTGlTTllllllG|l 414
TTTcGAGANTGGEAGEGEAAT lll ] ~ AcEcAge Ill ATE TATE B
TTTGGAGANTGGEAGEGEAR

TTTGGIGI.TGG.IGIG.IITGI.I
TTTcGAGAATGGEAGEGEAATGA
TTTGGIGI.TGGIIGIGIII

T ' TEcAcEEAcE ‘ TGATET ' TACAAAAGE
TTlGGGGlGTGGITG.GGGIGG.TITT.TTGIIGGTGTITTlG.GllIGIlGIITTGG..GIIGIIITTGlllTTIT.lTIIlGIIlG.T

TTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCNGGTATCTTCGAGCCAGCCACGATCGACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAAAAGCA

n o P O e e O e o T

640 660 680 700 720
I I I 1 1
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ORFaadA
ORFaadA1
ORFaadA11
ORFaadA11c
ORFaadA12
ORFaadA13
ORFaadA15
ORFaadA16
ORFaadA17
ORFaadA1a
ORFaadA1b
ORFaadA1bq
ORFaadA1bs
ORFaadA1k
ORFaadA2
ORFaadA21
ORFaadA22
ORFaadA23
ORFaaadA23b
ORFaadA24
ORFaadA2a
ORFaadA2c
ORFaadA3
ORFaadA4
ORFaadA4c
ORFaadA5
ORFaadA5q
ORFaadAS5r
ORFaadA6
ORFaadABj
ORFaadA7
ORFaadA7-like
ORFaadA8
ORFaadA®6j
ORFaadA7
ORFaadA8b
ORFaadA9
Consensus
100%

Conservation
0%

640 660 680 700 720

lGIGIlllT.GIGTTG.ITTGGTIGGTlllGIGGlGGlGGIIITlTTTGlTIlGGTTllTGlllIGGlTlTITTTG.GG.G.T.IITG.I'mo
BcBcABREATAcEcTTGEETTGGTAGGTEEAGEGGEGGAGGAAETETTTGATEEcGTTEETCARAEAGGATETATTTGAGGEGETARAATGAR 504
|

GG..G.IT.G..TTG..TTGG.IGGTTlGG.lGllGlGGlTTTlTTTllllllGTTllGGllGGIG.TITITTlllGGl.TTG.G.Gl. 504
AcAcANCATA BAETETTTGATEEECTTEETGANEAGGATETATTEGAGGEAETGAATGHR 504
- ETETTTGATEEcGTTEETCAREAGGATETATTTGAGGECETANATGAR 504

GTTEETGARCAAGATETAATEAAGGEGETGANTGAR 504

BcHAcHABREGAT
lGIGlllITlGlGTGGlTTTGGTlGGTllGGlGGlGG.GGllITlTTTGlTlll
AcHGHA TIG.GTTGI.TTGGTIGGTIIIGIGGIGGIGGIIITITTTGIT

A I A
lGlGIlllTlG.GTTGI.TTGGTIGGTIIIGIGGIGGIGGII.'l ‘ | BAATGAA 504
lGIGlIIITlGIGTTG.ITTGGTIGGTllGG.IGlGGlGGIITTlTTTGIII.GGTT..TGIIIIGG.T.TITTIG.GGIGITGIGGG..492
BcHEGABREAT AT BEEEccTTEETGAREAGGATETATTEGAGGEGETGAGGGHAR 492
BE8ccTTEETGA IGG.T.T.TTTG.GG.G.T===TG== 504

BETETTTGATEEGGTTEETGH
BETETTTGATEEGGTTEETGA

BcHEcHEAE Agee AACA
lGlGllllTlGlGTTG.ITTGGTlGGTllGGllGlGGIGGIITTlTTTGI.IIGGTT.ITG....GG.T.T.TTlGlGGIGITGIGGGII 504
Bec lllllIlGllTTGIIITGITIGGTIIITIIGIIGTIIIGTTITTIGIGIIGGTGIIGIIIGIGIITTTTTIIIIGGIGITTTTIGII 504
A A EAcTEAEcTTETTEGAGEEGGTGEEGAREGAGEATTTTTEEAAGGEGETTTTEGHAE 504
EcTTTTTEGAGEEGGTGEEGAAGGAGEATTTETEEANGGEGETTTTEGAE 504
llGTTTTTlGIGllGGTGIlG.IGGlGllTTT.T...IGG.G.TTTTlGII 504
, IlllGGlGITTTTlGI. 504
lIGGllTTGIGIGII 504

lTGGllG.TSM
ETGGEEGHT 479

BcHEcHRE ‘ ‘ Ag
IGIGII..T.G.GTTG..TTGGTIGGTllGGlIGlGG.GGIlTTlTTTG.I.IGGTTllTGlIIIGGITlTITTIG.GG.GITGIGGGI. 504
AccEANEACACEATECETTTAGTAGGTEEAGTGGETEANAARGTETTENTGEEGGTGEEAGAGEATGAETTTETEEAGGTGETTTEEGAT 504

AGAGAACATAGCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAANTCTTTGATCCGGTTCCTGAACAGGATCTATTCGAGGCGCTGAATGAA

o e A e e U AT O T e O A e T et U

740 760 780 800
1 1 1 1
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ORFaadA
ORFaadA1
ORFaadA11
ORFaadA11c
ORFaadA12
ORFaadA13
ORFaadA15
ORFaadA16
ORFaadA17
ORFaadA1a
ORFaadA1b
ORFaadA1bq

ORFaadA1bs HE
ORFaadA1k HEET

ORFaadA2
ORFaadA21
ORFaadA22
ORFaadA23

ORFaaadA23b
ORFaadA24
ORFaadA2a
ORFaadA2c

ORFaadA3

ORFaadA4
ORFaadA4c

ORFaadA5
ORFaadA5q

ORFaadAS5r
ORFaadA6
ORFaadA6j
ORFaadA7
ORFaadA7-like
ORFaadA8
ORFaadA6j

ORFaadA7
ORFaadA8b

ORFaadA9

Consensus
100%

Conservation
0%

740 760 780 800

lllTTI.IG.TITGGII.TIGIIGI.IG..TGGG.TGG.GITG.G.GI.ITGTIGTGITTIIGTTGTII.GIITTTGGT..IGIGIIGTI 810
BeeTTAAGcETATGCAAETECEEcEEEcAETcGGETGGEGATCAGECAARTCGTAGTGETTABGTTCTEEECEATTTcGTABAGEGEAGTA 594
BeéTEéTtcARAETATcGAATTEcEAGEEGGATTGGGAAGGEGATGAGEGGARTGTAGTGETTAEETTGTETEGEATTTGGTAEAGEGEAGER 594
| BAETEcEAcEEEcAETcGGEEcGEGATGAGEGAARATGTAGTGETERE eee EEcAAGTHA 594
IITTIIIGITITGGIIITIGIIG.'.GIITGGGITGGIGITGIG.GI.ITGTIGTGITT.IGTTGTIIIG..TTTGGTIIIGIGIIITI594
AAATGTAGTGETTABGTTGTEEEGEATTTGGTAEAGEGEAGER 594

rTAE EEEGEAT: AEAcEcE

Acc B IIITIGIIGIIIGIITGGGITGGIGITGIGIGIII gee BEAcE
IIITTIlIGITITGGI.ITIGIIGI.IGIITGGG.TGGIGITGIGIGIIITGTIGTG.TT.IGTTGTIIIGIITTTGGTllIGlGIlGTI593

ETTAAEcETATGGAAETECEECEEEcAETcGGETGGEGATCAGECAAR EEEcEAT BEAGEGEAGTA 594

TAAEcETATGGHARETEcEEcEEEcABTGGGETGGEGATGAGEGAAR BEEcEATTTGGTABAGEGEAGTA 657

IIITTIIIGlTITGGlIITIGI.GIIIGIITGGGITGGIGITG.G.GII.TGTIGTGITTllGTTGTII.G.ITTTGGTIIIGIGIIGT.594
IIITTGI.G.TITGG.IITIGIIGI'.GIITGGG.IGGIGITGlGIGIlITGTIGTG.TT.IGTTGTII.G.ITTTGGTIIIG.GI.IT.582
l l BAET I GEAcEEEcAETcCCEEGGECATCACECAAATGTAGTGET , l CAr llI l lll A
IG.ITGGGITGGIGITGIGIGll.

GEEcEE

EEcAETGGGETGGEGATGAGEGARA
EEcAETcGGETGGEGATGAGEGAAR

EEcAETcGGEEGGEGATGAGECARN
Bge BTccARETEcEAcEEEcABTCGGEEcGEcATGAGEGAAR ’ e BERcEcE

HEeTTcAAGETATGGANETEcENGEEECAETcGGEEGGEGATGAGEGANATGTAGTGETTABGTTGTEEEGEATTTcGTHEAGECEAATA 594
BEcATTcEEEAcTGGAATTEAGAGTEGGATTGGARAGGGTGABGAGEGCARBGTEGTTETTGETETTGETECEATTTGGTABAGTGETTEA 594
BEcATTGEEEA EcGAREGTEGTTETTGETETTGETEGEATTTGGTAEAGTGETTER 594
BETATTGE IIGTIGTTITTGITITTGITIGI TTTGGT. BGEGETTEA 594

BETATTGE

HAEA
llTlTGllGlTlTGslll EcEEcEen
llTITGlIGITlTGGIIITI EEcEEAGA

EAcE ‘
lllTTG.IG.T.TGGI'.TIG.IGII.GI.TGGG..GGIGITGIG.GIIITGTIGTG.TTIIGTTGTI..GI.TTTGGTIIIGIGI.IT.594
AEeeTTAAGETGTGGANTAETEATGAGGATTGGGARNATGAGGAGEGGAREATEGTAETEAEGTTAGETEGGATETGGTGTAGENETGHR 594

ACCTTGACGCTATGGAACTCGCAGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGGTACAGCGCAGTA

NGRS i T

820 840 860 880 900
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ORFaadA
ORFaadA1
ORFaadA11
ORFaadA11c
ORFaadA12
ORFaadA13
ORFaadA15
ORFaadA16
ORFaadA17
ORFaadA1a
ORFaadA1b
ORFaadA1bq

ORFaadA1bs HEE
ORFaadA1k BEEGG

ORFaadA2
ORFaadA21
ORFaadA22
ORFaadA23

ORFaaadA23b
ORFaadA24
ORFaadA2a
ORFaadA2c

ORFaadA3

ORFaadA4
ORFaadA4c

ORFaadA5
ORFaadA5q

ORFaadA5r HE

ORFaadA6
ORFaadA®Bj
ORFaadA7
ORFaadA7-like
ORFaadA8
ORFaadABj
ORFaadA7
ORFaadA8b
ORFaadA9
Consensus
100%

Conservation
0%

820 840 860 880 900

IIIGGIIIIITIGIGIIGIIGGITGTIGITGIIGIITGGGIIITGGIGIGIITGIIGGIIIIGTITIIGIIIGTIITIITTGIIGITIGI 900
Bg@ccEA IlTlGlGllGlIGGlTGTIGITGIIGIITGGGIIITGGIGIGIITGIIGGIIIIG'rlTllGlllGTllTll'rTGIIGITIGI 684
A EAATTGAcEcTETGEEACATEANEATAAGEEEGTABTGETTCGARAGEEEBGG 684
GGIGIGIITI B TTGIIG.T.GI 684

684
684
684
684
684
684
684
683
A 684
GH 747
684
672
672
684
684
684
672
672
684
684
684
684
€ 684
GE 684
684
GE 684
684
684
684
Acc TEcEcocAaR 'GEEAETTGGGEAAT TGEEAGE ll l TEET BTcEEARG 659
lllGGlllGlTlGlGllGllGGlTGTlGlTGllGllTGGGllITGGlGlGIITGllGGllll ATEAG IIIGTIITIITTGIIGITIGI 684
HAEGccEAARATEGEcEECARGGATGTEGETGEECABTGGGEANTGGAGEGEETcEEcGEEEAC TATEAGEEEGTEATAET TGARGETAGH 684
BeTccAccAATEcTEEEERAccATcTGccEBcEEcAATcGGTTTTAGAGEGETTCEEACETCACEATARCEEARTAETGGTTGAGGEGEGG 684

ACCGGCAAAATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCTGCCCAGTATCAGCCCGTCATACTTGAAGCTAGN

il il Nim L[ i Hﬂoﬂ RITIITING il
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ORFaadA
ORFaadA1
ORFaadA11
ORFaadA11c
ORFaadA12
ORFaadA13
ORFaadA15
ORFaadA16
ORFaadA17
ORFaadA1a
ORFaadA1b
ORFaadA1bq
ORFaadA1bs
ORFaadA1k
ORFaadA2
ORFaadA21
ORFaadA22
ORFaadA23
ORFaaadA23b
ORFaadA24
ORFaadA2a
ORFaadA2c
ORFaadA3
ORFaadA4
ORFaadA4c
ORFaadA5
ORFaadA5q
ORFaadA5r
ORFaadA6
ORFaadA®Bj
ORFaadA7
ORFaadA7-like
ORFaadA8
ORFaadA®&j
ORFaadA7
ORFaadA8b
ORFaadA9

Consensus
100%

Conservatuon

920 940 960 980

llGGlTTIT.TTGGIIIIG.IGIIGITIGITTGGI.TIIIG.GIIG.TI.GTTGGIIGIITTTGTTlllTIlGTGlIIGGIGIGITIlII990
BTETTGGH ‘ ) II=GGIGIGITIIII'H4

] | TTEcTGARAEATGARGEEAET 774
BHcGETTATETTGGH : - EAETTEcTGAAAGGEGAGATERET 774
EARGETTATETGGGH T llTTGGIlTIIIGIGlIGlTIIITTGGIIGIITTTlTTlG|TTTGTG|||GG|G|G|T||Tl'n4
BEGGETTATETTGGGE ' : ‘GAAAA ]
EARcETTATETGGGH

AR e ' BAR TE
lIGGITTllITTGGIlIlGGGITGGITTGITTGGIITlllGIGITGlTlIGTTGIlTGIGTTIITTTIITTTGTGIIGIIIGIIGlIGll'n4
lIlGlTTlTITGGGlllllllGllGlTlllTTGGIITIIIGIGIIGITIIITTGGIIGIITTTITTIGlTTTGTGIIIGGIGIGITIITI'U4

e BGAAGARGA EEAETAEcTcARAGGEGAGATEAEBE 774

B ' CAETAE BAAcGGEGAGATEREE 774
IIGGITTlTITTGGIIIIGI.GIIGITlGlTGGGIITlllGlGllGITIIGTTGG.IGIITTTGTTI.ITIIGTG.IIGGIGIG'TIIII‘Ha
IIGGITTITITTGGI..IGIIG..GITlGlTTGG..TIG.G.G..G.TIIGTTGGIIGI.TTTGTIIIITIIGTGIIIGG.GIG.T.I.. 774

BGAAcARcGAAGATEGETTGGEETEEEcEcEACATEAGTTGGAACARTTTGTTEAETAEGTCAAA B8 837

BEAAcARcAAcATEcETTccEETEEEcECEAGATERGTTGGARGAATTTGTTERETABCTCARA Bg 774
llIGITTlTITGGGIIIIIII BAGATERETTGGEETEAEGEGEACGATEAET TcGAAGAATTTATTEGETTTGTCARAGGECGAGATEATE 762
GARGETTATETcGGACARAARGARCATERE T TcGEETEAEGECEACATEAET TGGARNGARNTTTATTEGETTTGTGARNGGEGAGATEATE 762

BGAAcAAcGAACATEGETTGGEETECECcECEACATEACTTGGAACARTTTcTEEAETAECTCAAAGGECAGATEAEE 774
AcAAcHAAcATEGETTcGEETEcECECEACATEAGTTGGAAGARTTTGTECAETAEcTGARAGGEGAGATEABE
AcBAcBAAcATEcETTGGEETEGEGEGEAGATEAcTTGGARGARTTTGTEEAETAEcTGARAAGGEGAGATEREE 774
AcAB llG=TlGlTTGG=lT==lGIG==G=T=IGTTGGI.G.ITTT:TTI.ITIIGTGI.'GG.G.GIT..'.

: EAAAGE

v lIIIlTGIIGIIIIT
llGGlTTlTlTTGGI IlGGlGllGlTTGITTGGIITIIIGIGIGGITI.GTTGGIGGIGTTIGTTII.TTIGTG..I..TG.IG..I.T
BGGGETTATETTGGGEAAGARGARGATTATTTGEEECETEGTCEGGATEAGGTGGEGGEGETEATTARATTEGTGARGTATGARGEAGTT
BcGGETTATETTGGG GARGAARGATTAETTGEEEAETEGTGETGATENGGTGGEGGEGETEATTARAATTEGTGAANTA' GEHAGTT
EAcGETTATETTcGAEAAGAAGARGATECETTGGEETEGECECEAGATEAGTTGGANGARATTTGTTEAETAEGTCARACGAECAGATEAEE
EHGGETTATET TccAEANGARGANGATEGETTGGEETEGEGEGERGATENGTTcGARGARTTTGTEEAETAEcTcANRGGEGAGATEREE 774
EABcEETATETTGGGETTTGEAAGGATAGTETTGETTTCEGTGEACGATCAGAETTEGGEGTTERATTGGETATCERAAAGTETGEGGTEGET 774

CAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGCGCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTTCACTACGTGAAAGGCGAGATCACC

00 T e e e O i o i ) o T T
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ORFaadA
ORFaadA1
ORFaadA11
ORFaadA11c
ORFaadA12
ORFaadA13
ORFaadA15
ORFaadA16
ORFaadA17
ORFaadA1a
ORFaadA1b
ORFaadA1bq
ORFaadA1bs
ORFaadA1k
ORFaadA2
ORFaadA21
ORFaadA22
ORFaadA23
ORFaaadA23b
ORFaadA24
ORFaadA2a
ORFaadA2c
ORFaadA3
ORFaadA4
ORFaadA4c
ORFaadA5
ORFaadA5q
ORFaadAS5r
ORFaadA6
ORFaadA6j
ORFaadA7
ORFaadA7-like
ORFaadA8
ORFaadA6j
ORFaadA7
ORFaadA8b
ORFaadA9
Consensus
100%

Conservation
0%
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il
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