UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
ESCUELA DE POSTGRADO

DETECCION DE GENES sul Y dfr EN PLASMIDOS DE CEPAS CHILENAS DE
Shigella sonnei MULTIRRESISTENTES AISLADAS EN EL PERIODO 2008- 2009.

BARBARA ANDREA AVILA SAAVEDRA

TESIS PARA OPTAR AL GRADO DE MAGISTER EN MICROBIOLOGIA

Director de Tesis: Prof. MSc. Maria Teresa Ulloa Flores

2015



UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
ESCUELA DE POSTGRADO

INFORME DE APROBACION TESIS DE MAGISTER

Se informa a la Comision de Grados Académicos de la Facultad de Medicina, que la tesis
de Magister presentada por la candidata

BARBARA ANDREA AVILA SAAVEDRA

Ha sido aprobada por la Comision Informante de Tesis como requisito para optar al
Grado de Magister en Microbiologia en el Examen de Defensa de Tesis rendido el dia 16

de Octubre de 2015.

Directora de Tesis: Prof. MSc. Maria Teresa Ulloa Flores

Programa de Microbiologia y Micologia, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile

COMISION INFORMANTE DE TESIS

Prof. Dr. Sergio Alvarez Prof. Dr. Claudio Vasquez

Prof. Dra. Sandra Ampuero Prof. Dr. Gonzalo Osorio

Presidente Comision



A mi familia, por su apoyo incondicional.



AGRADECIMIENTOS.

A Dios por darme la fortaleza de seguir adelante cada vez que pensé en desistir.

A mis padres, por darme la oportunidad de seguir con mis estudios, por apoyarme en
todos mis proyectos y ser un pilar fundamental en mi vida. A Carolina, por su ayuda, sus
palabras y su carifio incondicional. Sin ustedes, nada de esto seria posible. Los amo.

Gracias a mi tutora, profesora M. Teresa Ulloa, por abrirme una vez mas las puertas de
su laboratorio, por brindarme su confianza y por ser mi guia en el desarrollo de este trabajo.

Al profesor German Hermosilla, por tener la mejor disposicion para responder mis
preguntas, por la paciencia y el carifio con el que siempre estuvo dispuesto a ayudar.

A mis compafieros de laboratorio, con quienes comparti durante los 7 afios de paso por
este lugar, especialmente a Gissela Castillo y Lina Maria Rivas, por su ayuda en el laboratorio
y sus palabras de &nimo cada vez que lo necesité.

A mis comparieros del proyecto FONDECYT 1130394, por los gratos momentos
compartidos, especialmente a mi amiga Tania, por motivarme a seguir adelante en los
momentos mas dificiles.

Gracias a todos mis amigos, a todas las personas que me brindaron su apoyo durante
este tiempo, nombrar a todos seria un poco extenso y podria cometer algin olvido injusto,

pero a todos ustedes, jmuchas gracias!



1

“Antes de ser hombres de ciencia, deberiamos ser hombres.’

Albert Einstein.



Tesis financiada por el proyecto FONDECYT 1130394.

Vi



INDICE GENERAL.

L. RESUMEN ....uiiiieeeieeititiiieeeeeerrsrnneeeersssssneeeeesssssmseeeessssssnnnnsssmmsossesssssssosss 1
2. ABSTRACT .....uuuureeeeeeeerereerersnnnneeeeeeeeeeesseesssssssssnnnnnnnns 3
3. INTRODUCCION. .....cuiirituieeerrtnneerutneeeerssneeerrssneessssneeessssneeessssnseesssnnnssssons 5
4. MARCO TEORICO.......uuciiiererirnneeeeeeerunneeeeeesssssnneeeeeesssssnneeessssssssnnseesssssssn 7

4.1 Generalidades de Shigella spp........ccoeviiriiiiiii e
4.2 Cuadro cliniCO ¥ PAtOZENESIS. . .. uutttt ettt ettt et e et et et e et et e et et e aeaeeeenenas 7

4.3 EPIdemiOlOgia.......ouoniirii e 8

R B 171111 (o311 (o J SRR 10
4.5 Resistencia de Shigella spp. a antimicrobianos. ............ocooiviiiiiiii e 10
4.6 Trimetoprim— sulfametoXazol. ..o 13
4.7 Resistenciade S.sonneia SXTen Chile..........oooiiiiiii e, 16
5. HIPOTESIS......cccettitrrrrrnnnnninieaeeeeeeeeeeeeeeeeeseesssnsnnsnsnnnnns 19
6. OBJETIVOS. . cuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiinttitetesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssas 19

6.1 Objetivo general.........o.oiiiiiiii i e e eseeeneesneees 19

6.2 ODJEtiVOS €SPECTTICOS. .. ut ittt 19
7. MATERIALES Y METODOS.......uuuuuuuiueeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseeseeesesssssssassnnns 20
7 =) o TS 20

7.2 ldentificacion de genes que confieren resistencia a sulfametoxazol (sul) y trimetoprim
(dfr) en cepas de S. sonnei aisladas durante el periodo 2004- 2007 y 2008- 2009 en Chile....... 22

7.2 1 EXIraccion de DNA . ... e eaneineens | 22
7.2.2 Identificacion de alelos de resistencia a sulfametoxazol: sull, sul2 y sul3.................. 22

7.2.2.1 Partidores para identificacion de alelos sul................oooiiiiiiiiii e, 22



7.2.2.2 PCR para la identificacion de alelossul...................cooiii e, 23

7.2.2.3 Analisis de los productos de PCR de alelossul.................cooiiiiiiiii 24
7.2.2.4 Purificacion de los productos de PCR de alelos sul..............ccoooiiiiiiiiiiiiinl, 24
7.2.2.5 Secuenciacion de los productos de PCR de alelossul................ooooiiiiiiiinnl. 24

7.2.2.6 Analisis de las secuencias de alelos SUL........oooeee et eeeeeeeeeeeeeaeeenn, 24

7.2.3 Identificacion de alelos de resistencia a trimetoprim (dfr)....................o 25
7.2.3.1 Partidores para identificacion de alelos dfr.................ooo i 25
7.2.3.2 PCR para identificacion de alelos dfr.............ooooiiiiiiiii i, 26
7.2.3.3 Analisis de los productos de PCR de alelos dfr............ccocoiiiiiiiiiii 26
7.2.3.4 Purificacion de los productos de PCR de alelos dff.............coiiiiiiiiiiii, 26
7.2.3.5 Secuenciacion de los productos de PCR de alelos dfr............ccooooiiiiiiiiiiiinn. 26
7.2.3.6 Andlisis de las secuencias de alelos dfr............oooiiiiiiiiiii e, 27

7.3 Deteccion de genes sul y/o dfr que confieren resistencia a sulfametoxazol y trimetoprim
respectivamente, en el DNA plasmidial de cepas de S. sonnei aisladas en el periodo 2008-

2009 BN CREIE. ...t 27
7.3.1 Aislamiento del DNA plasmidial de cepas de S. SONNEI.........c.ccoovviiiiiiiiiiiiiiinennn. 27
7.3.2 Deteccion de alelos sul2 y dfrAl14 en el DNA plasmidial de las cepas en

TS (1o o N 28
7.3.2.1 Partidores para deteccion de sul2 y dfrA14 en DNA plasmidial de S. sonnei.............. 28
7.3.2.2 PCR para deteccion de sul2 y dfrA14 en DNA plasmidial de S. sonnei..................... 29
7.3.2.3 Analisis de los productos de PCR de alelossul2 y dfrAL4..............ocooiiiiiiiiinin, 29
7.3.3 Deteccion de un plasmido de resistencia a SXT de bajo tamafio molecular, en cepas de

S. sonnei, periodo 2008- 2009, mediante PCR....... ..ot 29
7.3.3.1 Partidores para deteccion de plasmido de resistenciaa SXT............ccoooiviiiiinina. 29
7.3.3.2 PCR para la deteccion de plasmido de resistenciaa SXT...........coviviiiiiiiiininnnnn 30



7.3.3.3 Analisis de los productos de PCR de plasmido de resistenciaa SXT....................... 30

7.4 Asociacion y organizacion de los genes sul y dfr al interior de un plasmido en particular
(3,9- 4,8 MDa), en cepas de S. sonnei (2008- 2009).........coeiiriiiiiiiiiiiieiee e 31

7.4.1 Transformacién de Escherichia coli DH5a con plasmidos de 3,9y 4,8 MDa............... 31
7.4.1.1 Extraccién de plasmidos desde geles de agarosa.............ooveveuiiiiiniiiniiiieiananinn, 31
7.4.1.2 Transformacién de Escherichia coli DHS50. . ..........oooiiiiiiiie e 32
7.4.1.3 Seleccion de colonias transformantes. ............ccvvviiiiii 33
7.4.1.4 Analisis de Escherichia coli DH5a transformantes.................cooooiiiiiiiiiinn.. 33

7.4.1.4.1 Deteccion de genes de resistencia, asociacion dfrAl4- pldsmido e insercion de

01 N =T 1 ¢ VPR 33
7.4.1.4.2 Expresion del fenotipo de resistencia de las transformantes..........................o.l. 34
7.4.2 Caracterizacion del plasmido en estudio..............oooviiiiiiiiiii e, 35

7.4.2.1 Comparacion del perfil plasmidial de cepas de S. sonnei parentales (periodo 2008-

2009) con perfil plasmidial de cepas transformantes..............cccocoiiiiiiii i, 35
7.4.2.2 Analisis de RFLP con laenzima Sspl.........cooieiiiiiiii e 35
7.4.2.3 Secuenciacion del locus de resistencia del plasmido en estudio............................. 36

7.5 Determinacion de la capacidad de transferencia del plasmido que contiene los genes sul y

dfr desde cepas de S. sonnei a una célula receptora por conjugacion....................cco.eeeueen. 36
T O] o - S T 36
7.5.2Medios e CUIIVO ... ..o, 37
7.5.3 Conjugacion en medio SOlAO............ooiiniii 37
7.5.4 Control de los medios de cultivo y 1aS CEPAS.........viviiniirii e 38
7.5.5 Deteccidn de los genes de resistencia sul y dfr en las transconjugantes por PCR............ 38
8. RESULTADOS. ..ctiitiiiitiiiiiiitiiittiittiestotasstsstsssssssssssssosssssssssssssssssssssssnsans 39



8.1 Deteccidn de genes que confieren resistencia a sulfametoxazol (sul) y trimetoprim (dfr) en
cepas de S. sonnei aisladas durante el periodo 2004- 2007 y 2008- 2009 en Chile................

8.1.1 Deteccion y confirmacion de la identidad de alelos de resistencia a sulfametoxazol:
SULL, SULZ Y UL .o e e

8.1.2. Deteccion y confirmacion de identidad de alelos de resistencia a trimetoprim

8.2 Deteccidn de genes sul y/o dfr que confieren resistencia a sulfametoxazol y trimetoprim
en el DNA plasmidial de cepas de S. sonnei aisladas en el periodo 2008- 2009 en Chile...........

8.2.1 Aislamiento del DNA plasmidial de cepasde S. SONNEI..........ccoevviiiiiiiiiiiiien,
8.2.2 Deteccion de genes sul y dfr en el DNA plasmidial de las cepas en estudio.................

8.2.3 Deteccidn de plasmido de resistencia a SXT en el DNA plasmidial de las cepas en
S 0 [T T PP

8.3 Asociacidn y organizacion de genes sul y dfr dentro de un plasmido en particular (3,9 y/o
4,8 MDa), en cepas de S. sonnei (2008- 2009)........cviriiriiri

8.3.1 Transformacion de E. coli DH5a con plasmidos de 3,9y 4,8 MDa...............ccoveneeneen.
8.3.2 Analisis de E. coli DH5a transformantes.............c.oiiiiiiiiiie e,

8.3.2.1 Deteccion de genes de resistencia, asociacion dfrA14- plasmido e insercion de dfrA14
] TR 1

8.3.2.2 Expresion del fenotipo de resistencia de las transformantes de E. coli DH5a...............
8.3.3 Caracterizacion del plasmido €N €StUIO. .........ccviiiieieierieie e

8.3.3.1 Comparacion del perfil plasmidial de cepas de S. sonnei parentales (periodo 2008-
2009) con perfil plasmidial de cepas transformantes.............ccccvveveiieeiecic s

8.3.3.2 Analisis de RFLP del plasmido en estudio con la enzima Sspl.........cccccveveviveiieiincniennns
8.3.3.3 Secuenciacion del locus de resistencia del plasmido en estudio.............................

8.4 Determinacion de la capacidad de transferencia del plasmido que contiene los genes sul y
dfr desde cepas de S. sonnei a una célula receptora por conjugacion........................c.e.e.

0. DISCUSION .. tueneeeeneenenererneeasnesesesesnssnsnssnsnssssessnssnsnssnsnssnsessnnsnsemmiioosins

10. CONCLUSIONES.....titittititiiitiiiiitttiiitteietattietaenttecassstssasssmmme.

39

39

40

43

43

44

44

45

45

46

46

48

49

49

50

50



11. BIBLIOGRAFTA .. c.eeneeeee et eeeeeeeseeaeeesnesesnesnsessnssssnssnssssnsnssnssnsnsnssnsnnsnsenne

12. ANEXO

Xi



INDICE DE FIGURAS.

Figura 1. Evolucidn de la resistencia en Shigella spp..........oooviveiiiiiii e 11

Figura 2. Resistencia a antimicrobianos en cepas de S. sonnei, aisladas de tres periodos

(1995-1997; 2004-2007; 2008-2009) en la Region Metropolitana ...................cccevvviviveiinens. 12
Figura 3. Mecanismo de accion y de resistencia a trimetoprim- sulfametoxazol.................. 14
Figura 4. Resistencia de cepas chilenas de S. sonnei a SXT 1995-2013...............ccevveeeeenn. 17
Figura 5. Esquema representativo del plasmido en estudio.................ccoooiiiiiiiiiiinn.. 34
Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa (2%) de los productos de PCR del alelo sul2........ 39

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa (2%) de los productos amplificados para alelos dfr

de los grupos IB (dfrA8) y 11A (dfrA5, dfrAl4, dfrA25 y dfrA27).....c.covieiiiiiii, 41
Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa (2%) de los productos de PCR para el gen 16S

FRIN A L e e e 43
Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa (2%) de los productos de PCR para el alelo sul2 y
Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa (1%) de los productos de PCR para el plasmido

A TESISTENCIA @ S X T ..ttt et e e e 45
Figura 11. Transformacion de E. coli DH5a con plasmidos de 3,9y 4,8 MDa.................... 46
Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR para el alelo sul2,

dfrAL14 y plasmido de TeSIStENCIA. ... utuet ittt ittt et et et et et e e e 47
Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa (1%) de los productos de PCR para la deteccion

de strA::dfrA14 y vinculo dfrA14- plasmido...............cccooi i, 48
Figura 14. Antibiograma de transformantes E. coli DHS5a................coiiiiiiiiieceeeeieeeee. 48

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa (1%) de extractos plasmidiales de cepas de S.
sonnei y E. coli DH5a transformantes..............cooooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeieaieeen. 49

Figura 16. Analisis de restriccion del DNA plasmidial de las colonias transformantes DH5a... 50

Xii



Figura 17. Representacion esquematica del locus de resistencia del plasmido pABC-3 en
cepas de S. sonnei aisladas en Chile en el periodo 2008-2009.............ccoiiiiiiiniiiiiiiieceee

Figura 18. Conjugacion de cepas de S. sonnei aisladas en el periodo 2008- 2009

Xiii



INDICE DE TABLAS.

Tabla 1. Listado de cepas de S. sonnei utilizadas en este estudio, aisladas durante los

periodos 2004- 2007 y 2008- 2009 en Chile.........cooiiiiii e

Tabla 2. Secuencias de los partidores utilizados para la deteccion de alelos sul.....................

Tabla 3. Secuencias de los partidores utilizados para la deteccion de alelos dfr......................

Tabla 4. Secuencia de los partidores utilizados para la deteccidn del gen 16S rRNA...............

Tabla 5. Secuencia de los partidores utilizados para la deteccion del alelo dfrA14............

Tabla 6. Secuencia de los partidores para la deteccion del plasmido de resistencia a SXT.......

Tabla 7. Secuencia de los partidores utilizados para la deteccion dfrAl4- plasmido e
insercion del cassette dfrAL4 enel geN StrA. ...

Xiv

23

25

28

28

30

33



1. RESUMEN.

La shigelosis es una infeccion entérica aguda causada por serogrupos del genero
Shigella. El tratamiento antimicrobiano para la infeccién por Shigella spp. puede acortar la
duracion de los sintomas clinicos y reducir la propagacion de la bacteria. Trimetoprim-
sulfametoxazol (SXT) es uno de los compuestos antimicrobianos de primera linea utilizado en
el tratamiento de la shigelosis. Sin embargo, la resistencia a SXT ha aumentado
significativamente en cepas de S. sonnei aisladas en Chile, desde un 50% en 1995 hasta un
100% en el 2009. Uno de los mecanismos de resistencia mas importantes es la presencia de
genes sul y dfr, los que codifican variantes enzimaticas de la dihidropteroato sintasa (DHPS) y
dihidrofolato reductasa (DHFR), respectivamente. A la fecha se han descrito 3 alelos del gen
sul y 33 alelos del gen dfr. Estos genes de resistencia pueden encontrarse en plasmidos y
varian entre las cepas. En Chile, en el periodo estival 2008- 2009 se comunic6 el surgimiento
y diseminacion de una cepa de S. sonnei resistente a varios antimicrobianos (ampicilina,
estreptomicina, cloranfenicol, tetraciclina y SXT). En estas cepas los genes de resistencia sul y
dfr no han sido estudiados aunque su perfil plasmidial revel6 la presencia de 2 plasmidos de
3,9 y 4,8 MDa, cuyos tamafios coinciden con algunos plasmidos que contienen genes sul y dfr
en otras especies y géneros bacterianos. En consecuencia, los objetivos de esta Tesis fueron: 1)
detectar la presencia de los genes de resistencia a SXT (sul y dfr) en cepas de S. sonnei
aisladas durante el periodo 2008- 2009 en Chile; 2) determinar la presencia de los genes de
resistencia a SXT (sul y dfr) en el DNA plasmidial de estas cepas; 3) establecer la presencia 'y
organizacion de estos genes en un plasmido de bajo tamafio molecular (3,9 o 4,8 MDa); 4)

evaluar la capacidad de transferencia de este plasmido de resistencia.



Para ello, se estudiaron los genes sul y dfr (3 y 17 alelos, respectivamente) por PCR, tanto en
el DNA total como en el DNA plasmidial. Posteriormente, se comprobé que cepas de E. coli
DH5a competentes se transformaron con el plasmido de 3,9 MDa y no con el de 4,8 MDa. El
plasmido transformado fue denominado pABC-3 y se caracterizd por PCR tiling, RFLP y
secuenciacion. Finalmente, por conjugacion, se evalué la capacidad de pABC-3 de ser
transferido a otra bacteria. Resultados: todas las cepas de S. sonnei aisladas el 2008-2009
poseen los alelos de resistencia sul2 y dfrA14. Ambos genes estan codificados en un plasmido
probablemente no conjugativo, pABC-3. Estos resultados, en su conjunto, sugieren que la
resistencia a SXT en cepas de S. sonnei aisladas durante el brote ocurrido en los afios 2008-
2009 estd mediada por los alelos sul2 y dfrA14 codificados en un plasmido de 3,9 MDa
probablemente no conjugativo que se denomin6 pABC-3. Este plasmido no ha sido descrito en

Shigella spp.



2. ABSTRACT.

Shigellosis is an acute intestinal infection caused by serogroups of the genus Shigella.
Antimicrobial treatment for Shigella infection may shorten the duration of clinical symptoms
and reduces the spread of the bacteria. Trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP-SMX) is one of
the first-line antimicrobials used for the treatment of shigellosis. However, resistance to TMP-
SMX has increased significantly among Shigella sonnei strains isolated in Chile from 50% in
1995 to 100% in 2009. An important resistance mechanism to TMP-SMX involves the sul and
dfr genes, encoding dihydropteroate synthase (DHPS) and dihydrofolate reductase (DHFR)
insensitive enzymes, respectively. To date, 3 sul gene alleles and 33 dfr gene alleles have been
described. These TMP-SMX resistance genes can be coded in plasmids and vary among
strains. In Chile, the emergence and spread of several multidrug-resistant strains of S. sonnei
(resistant to ampicillin, streptomycin, chloramphenicol, tetracycline and SXT) was reported in
summer period 2008- 2009. In these strains, sul and dfr resistance genes have not been
studied. Their plasmid profiles showed the presence of two plasmids of 3, 9 and 4, 8 MDa
whose sizes are similar to plasmids coding sul and dfr genes that have been described in other
bacterial species and genera. As a consequence, the aims of this thesis were: 1) to detect TMP-
SMX resistance genes (sul and dfr) in S. sonnei strains isolated during the period 2008- 2009
in Chile; 2) to determine TMP-SMX resistance genes (sul and dfr) in plasmidial DNA of these
strains; 3) to establish the presence and organization of these genes into a plasmid of low
molecular size (3,9 or 4,8 MDa); 4) to evaluate the ability of these plasmids to transfer
themselves. For this, sul and dfr genes (3 and 17 alleles, respectively) were searched by PCR,

both in total DNA and plasmid DNA. Then, competent E. coli DH5a cells were transformed
3



chemically with the plasmid of 3,9 MDa. It was not possible to transform the E. coli DH5a
with the plasmid of 4, 8 MDa. The transformed plasmid was named pABC-3 and it was
characterized by PCR tiling, RFLP and sequencing. Finally, it was assessed by conjugation
experiments the ability of the pABC-3 to transfer to another bacteria. Results: all of the strains
of S. sonnei isolated in 2008- 2009 have the sul2 and the dfrA14 alleles. Both genes are coded
in the probably non-conjugative plasmid pABC-3.

Taken together, these results suggest that resistance to TMP-SMX of S. sonnei strains isolated
during the 2008- 2009 Chilean shigellosis outbreak, is mediated by sul2 and dfrAl4 alleles
that are coded in the probably non-conjugative plasmid pABC-3 (3,9 MDa). To our

knowledge, plasmid pABC-3 has not been reported previously in Shigella spp.



3. INTRODUCCION.

La shigelosis es una infeccion entérica aguda, considerada por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como un problema de salud publica debido a su alta morbilidad y
mortalidad. Se asocia a 164,7 millones de episodios de diarrea y a 600.000 muertes anuales,
afectando principalmente a nifios de 1 a 4 afios **. Tanto en los paises desarrollados, como en
los paises en desarrollo, Shigella sonnei y flexneri son las especies aisladas con mayor
frecuencia * y Chile no es la excepcion *°.

Las manifestaciones clinicas de esta infeccion pueden variar desde una diarrea acuosa
leve hasta una diarrea grave disentérica, llegando incluso a la muerte del individuo afectado °.

Para su tratamiento, se utilizan diversos antimicrobianos ya que disminuyen la
gravedad y duracién del cuadro clinico y ademas, acortan el periodo de excreciéon del
patdgeno, luego que los sintomas desaparecen . Sin embargo, su efectividad se ha visto
disminuida debido a la emergencia de cepas de Shigella resistentes a antimicrobianos **.
Diversos estudios realizados en nuestro pais muestran esta tendencia, observandose elevados
porcentajes de resistencia y multirresistencia a diversos antimicrobianos en las cepas de S.
sonnei, entre los que se encuentra el trimetoprim- sulfametoxazol (SXT) *.

La resistencia a SXT se debe principalmente a la presencia de genes sul y dfr, los
cuales codifican para variantes de la dihidropteroato sintasa (DHPS) y dihidrofolato reductasa
(DHFR), correspondientes al sitio blanco del SXT, que inhibe a estas enzimas afectando la via
metabdlica implicada en la sintesis de &cido folico en la bacteria °.

Actualmente, en Chile, existen pocos estudios sobre los determinantes genéticos

involucrados en la resistencia a SXT. Uno de ellos, realizado por Toro et al. ’ (que estudié
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solo genes de resistencia a trimetoprim) mostrd la presencia del alelo dfrA8 (ex dhfrllic)
asociado a un pldsmido conjugativo de gran tamafio (>80 kpb) en cepas de S. sonnei
circulantes entre los afios 1995- 1997.

La literatura internacional muestra que, tanto los genes sul y dfr se pueden encontrar en
elementos genéticos maoviles, como plasmidos e integrones y principalmente en plasmidos de
bajo tamafio molecular ®°.

Estos antecedentes, sumado al notable aumento de la resistencia a este compuesto
antimicrobiano en cepas chilenas de S. sonnei, 50% a 100%, desde 1995 al 2009 * han
generado el interés por conocer cudles son los determinantes genéticos que median esta
resistencia.

El aporte de conocimiento respecto a los mecanismos moleculares implicados en la
resistencia de S. sonnei a SXT en nuestra realidad local permitird manejar mejor las
alternativas de tratamiento en pacientes con shigelosis y considerar estos mecanismos para las

medidas epidemioldgicas.



4. MARCO TEORICO.

4.1 Generalidades de Shigella spp.

Shigella spp. es un bacilo Gram negativo inmavil, no esporulado, oxidasa negativo, no
fermentador de lactosa y anaerobio facultativo perteneciente a la familia Enterobacteriaceae.
El primer caso de aislamiento se realizé en 1896 por Kiyoshi Shiga 2

Shigella spp. es un patégeno intracelular cuyo principal hospedero es el hombre.
Analisis evolutivos han demostrado que esta bacteria se encuentra estrechamente relacionada a
Escherichia coli. Sin embargo, dada su relevancia clinica se ha mantenido como un género
distinto, definido basicamente por sus fenotipos bioquimicos y seroldgicos .

Existen 4 serogrupos de Shigella: S. dysenteriae (Serogrupo A), S. flexneri (Serogrupo
B), S. boydii (Serogrupo C) y S. sonnei (Serogrupo D). Cada serogrupo posee diferentes
serotipos, basados en el antigeno O del lipopolisacarido (LPS) presente en la membrana
externa de la envoltura celular de la bacteria. Actualmente se han descrito 15 serotipos de S.

dysenteriae, 14 de S. flexneri, 20 de S. boydii y 1 de S. sonnei *°.

4.2 Cuadro clinico y patogénesis.

Shigella spp. es responsable de producir una infeccion entérica aguda conocida como
shigelosis o disenteria bacilar, la que presenta un periodo de incubacién de 1 a 4 dias. Las
manifestaciones clinicas mas comunes de este cuadro infeccioso son diarrea (que puede ser
disentérica), dolor abdominal, fiebre y tenesmo. En casos mas graves se pueden producir
perforaciones intestinales, septicemia y megacolon tdxico, que pueden llevar a la muerte del

paciente. La gravedad del cuadro clinico depende de factores como edad del paciente, estado
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nutricional, dosis infectante y serotipo. La transmision ocurre via fecal-oral a partir de un
individuo infectado o por ingestion de agua y/o alimentos contaminados y se ve facilitada por
la baja dosis infectiva de este microorganismo (10 -100 bacterias) *.

Shigella spp. ingresa al hospedero a través del tracto gastrointestinal, resiste el pH
4cido del estdmago y pasa al intestino . En este lugar, induce su endocitosis por las células M
y a continuacion, es fagocitada por los macrofagos residentes. Una vez dentro del macréfago,
Shigella spp. escapa desde el fagosoma hacia el citoplasma donde induce la muerte celular por
piroptosis 2. Posteriormente, la bacteria libre puede entrar a los enterocitos cercanos a través
de la superficie basolateral. Al interior de la célula, Shigella spp. escapa de la vacuola y migra
al citoplasma, donde prolifera y disemina hacia la célula vecina via induccion de la
polimerizacion de actina en uno de sus polos, iniciando asi un nuevo ciclo de replicacion. Este
proceso genera una fuerte respuesta inflamatoria que atrae polimorfonucleares (PMN) hacia
los tejidos infectados, lo que resulta en la desestabilizacion del epitelio intestinal produciendo

la caracteristica diarrea sanguinolenta con deposiciones mucosas ** %134,

4.3 Epidemiologia.

La shigelosis se considera una infeccion endémica de paises en vias de desarrollo y los
brotes ocurren principalmente en primavera y verano. La OMS reconoce esta infeccion como
un importante problema de salud publica debido a los 164,7 millones de episodios de diarrea y
a las 600.000 muertes ocurridas anualmente asociadas a ella >.

En los paises en vias de desarrollo es comun encontrar S. flexneri, S. boydii y S.

dysenteriae, en cambio en los paises desarrollados, S. sonnei es la especie mas prevalente *°.



Segun un informe emitido por Foodborne Diseases Active Surveillance Network, la red
de vigilancia de Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) de EEUU (2014), Shigella
se encuentra entre los 3 agentes etioldgicos bacterianos aislados con mayor frecuencia *°.

En nuestro pais, especificamente en la Region Metropolitana, un estudio realizado por
Alerte et al. mostrd que de los agentes etioldgicos involucrados en los brotes de ETA entre los
afios 2005 y 2010, el grupo clasificado como Shigella spp. y S. sonnei ocupan el segundo y
tercer lugar (20,4% y 17,7%, respectivamente), siendo solo superado por Salmonella spp. *'.

El Laboratorio Nacional de Referencia de Agentes ETAs del Instituto de Salud Publica
de Chile (ISP), informd en el boletin de vigilancia de Shigella spp. correspondiente al periodo
2010- 2012, que S. sonnei fue la especie identificada con mayor frecuencia (58%), seguida de
S. flexneri 2a (21%). Ademas, S. sonnei aumento un 34% durante el primer trimestre del afio
2012, respecto de igual periodo del afio 2011 y un 68% en comparacién al afio 2010 °. Por otro
lado, el boletin epidemiolégico emitido por esta institucion correspondiente al periodo 2010-
2014, evidencia que S. sonnei sigue siendo la especie mas frecuente aislada en Chile, con un
57,9% del total de cepas confirmadas como Shigella spp. durante este periodo *.

Los grupos de edad que concentran el mayor nimero de infecciones por Shigella spp.
corresponden a nifios entre 5 a 9 afios (21,4%), sequido por el grupo de 0 a 4 afios (19,3%) **
18.

En los ultimos afios, S. sonnei se ha convertido en un importante problema de salud
publica, debido a la limitacion en la utilizacion de antimicrobianos de uso habitual para su

tratamiento por la aparicion y creciente resistencia a antimicrobianos en todo el mundo .



4.4 Tratamiento:

La shigelosis es una de las pocas infecciones entéricas en las que el tratamiento
antibidtico es recomendado, ya que se ha comprobado que otorga beneficios: disminuye los
sintomas, evita las complicaciones y acorta el periodo de excrecion del patégeno, previniendo

asi la transmision de la enfermedad * 2.

Histéricamente, en la préctica clinica, los
antimicrobianos cominmente utilizados para el tratamiento de esta infeccion han sido
ampicilina, trimetoprim- sulfametoxazol, cloranfenicol y ciprofloxacino. Las cefalosporinas se
reservan para casos de shigelosis extra intestinal '.

Actualmente, la seleccion del antibiético para el tratamiento de esta infeccion se ha
transformado en un problema complicado para los clinicos debido al notable aumento de

resistencia antimicrobiana, motivo por el cual, frecuentemente, se utiliza ciprofloxacino %.

4.5 Resistencia de Shigella spp. a antimicrobianos:

A pesar de las distintas opciones de antimicrobianos disponibles, el tratamiento de esta
infeccion se ha complicado en las ultimas decadas, debido al incremento de cepas resistentes a
los antimicrobianos que antes constituian el tratamiento de primera linea.

Luego de desarrollar resistencia a sulfonamidas, este patégeno desarrollé resistencia a
tetraciclina y cloranfenicol, por lo que el tratamiento de eleccion se convirtié en ampicilina.
Sin embargo, a principios de 1980, aparecieron cepas resistentes a ampicilina, frente a lo cual,

se comenzé a utilizar trimetoprim- sulfametoxazol %% 3 3!

(Figura 1). Esta tendencia de
. . .. . 23,32,33,34
aumento de resistencia a antimicrobianos se ha observado en todo el mundo . Lagran

preocupacioén a nivel mundial es que las cepas de Shigella spp. no solo presentan resistencia a
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los antibidticos de primera linea (como ampicilina y trimetoprim- sulfametoxazol), sino

también a los antibicticos de mas amplio espectro, como las quinolonas *.

Sulfonamidas (1940)

\

Tetraciclinas

* (1950)

Cloranfenicol

\

Ampicilina (1980)

v

/ ™ mex \(ufa

Azitromicina Cefalospeorinas Fluoroquinolonas

Figura 1. Evolucién de la resistencia en Shigella spp.*".

Este panorama de aumento de la resistencia ha llevado a que se modifiquen
periddicamente los antimicrobianos recomendados para tratar esta infeccion, tendencia que
también se ha visto reflejada en nuestro pais.

A nivel nacional, un estudio de Delpiano et al. *®

que analizé la susceptibilidad in vitro
de 163 cepas de Shigella aisladas en el laboratorio de bacteriologia del Hospital Clinico San
Borja Arriaran entre 1997 y 1999, evidencio que el 63% correspondia a S. sonnei y presentaba
un aumento importante en el porcentaje de resistencia a antimicrobianos con respecto a afios
anteriores (1991- 1995) *. Estudios realizados en afios posteriores, siguen dando cuenta de los

elevados niveles de resistencia a antimicrobianos y el significativo aumento de cepas

multirresistentes °.
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Un trabajo recientemente de Marcoleta et al. (2013) * analizd perfiles de
susceptibilidad de cepas de S. sonnei recuperadas desde 1995 al 2009 y agrupadas en 3
periodos (I: 1995- 1997; Il: 2004- 2007; 111: 2008- 2009) en diversos centros de salud de la
Region Metropolitana. Los resultados revelaron un aumento considerable de la resistencia a
antibidticos y ademéas un aumento de la multirresistencia, llegando a presentar 100% de
multirresistencia (> 3 antimicrobianos) en las cepas del periodo 2008- 2009. Por otra parte,
este estudio evidencio la sensibilidad que todavia existe frente a quinolonas, siendo el 100%

de las cepas sensibles a este antimicrobiano * (Figura 2).

(51 1995-1997 2004-2007 2008-2009

100~

804

60+

% resistencia antimicrobiana

e

Figura 2. Resistencia a antimicrobianos en cepas de S. sonnei, aisladas de tres periodos (1995-1997; 2004-2007;
2008-2009) en la Regién Metropolitana *.
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4.6 Trimetoprim- sulfametoxazol:

Hasta hace algunos afios y debido a su bajo costo y alta efectividad trimetoprim-
sulfametoxazol era uno de los antimicrobianos de primera linea utilizado para el tratamiento
de la shigelosis.

Este compuesto es una asociacion de agentes antibacterianos sintéticos y ha sido usado
durante varias décadas en todo el mundo, tanto en medicina humana como veterinaria " %,

Las primeras sulfonamidas fueron usadas en 1932, mientras que el trimetoprim lo hizo
por primera vez en 1962, en Inglaterra. A partir de 1968, se introdujo la combinacion

trimetoprim- sulfametoxazol, la que se ha usado ampliamente debido a su actividad sinérgica

contra diferentes microorganismos *.

Mecanismo de accién:

Las sulfonamidas son drogas que acttan por analogia estructural con el &cido para-
aminobenzoico (PABA) e impiden la utilizacion de este compuesto en la ruta de sintesis de
acido folico. Inhiben competitivamente a la enzima bacteriana dihidropteroato sintasa (DHPS),
impidiendo la formacion de acido dihidropteroico, en la secuencia de reacciones que llevan a
la produccion de acido dihidrofélico, que es usado posteriormente como precursor del acido

tetrahidrofélico (Figura 3) %

Por su parte, trimetoprim es el encargado de inhibir
competitivamente a la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR), impidiendo la transformacion
de 4cido dihidrofélico en &cido tetrahidrofélico (Figura 3) *.

Esta secuencia de reacciones en la misma via enzimatica, ha permitido que la
combinacién de ambas drogas tenga un efecto sinérgico, impidiendo finalmente la formacion

de 4cido tetrahidrofélico (Figura 3) *. De esta manera, se origina un déficit metabélico en la
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bacteria. Como el microorganismo no puede internalizarlo por difusion pasiva o por

transportadores, la (inica opcion de obtenerlo es via sintesis a partir de PABA *.

Dihidropteroato difosfato ~ Ac. P- aminobenzoico (PABA)

Dihidropteroato a - a
& SULFONAMIDAS
sintasa
sul

Acido Dihidropteroico

Dihidrofolato
sintetasa

Acido Dihidrofélico

Dihidrofolate _
reductasa dfr ? € TRIMETOPRIM

Acido Tetrahidrofdlico

Figura 3. Mecanismo de accion y de resistencia a trimetoprim- sulfametoxazol.

Resistencia:

La resistencia a trimetoprim- sulfametoxazol en S. sonnei se debe principalmente a la
presencia de genes que codifican para variantes enzimaticas de DHPS y DHFR. En el caso de
las sulfonamidas, estos corresponden a los genes sul, mientras que para trimetoprim, son los
genes dfr %,

Se han descrito 3 alelos del gen sul que codifican para DHPS altamente resistentes a
sulfonamidas: sull, sul2 y sul3. La principal ubicacién de estos genes es en elementos
genéticos moviles como plasmidos e integrones. El alelo sull se encuentra generalmente
ligado a otros genes de resistencia en el extremo 3" de integrones clase 1, mientras que sul2 es
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usualmente encontrado en plasmidos pequefios ** *°. El alelo sul3 fue identificado en un
estudio de deteccion de resistencia a sulfonamidas en aislados de E. coli enterotoxigénicas
provenientes de cerdos y se ubica en un plasmido conjugativo de 54 kbp **.

En la literatura también se ha descrito que la resistencia a sulfametoxazol puede
generarse por la mutacion del gen folP (codifica la DHPS bacteriana). Sin embargo, es
importante mencionar que este tipo de mutaciones son frecuentemente descritas en otro tipo de
microorganismos como Streptococcus pneumoniae y Neisseria meningitidis, mientras que, en
miembros de la familia Enterobacteriaceae son muy escasas .

Por otro lado, la resistencia a trimetoprim puede deberse a varios mecanismos:
auxotrofia para timina/timidina, disminucién de la permeabilidad, bombas de eflujo,
alteraciones en la DHFR cromosomica y/o la presencia de una DHFR resistente a trimetoprim
codificada por un plasmido. De todos los mecanismos mencionados, el ultimo es el mas
frecuente, y resulta en altos niveles de resistencia a la droga *.

Se han descrito 33 alelos del gen dfr, los que codifican enzimas resistentes a
trimetoprim y que ademas tienen la capacidad de moverse horizontalmente entre distintos
microorganismos, ello debido a su ubicacion en integrones, plasmidos u otros elementos
genéticos de transferencia horizontal °. Por otra parte, y aunque menos frecuente, también se
encuentra resistencia cromosomal a trimetoprim debido a mutaciones en los genes dfr
intrinsecos de la bacteria *,

La resistencia a ambas drogas en S. sonnei se ha diseminado amplia y rapidamente.
Esto se debe principalmente al fendmeno de transferencia genética horizontal, por adquisicion

de elementos genéticos moviles que pueden ser intercambiados promiscuamente entre distintas
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especies 0 géneros bacterianos “*. Algunos de estos elementos incluyen secuencias de

insercion, transposones, integrones, bacteriéfagos, islas de patogenicidad y plasmidos .

4.7 Resistencia de S. sonnei a SXT en Chile.

Como se mencion0 anteriormente, el tratamiento de la shigelosis se ha complicado en
las Ultimas décadas > ** 3. Los estudios de vigilancia de susceptibilidad in vitro, evidencian el
aumento de los aislados de S. sonnei multirresistentes *.

En este contexto, se destaca el incremento de la resistencia a SXT desde 50% hasta
100% en las cepas aisladas desde 1995 al 2009 (Figura 4). En nuestro pais, son pocos los
estudios respecto de las bases genéticas que sustentan la resistencia a SXT. Por un lado, no
existen reportes de determinantes genéticos de resistencia a sulfonamidas y por otro, existe
solo un estudio de genes de resistencia a trimetoprim (Toro et al. ’, 2005). Este estudio
caracterizd molecularmente genes de resistencia en aislados chilenos de S. sonnei (1995-
1997), en el cual se encontro Unicamente la presencia del alelo dfrA8 (ex dhfrllic). Este alelo
se encuentra en un plasmido conjugativo de gran tamafio (>80 kpb), el que también posee el

gen de resistencia a ampicilina blaTEM .
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Figura 4. Resistencia de cepas chilenas de S. sonnei a SXT 1995- 2013.
Fuente: Proyecto FONDECYT 1130394. Resultados no publicados.

Sin embargo, no se conocen los determinantes genéticos que codifican la resistencia a
SXT en cepas de S. sonnei aisladas en afios posteriores, especialmente en cepas aisladas en el
periodo 2008- 2009. Durante este periodo se comunico el surgimiento y diseminacion de una
cepa de S. sonnei multirresistente, que alcanzé un 100% de resistencia a SXT (Figura 4).

Estudios realizados en nuestro laboratorio respecto del perfil plasmidial de 60 cepas de
S. sonnei aisladas en los periodos 2004- 2007 y 2008- 2009, revelaron la presencia de 2
plasmidos de 3,9 y 4,8 MDa en las cepas del periodo 2008- 2009 y ausentes en las cepas del
periodo 2004- 2007 (Unidad de Investigacion, Barbara Avila, 2013). Este hallazgo coincide
con datos de la literatura, en los que se han encontrado genes de resistencia sul y dfr en
plasmidos de tamafios moleculares similares.: Ojo et al. describié un plasmido de 6,8 kbp que
albergaba los alelos sul2 y dfrAl4, en cepas de E. coli uropatdgenas aisladas de humanos en
Nigeria *. Otro estudio realizado por Hu et al. evidencié la presencia de un plasmido de 7,3
kbp (equivalente a 4,8 MDa) en cepas de Stenotrophomonas maltophilia que contenia el alelo

sul2 y alelos dfrA12 y dfrA17, otorgandole una alta resistencia a SXT &
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Una publicacion de Igbal et al. describe la existencia de un plasmido de 4,3 MDa
presente en cepas de S. flexneri 2a resistentes a sulfametoxazol y ausente en cepas sensibles a
este antibiotico. Experimentos realizados por estos investigadores demostraron que al curar
este plasmido de las cepas, se perdia la resistencia a sulfametoxazol. Anélisis posteriores por
PCR mostraron la presencia del alelo sul2 en este plasmido responsable de la resistencia al
sulfametoxazol °.

Considerando el aumento de resistencia a SXT en cepas de S. sonnei aisladas en los
altimos afios en Chile (especialmente en el periodo 2008 — 2009), el desconocimiento de las
bases moleculares que sustentan esta resistencia y dado que existe evidencia en la literatura de
genes sul y dfr presentes en plasmidos de tamafios moleculares similares a los encontrados en

un grupo de nuestras cepas, se plantea la siguiente hipotesis:
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5. HIPOTESIS.

La resistencia a trimetoprim- sulfametoxazol en cepas chilenas de S. sonnei aisladas en el
periodo 2008- 2009, se debe a la presencia de genes sul y/o dfr contenidos en plasmidos de

bajo tamafio molecular (3,9- 4,8 MDa).

6. OBJETIVOS.

6.1 Objetivo general
Determinar la presencia de genes de resistencia a sulfametoxazol (sul) y trimetoprim (dfr) en
plasmidos de 3,9- 4,8 MDa de cepas de S. sonnei resistentes a trimetoprim- sulfametoxazol

aisladas en el periodo 2008 -2009 en Chile.

6.2 Objetivos especificos

6.2.1 ldentificar los genes que confieren resistencia a sulfametoxazol (sul) y trimetoprim (dfr)
en cepas de S. sonnei aisladas durante los periodos 2004- 2007 y 2008- 2009 en Chile.

6.2.2 Detectar genes sul y/o dfr que confieren resistencia a trimetoprim- sulfametoxazol en el
DNA plasmidial de cepas de S. sonnei aisladas en el periodo 2008- 2009 en Chile.

6.2.3 Establecer la asociacion y la organizacion de los genes sul y dfr al interior de un
plasmido en particular (3,9- 4,8 MDa), en cepas de S. sonnei (2008- 2009).

6.2.4 Determinar la capacidad de transferencia del plasmido que contiene los genes sul y dfr

desde cepas de S. sonnei por conjugacion a una célula receptora.
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7.- MATERIALES Y METODOS.

7.1.- Cepas.

Se estudiaron 28 cepas de S. sonnei aisladas de pacientes atendidos en centros
asistenciales del norte y centro del pais, 14 de ellas fueron aisladas entre los afios 2004- 2007 y
las otras 14 cepas aisladas entre los afios 2008- 2009 (Tabla 1). Estas cepas estan siendo
estudiadas en el proyecto FONDECYT 1130394, “Population dynamics of Shigella sonnei
strains in Chile: Emerging of a new pathogen?”. Su uso para esta investigacion cuenta con la
aprobacion del Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (Anexo
1).

La determinacion de género se realiz utilizando el sistema automatizado Vitek2
(BioMeérieux®). La especie se confirmd por reaccion de aglutinacion en lamina utilizando
antisueros comerciales (Probac®). Estas cepas forman parte de una coleccién mantenida en el
Laboratorio de Patdgenos Entéricos y Resistencia Antimicrobiana del Programa de
Microbiologia y Micologia, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Para este estudio se utilizaron como criterios de inclusion las siguientes caracteristicas:
resistencia fenotipica a trimetoprim- sulfametoxazol, determinada por el método de Kirby-
Bauer (resultados interpretados segin Clinical & Laboratory Standards Institute [CLSI]
2013), y perfil plasmidial previamente caracterizado, incluyendo en este estudio, una cepa

representante de cada perfil plasmidial (Unidad de Investigacion, Barbara Avila, 2013).
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Tabla 1. Listado de cepas de S. sonnei utilizadas en este estudio, aisladas durante los periodos 2004- 2007 y

2008- 2009 en Chile.

Ne . Afio de
cepa Procedencia Comuna aislamiento
b0050 H.C. San Bernardo San Bernardo 2005
b0061 H.C. San Bernardo San Bernardo 2005
b0069 H.C San Bernardo San Bernardo 2005
b0110 H.C. San Bernardo San Bernardo 2005
b0130 H.C. San Bernardo San Bernardo 2005
b0200 H. Padre Hurtado P. Aguirre Cerda 2005
b0515 Consultorio Colina Colina 2004
b0516 Consultorio Colina Colina 2004
b0566 Consultorio Colina Colina 2005
b0569 Consultorio Colina Colina 2004
b0570 Consultorio Colina Colina 2004
b0571 Consultorio Colina Colina 2004
b0582 Consultorio Colina Colina 2005
b0583 H.C San Bernardo San Bernardo 2005
c0027  H. Dr. Leonardo Guzman Antofagasta 2008
c0121 Clinica Antofagasta Antofagasta 2008
c0719  H. Dr. Leonardo Guzman Antofagasta 2008
c0723  H. Dr. Leonardo Guzman Antofagasta 2008
c0736  H. Dr. Leonardo Guzman Antofagasta 2008
c8006 Integramédica Huechuraba 2009
c8034 Integramédica Cerrillos 2009
€8055 Integramédica La Florida 2009
c8072 Integramédica Puente Alto 2009
€8200 Integramédica Buin 2009
c8236 Integramédica Puente Alto 2008
€8302 Integramédica Huechuraba 2009
c8774 Integramédica Puente Alto 2009
c8848 Integramédica Santiago 2009
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7.2 ldentificacion de genes que confieren resistencia a sulfametoxazol (sul) y trimetoprim

(dfr) en cepas de S. sonnei aisladas durante el periodo 2004- 2007 y 2008- 2009 en Chile.

La identificacion de genes que confieren resistencia a sulfametoxazol y trimetoprim se
realiz6 por PCR en cepas aisladas de ambos periodos, la que contempld las siguientes

actividades:

7.2.1 Extraccion de DNA.

Para realizar la extraccion de DNA, las cepas fueron sembradas en agar Mac Conkey e
incubadas a 37 °C por 18- 24 h en atmdsfera normal. Posteriormente, se realiz6 la extraccion
por el método de lisis por calor *°, segin el siguiente protocolo: se preparé una suspension a
partir de 2- 3 colonias en 200 pl de agua destilada estéril, calenté a 100 °C por 15 m, colocé la
suspension en hielo por 3 m y se centrifugd a 13.000 rpm por 3 m colectando el sobrenadante

que contiene el DNA.

7.2.2 Identificacién de alelos de resistencia a sulfametoxazol: sull, sul2 y sul3.

7.2.2.1 Partidores para deteccién de alelos sul.

La secuencia de los partidores utilizados para amplificar los alelos sul fue obtenida de
la literatura. Las secuencias de cada uno de ellos, asi como sus referencias, se sefalan en la

Tabla 2.
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Tabla 2. Secuencias de los partidores utilizados para la deteccion de alelos sul.

Tamario del m
Partidor Secuencia 5’- 3 producto o Referencia
(o) 9
Sull-F CGGCGTGGGCTACCTGAACG .
433 63 Vrints et al., 2009
Sull-R  GCCGATCGCGTGAAGTTCCG
Sul2-F  GCGCTCAAGGCAGATGGCATT .
293 58 Vrints et al., 2009
Sul2-R  GCGTTTGATACCGGCACCCGT
Sul3-F  GAGCAAGATTTTTGGAATCG i
790 51  Perreten y Boerlin, 2003.

Sul3-R CTAACCTAGGGCTTTGGA

7.2.2.2 PCR para la identificacion de alelos sul.

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando el kit GoTag® Flexi Polymerase
(Promega). A continuacion se indican las condiciones y las concentraciones finales en cada
tubo: Buffer 5X (1X), MgCl, (3 mM), dNTP (2 mM), partidores (0,4 uM), Tag DNA
Polimerasa Promega® (1U) y DNA gendémico (2 ng/ul), en un volumen final de 25 pl. Los
ciclos, las temperaturas y los tiempos de la reaccion fueron los siguientes: desnaturalizacién
inicial a 94 °C por 4 m, 30 ciclos de 94 °C por 1 m, alineamiento por 1 m segun la Tm de los
partidores (Tabla 2) y extension a 72 °C por 1 m. Se concluy6 con 1 ciclo de extension final a
72 °C por 10 m.

Se empledé como control positivo las siguientes cepas: E. coli 1605 (otorgada
gentilmente por el laboratorio de microbiologia del Hospital Clinico de la Universidad de
Chile), en la que se detectd el alelo sull (confirmado por secuenciacion); S. sonnei ¢8006, en
la que se detectd el alelo sul2 (confirmado por secuenciacion). Como control positivo del alelo
sul3 se utilizd la cepa E. coli rl0044, cedida gentilmente por el Dr. Patrick Boerlin

(Departamento de Patobiologia, Universidad de Guelph, Canada).
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7.2.2.3 Anélisis de los productos de PCR de alelos sul.

La visualizacion de los productos de amplificacion se realizo por electroforesis en gel
de agarosa al 2% en buffer TAE 1X, utilizando como estandar de tamafio molecular el
marcador de 100 pb (New England Biolabs®). Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio
(1 pg/ml) y fotografiados bajo luz ultravioleta, utilizando el programa Kodak (Kodak, Sistema

EDAS 290, Software Kodak 1D3-6).

7.2.2.4 Purificacion de los productos de PCR de alelos sul.

Los productos amplificados por PCR con la enzima de alta fidelidad High Fidelity
PCR Enzyme Mix Fermentas® fueron purificados usando E.Z.N.A® Cycle-Pure Kit OMEGA

bio-tek, segun instrucciones de manufactura.

7.2.2.5 Secuenciacién de los productos de PCR de alelos sul.

Los productos de PCR purificados fueron secuenciados en Macrogen Secuencing
System - Corea por el método de Sanger, utilizando los partidores forward y reverse

correspondientes.

7.2.2.6 Analisis de las secuencias de alelos sul.

El analisis de las secuencias se realizd mediante los programas Geneious® vy

ClustalW2 (online).
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7.2.3 ldentificacion de alelos de resistencia a trimetoprim (dfr).

7.2.3.1 Partidores para identificacion de alelos dfr.

Dado que a la fecha se han descrito 33 alelos dfr, su identificacion se realizd por el

protocolo de Seputiené et al. °

modificado, que consiste en realizar PCR con partidores
degenerados, disefiados en base a la similitud genética de las secuencias de los alelos dfr
depositadas en GenBank. De los 16 grupos de alelos descritos por Seputiené et al., se estudio
los 5 primeros grupos, dado que éstos contienen los alelos dfr mas frecuentemente descritos en
Shigella spp., tanto a nivel nacional como internacional. Estos grupos fueron denominados
“IA”, “IB”, “IC”, “IIA” y “IIB”, y contienen 17 alelos dfr. Las secuencias de los partidores

utilizados y los tamafios del producto de PCR esperado para estos 5 grupos se describen en la

Tabla 3.

Tabla 3. Secuencias de los partidores utilizados para la identificacién de alelos dfr (Seputiené et al., 2010).

Grupo Tamafio del

(Partidor) Secuencia 5- 3’ producto (pb) Alelos
AP GTGAAACTATCACTAATGG 471 dfrAl, dfrA15, dfrA15b,
ACCCTTTTGCCAGATTTG dfrA16, dfrAl6b, dfrA28
TTGGGAAGGACAACGCACTT
“IB” 382 dfrA8
ACCATTTCGGCCAGATCAAC
GGTGAGCARAAGATYTTTCGC dfrAl12, dfrAl13
6GIC” 309 , s
TGGGAAGAAGGCGTCACCCTC dfrA21,dfrA22
Ty A GCBAAAGGDGARCAGCT dfrA5, dfrAl4, dfrA25
TTA 394
TTTMCCAYATTTGATAGC dfrA27
AAAATTTCATTGATTTCTGCA
“IIB” 471 dfrA7, dfrA17
TTAGCCTTTTTTCCAAATCT
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7.2.3.2 PCR para identificacién de alelos dfr.

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando el kit GoTag® Flexi Polymerase
(Promega). A continuacion se indican las condiciones y las concentraciones finales en cada
tubo: Buffer 5X (1X), MgCl, (3 mM), dNTP (2 mM), partidores (0,4 pM), Tag DNA
Polimerasa Promega® (1 U) y DNA genomico (2 ng/uL), en un volumen final de 25 pL. Los
ciclos, las temperaturas y los tiempos de la reaccion fueron los siguientes: desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 2 m, 30 ciclos de 94 °C por 1 m, alineamiento por 1 m segin Tm de los
partidores (Tabla 3) y extension a 72 °C por 1 m. Se concluy6 con 1 ciclo de extension final a
72 °C por 10 m.

Se emplearon como controles de los alelos dfr las siguientes cepas: S. sonnei a0144:

dfrAl y dfrA8 (Toro et al., 2005); E. coli 1610 y E. coli 1636: dfrA12 y dfrAl7.

7.2.3.3 Analisis de los productos de PCR de alelos dfr.

La visualizacion de los productos de amplificacion se realizd bajo las mismas

condiciones utilizadas en el punto 7.2.2.3.

7.2.3.4 Purificacion de los productos de PCR de alelos dfr.

Los productos amplificados por PCR fueron purificados bajo las mismas condiciones

utilizadas en el punto 7.2.2.4.

7.2.3.5 Secuenciacién de los productos de PCR de alelos dfr.

Los productos de PCR purificados fueron secuenciados bajo las mismas condiciones
utilizadas en el punto 7.2.2.5.
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7.2.3.6 Anélisis de las secuencias de alelos dfr.

El andlisis de las secuencias se realizd bajos las mismas condiciones utilizadas en el

punto 7.2.2.6.

7.3 Deteccién de genes sul y/o dfr que confieren resistencia a sulfametoxazol y
trimetoprim respectivamente, en el DNA plasmidial de cepas de S. sonnei aisladas en el

periodo 2008- 2009 en Chile.

La deteccion de genes que confieren resistencia a sulfametoxazol y trimetoprim en el
DNA plasmidial de cepas aisladas en el periodo 2008- 2009 en Chile, contempl6 las siguientes

actividades:

7.3.1 Aislamiento del DNA plasmidial de cepas de S. sonnei.

Para la extraccion del DNA plasmidial se utilizo el kit comercial E.Z.N.A® Plasmid
DNA Mini kit I OMEGA bio-tek, kit que extrae de manera dptima los plasmidos <10 kpb
(para el caso de estas cepas, corresponde a 5- 6 plasmidos), segun las instrucciones de
manufactura. EI DNA plasmidial obtenido fue diluido 1:512 y tratado overnight con Plasmid-
Safe™ ATP-Dependent DNase (enzima que hidroliza el DNA cromosomal contaminante).
Posteriormente, la enzima fue inactivada a 70 °C por 30 m. Para corroborar la pureza del DNA
plasmidial obtenido, se realizé PCR del 16S rRNA, cuyos partidores se muestran en la Tabla

4.

27



Tabla 4. Secuencia de los partidores utilizados para la deteccion del gen 16S rRNA.

. o Tamafio del o :
Partidor Secuencia 5”- 3 producto (pb) Tm (°C) Referencia
16S1-F  CCAAGTCTCAAGAGTGAACACG 896 pb 5 Proyecto FONDECYT
16S1-R CCTCCAAGTCGACATCGTTT 1130394

7.3.2 Deteccion de alelos sul2 y dfrA14 en el DNA plasmidial de las cepas en estudio*.

* La deteccion dirigida de alelos sul2 y dfrA14 fue decidida a partir de los resultados

del objetivo 1.

7.3.2.1 Partidores para deteccion de sul2 vy dfrA14 en DNA plasmidial de S. sonnei.

Los partidores utilizados para amplificar el alelo sul2 a partir de DNA plasmidial,
fueron los mismos utilizados en el punto 7.2.2.1 (Tabla 2).

Para la deteccion del alelo dfrAl4, se disefid partidores especificos a partir de la
secuencia del plasmido de resistencia, obtenida en la Tesis de pregrado (en ejecucion) del

alumno Alfonso Miranda (Tabla 5).

Tabla 5. Secuencia de los partidores utilizados para la deteccion del alelo dfrA14.

Tamario del Tm

Partidor Secuencia 5™~ 3 producto (pb)  (°C) Referencia
dffAl4-R  CGATTGCATAGCTTTGTTAA FONDECYT 1130394
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7.3.2.2 PCR para deteccion de sul2 y dfrA14 en DNA plasmidial de S. sonnei.

La reaccion de PCR para la amplificacion del alelo sul2 a partir de DNA plasmidial, se
Ilevo a cabo bajo las mismas condiciones descritas con anterioridad en el punto 7.2.2.2.

La reaccion de PCR para la amplificacion del alelo dfrAl4 a partir de DNA plasmidial
se realizé utilizando el kit GoTag® Flexi Polymerase (Promega). A continuacion se indican
las condiciones y las concentraciones finales en cada tubo: Buffer 5X (1X), MgCl, (3 mM),
dNTP (2 mM), partidores (0,4 uM), Tag DNA Polimerasa Promega® (1U) y DNA plasmidial
(2 ng/uL), en un volumen final de 25 pL. Los ciclos, las temperaturas y los tiempos de la
reaccion fueron los siguientes: desnaturalizacion inicial a 92 °C por 3 m, 30 ciclos de 92 °C
por 1 m, alineamiento por 30 s segun la Tm de los partidores (Tabla 5) y extensién a 72 °C por

1 m. Se concluyo con 1 ciclo de extension final a 72 °C por 10 m.

7.3.2.3 Analisis de los productos de PCR de alelos sul? v dfrA14.

El analisis de los productos de PCR se realizé segun protocolo descrito con anterioridad en el

punto 7.2.2.3.

7.3.3 Deteccion de un plasmido de resistencia a SXT de bajo tamafio molecular, en cepas

de S. sonnei, periodo 2008- 2009, mediante PCR.

7.3.3.1 Partidores para deteccién de plasmido de resistencia a SXT.

Durante el desarrollo de esta Tesis, en una investigacion paralela del proyecto
FONDECYT 1130394, a partir de la cepa de S. sonnei ¢8225 (también perteneciente al
periodo 2008- 2009), se obtuvo por clonamiento un inserto de tamafio aproximado 6- 7 kpb, el
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que fue secuenciado. Esta secuencia resultd ser un plasmido de resistencia, el que contiene los
alelos sul2 y dfrA14 que otorgan resistencia a SXT (tesis en ejecucion, Alfonso Miranda,
2015) y a partir de ella, se disefio partidores para la deteccion de este plasmido en el contenido

plasmidial de las cepas de S. sonnei 2008- 2009, correspondientes a este estudio (Tabla 6).

Tabla 6. Secuencia de los partidores para la deteccién del plasmido de resistencia a SXT.

Tamario del Tm

producto (pb)  (°C) Referencia

Partidor Secuencia5- 3’

pCLON3-F CACTCCCACTCTTACATTGT 2849 53 Miranda A. Proyecto
pCLON3-R GGTTTAACCGTAATCAACAG FONDECYT 1130394

7.3.3.2 PCR para la deteccién de pladsmido de resistencia a SXT.

La reaccion de PCR para la deteccion del plasmido se realizé utilizando el kit GoTag®
Flexi Polymerase (Promega). A continuacion se indican las condiciones y las concentraciones
finales en cada tubo: Buffer 5X (1X), MgCl, (3,5 mM), dNTP (2 mM), partidores (0,4 puM),
Taq DNA Polimerasa Promega® (1 U) y DNA plasmidial (3 ng/pL), en un volumen final de
50 pL. Los ciclos, las temperaturas y los tiempos de la reaccién fueron los siguientes:
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 1 m, 35 ciclos de 94 °C por 45 s, alineamiento por 45 s
segun la Tm de los partidores (Tabla 6) y extension a 72 °C por 1 m. Se concluy6 con 1 ciclo

de extension final a 72 °C por 10 m.

7.3.3.3 Analisis de los productos de PCR de plasmido de resistencia a SXT.

La visualizacién de los productos de amplificacion se realiz6 mediante electroforesis

en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X, utilizando como estandar de tamafio molecular el
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marcador de 1 kpb (New England Biolabs®). Los geles fueron tefiidos con 1 pg/ml de
bromuro de etidio y fotografiados bajo luz ultravioleta, utilizando el programa Kodak (Kodak,

Sistema EDAS 290, Software Kodak 1D3-6).

7.4 Asociacion y organizacion de los genes sul y dfr al interior de un plasmido en

particular (3,9- 4,8 MDa), en cepas de S. sonnei (2008- 2009).

Para definir cual de los dos plasmidos de bajo tamafio molecular (3,9 o 4,8 MDa)

detectados en las cepas de S. sonnei 2008- 2009 es el portador de los alelos sul2 y dfrAl4, y

determinar la organizacion de estos alelos en su interior, se realizaron las siguientes

actividades:

7.4.1 Transformacion de Escherichia coli DH5a con plasmidos de 3,9y 4,8 MDa.

7.4.1.1 Extraccién de pldsmidos desde geles de agarosa.

Para la extraccién de DNA plasmidial a partir de la cepa de S. sonnei ¢8302, se utilizd
el kit comercial E.Z.N.A® Plasmid DNA Mini kit Il OMEGA bio-tek, segun instrucciones de
manufactura. La preparacion de plasmidos fue sometida a electroforesis en gel de agarosa al
1% a 60 V, por 1.5 h en buffer TAE 1X. Los plasmidos fueron tefiidos con bromuro de etidio
y visualizados por luz UV. Se utilizaron como marcadores de tamafio molecular la cepa E. coli
39R861 y ladder 1 kpb (New England Biolabs®). Posteriormente, los plasmidos fueron
purificados desde el gel de agarosa utilizando el kit QIAquick Gel Extraction de QIAGEN®,
segun instrucciones de manufactura.
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7.4.1.2 Transformacién de Escherichia coli DH5a0.

Para asociar los alelos sul2 y dfrA14 a un plasmido en particular se transformo E. coli
DH5a con las bandas de 3,9 y 4,8 MDa. Para realizar esta actividad, se prepar6 células
quimiocompetentes por el método adaptado de Inoue et al. *° (1990). Este método consiste en:
a partir de un cultivo fresco se inoculé un matraz con medio LB, el que fue incubado a 37 °C
con agitacion hasta alcanzar una ODggo ~ 0,3. Una vez obtenida la densidad dptica deseada, se
mantuvo el matraz en hielo durante 10 m y se colectd las células por centrifugacién a 4 °C, por
10 m a 3.000 rpm. Las ceélulas fueron suspendidas suavemente en 40 ml de solucion de Inoue
fria (PIPES 10 mM; CaCl; 15 mM; KCI 250 mM, ajustada a pH 6,7). Después de mantener la
suspension en hielo por 10 m, se centrifug6 a 3.000 rpm por 10 m, se eliminé el sobrenadante
y el pellet se suspendio en 4 ml de solucion de Inoue fria. Finalmente, fueron almacenadas a —
80 °C *°,

Para la transformacion, se tomo una alicuota de 200 ul de células de E. coli DH5a
quimiocompetentes descongeladas y mantenidas en hielo y se mezclé con 30 ul de DNA
plasmidial (bandas de 3,9 y 4,8 MDa, concentracion: 8,4 ng/ul). La mezcla se dejé 30 m en
hielo. Luego se incub6 por 45 s en bafio maria a 42 °C y se pas6 a hielo por 2 m.
Posteriormente, se agreg6 900 ul de caldo SOC (caldo LB, Glucosa 9,9 mM, MgCl, 9,9 mM)
y se incubd por 1 h a 37 °C con agitacion (180 rpm). Finalmente, se plaquearon 200 ul de la
mezcla en placas de medio LB trimetoprim (25 pg/ml) y se incubaron por un maximo de 18 h

a37°C.
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7.4.1.3 Seleccidn de colonias transformantes.

La seleccion de las colonias transformadas se realizo en placas de LB trimetoprim (25

pg/ml) incubadas a 37 °C durante 18 h en atmosfera normal.

7.4.1.4 Anélisis de Escherichia coli DH5a transformantes.

7.4.1.4.1 Deteccion de genes de resistencia, asociacion dfrAl4- plasmido e insercion de
dfrAl4 en strA.

Los genes de resistencia a SXT se detectaron en las colonias transformantes de E. coli
DH5a por PCR, utilizando los partidores sul2 (Tabla 2 y Figura 5) y dfrAl4 (Tabla 5 y Figura
5). Para detectar la presencia del plasmido de resistencia en las transformantes, se utilizaron
los partidores pCLON-3 (Tabla 6 y Figura 5). Las condiciones para realizar estas reacciones
fueron similares a las descritas en los puntos 7.2.2.2, 7.3.2.2 y 7.3.3.2, respectivamente.

Ademaés, con la finalidad de detectar la asociacion de dfrAl14 con el plasmido y la
insercion del cassette dfrAl4 en el gen strA, se realizd PCR tiling utilizando las siguientes
combinaciones de partidores: dfrAl4-F - pdfrAl41-R y pdfrAl42-F-dfrAl4- R,

respectivamente (Tabla 7 y Figura 5).

Tabla 7. Secuencia de los partidores utilizados para la deteccién dfrA14- plasmido e insercion del cassette
dfrAl4 en el gen strA.

Partidor Secuencia 5™~ 3’ Tamario del Tm (°C) Referencia
producto (pb)
dfrAl4-F TTAACCCAGGATGAGAACCT 1984 pb p
pdffAl4l-R  GTAGAAAGCCATGCTCCAGC 56 - O[:IOB’E%‘\’(T
pdfrAl42-F TGACTGGTTGCCTGTCAGA 985 pb 1130394

dfrAl14-R CGATTGCATAGCTTTGTTAA
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Figura 5. Esquema representativo del plasmido en estudio (esperado). Se indica la posicién de los partidores
utilizados y el tamafio esperado para cada amplicon. La linea azul representa parte del plasmido distinto al locus
de resistencia.

La reaccion de PCR para la deteccion de la asociacion dfrAl4- plasmido se realizd
utilizando el kit GoTag® Flexi Polymerase (Promega). A continuacion se indican las
condiciones y las concentraciones finales en cada tubo: Buffer 5X (1X), MgCl, (3 mM), dNTP
(2 mM), partidores (0,4 uM), Tag DNA Polimerasa Promega® (1 U) y DNA gendémico (2
ng/uL), en un volumen final de 25 pL. Los ciclos, las temperaturas y los tiempos de la
reaccién fueron los siguientes: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 3 m, 30 ciclos de 94 °C
por 1 m, alineamiento a 56 °C por 30 s (Tabla 7) y extensién a 72 °C por 1 m. Se concluy6 con
1 ciclo de extension final a 72 °C por 7 m.

Todas las reacciones anteriormente descritas, fueron realizadas a un pool de
transformantes (5 grupos). Posteriormente, se eligié una transformante de cada pool, para la

repeticion de las detecciones.

7.4.1.4.2 Expresion del fenotipo de resistencia de las transformantes.
Para evaluar la expresion de la resistencia en E. coli DH5a transformante, se realizd un
antibiograma por el método de difusion en agar (Kirby- Bauer). Para ello, se prepard un

indculo de la cepa transformante a 0,5 Mc Farland. Luego, este indculo se sembrd en agar
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Muller-Hinton y se pusieron discos de SXT (trimetoprim 1,25 pg/sulfametoxazol 23,75 ug),

trimetoprim (5 pg) y estreptomicina (10 pg). Se incubd a 37 °C por 18- 24 h en atmdsfera

normal y se midieron los halos correspondientes de cada disco. Los resultados fueron

interpretados segin CLSI 2013.

7.4.2 Caracterizacion del plasmido en estudio.

La caracterizacion del plasmido en estudio, se realiz6 mediante 3 actividades:

7.4.2.1 Comparacion del perfil plasmidial de cepas de S. sonnei parentales (periodo 2008-

2009) con perfil plasmidial de cepas transformantes.

A partir de cepas de S. sonnei pertenecientes a este estudio (2008- 2009) y las
transformantes obtenidas en el punto anterior, se realizd extraccion de DNA plasmidial con el
kit comercial E.Z.N.A® Plasmid DNA Mini kit I OMEGA bio- tek, segun instrucciones de
manufactura. La preparacién de plasmidos fue sometida a electroforesis en gel de agarosa bajo

las mismas condiciones descritas en el punto 7.4.1.1.

7.4.2.2 Analisis de RFLP con la enzima Sspl.

Se realizd un analisis de RFLP con la enzima Sspl (Fermentas®), segun indicaciones
del fabricante. Los productos de restriccion fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa (0,8%), utilizando el marcador de tamafio molecular de 1 kpb (New England

Biolabs®).
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7.4.2.3 Secuenciacién del locus de resistencia del plasmido en estudio.

Finalmente, con el propdsito de confirmar la estructura del locus de resistencia del
plasmido estudiado, éste fue purificado con el kit comercial E.Z.N.A® Plasmid DNA Mini kit
Il OMEGA bio-tek, y enviado para su secuenciacion a Macrogen Secuencing System — Corea,
utilizando los partidores sul2-F, dfrAl4-R, dfrAl4-Fy pdfrAl141-R (Figura 5).

El anélisis de las secuencias se realizé con el modulo ContigExpress® utilizando el
programa Vector NTI Advance™ 10.3.0, con el que se generd un contig a partir de los 2
fragmentos obtenidos en la secuenciacion. De esta manera, se obtuvo una secuencia Unica de
consenso. El posterior alineamiento de las secuencias se hizo con el programa ClustalW2

(online).

7.5 Determinacion de la capacidad de transferencia del plasmido que contiene los genes

sul y dfr desde cepas de S. sonnei a una célula receptora por conjugacion.

7.5.1 Cepas

Para comprobar la capacidad de transferencia genética horizontal de los alelos sul2 y
dfrA14 mediante el plasmido de resistencia, confirmado en la actividad 7.4, se eligieron como
donantes dos cepas de S. sonnei pertenecientes al brote 2008- 2009, una aislada en
Antofagasta (c0027) y la otra en la Region Metropolitana (c8006). Ambas cepas son
resistentes a trimetoprim- sulfametoxazol y sensibles a &cido nalidixico. Como cepa receptora
del plasmido se eligio E. coli DH5a. Esta cepa se encuentra libre de plasmidos y es sensible a

trimetoprim- sulfametoxazol y resistente a acido nalidixico.
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7.5.2 Medios de cultivo
Para los ensayos de conjugacion se utiliz6 agar Luria Bertani (LB) sin antibiotico y
agar LB con trimetoprim (25 pg/ml) més &cido nalidixico (15 pg/ml). La seleccion de la cepa

control positivo se realizé en agar LB con ampicilina (100 pg/ml) més &cido nalidixico (15

pa/ml).

7.5.3 Conjugacion en medio sélido.

Ambas cepas (donante y receptora) se incubaron independientemente en caldo LB a 37
°C durante la noche, con agitacién a 180 rpm. Posteriormente, se mezcl6 la cepa donante S.
sonnei (resistente a SXT y sensible a &cido nalidixico) con la cepa receptora E. coli DH5a en
una relacion donante- receptor de 1:2. La mezcla fue centrifugada a 7.000 rpm por 5 m a
temperatura ambiente y se suspendid el pellet en 80 pl de caldo LB. El contenido fue
depositado en una placa de agar LB y luego incubado por 2 h a 37 °C. Transcurrido ese
tiempo, se recuperd todo el contenido de la placa con una torula y se depositd en un tubo
Eppendorf con 250 ul de caldo LB. Se sembré 50 ul en una placa de agar LB sin antibiotico
(control de crecimiento) y 200 ul en una placa de agar LB suplementado con trimetoprim (25
pug/ml) y acido nalidixico (15 pg/ml), y se incubaron por 18- 24 h a 37 °C en atmdsfera
normal.

Como control positivo del ensayo de conjugacion se realizé en paralelo la conjugacion
de la cepa S. sonnei a0214 donante y la cepa E. coli DH50 como receptora. La cepa de S.
sonnei a0214 posee resistencia a ampicilina debido al gen blaTEM ubicado en un plasmido

conjugativo de gran tamafio (Toro et al. ’, 2005).
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7.5.4 Control de los medios de cultivo y las cepas.

Para controlar el funcionamiento, tanto de los medios de cultivo como de las cepas,
previo a la conjugacion, se sembraron las cepas de S. sonnei (donantes) y la cepa E. coli DH5a
(receptora), en placas de agar LB suplementado con trimetoprim (25 pg/ml) méas acido

nalidixico (15 pg/ml).

7.5.5 Deteccion de los genes de resistencia sul y dfr en las transconjugantes por PCR.

Con el objetivo de detectar los alelos sul2 y dfrA14 en las transconjugantes, se realizo
PCR con los mismos partidores utilizados en el punto 7.2.2.1y 7.3.2.1.

Las reacciones de PCR se realizaron segun protocolo descrito en los puntos 7.2.2.2 y

7.3.2.2.
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8. RESULTADOS.

8.1 Identificacion de genes que confieren resistencia a sulfametoxazol (sul) y trimetoprim

(dfr) en cepas de S. sonnei aisladas durante el periodo 2004- 2007 y 2008- 2009 en Chile.

8.1.1 Identificacion y confirmacion de la identidad de alelos de resistencia a
sulfametoxazol: sull, sul2 y sul3.

La identificacion de los alelos de resistencia a sulfametoxazol sull, sul2 y sul3 se llevo
a cabo por PCR. Las 28 cepas (100%) pertenecientes a ambos periodos (2004-2007 y 2008-
2009) amplificaron un producto de aproximadamente 293 pb, compatible con el alelo sul2
(Figura 6).

Es importante mencionar que no hubo amplificacion para los alelos sull y sul3 con los

partidores utilizados en este estudio.

1000 pb ——
500 pb——>
<—— 293 pb aprox

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa (2%) de los productos de PCR del alelo sul2. (1): Marcador de
tamafio molecular 100 pb (New England Biolabs®); (2): Control -: H,O; (3) Control +: c8006; (4) b0061; (5)
b0069; (6) b0110; (7) b0130; (8) b0566; (9) b0569; (10) b0570; (11) c8034; (12) c8055; (13) c8072; (14) ¢8200;
(15) ¢8236; (16) c8302.
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Con el proposito de conocer la identidad de los productos amplificados, se envio a
secuenciar una de las cepas (c8006). Posteriormente, se realizd6 un alineamiento de la
secuencia consenso de la cepa en estudio (c8006), versus la secuencia del alelo sul2 disponible
en GenBank (N° acceso: M36657.1). Este alineamiento indicé como resultado un 99,5% de

identidad.

8.1.2. Identificacién y confirmacion de identidad de alelos de resistencia a trimetoprim
(dfr).

La deteccién de los alelos dfr de los grupos “IA”, “IB”, “IC”, “IIA” y “IIB”, que
contienen los 17 alelos dfr mas frecuentemente descritos en Shigella spp., se realizé por PCR
utilizando partidores degenerados descritos en la literatura por Seputiené et al. °.

De las 14 cepas correspondientes al periodo 2004- 2007, 13 (92,9%) amplificaron un
producto de aproximadamente 382 pb, con los partidores del grupo “IB”, lo que resulta

compatible con el alelo dfrA8 (Figura 7a).
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1000 pb ——>
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500 pb ——>| 382 pb aprox
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1000 pb ——>

500 pb —> €—— 394 pb aprox

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa (2%) de los productos amplificados para alelos dfr de los grupos
IB (dfrA8) (a) y 1A (dfrA5, dfrAl4, dfrA25 y dfrA27) (b). (a) (1) Marcador de tamafio molecular 100 pb (New
England Biolabs®); (2) Control -: H,O; (3)Control +: S. sonnei a0144; (4) b0569; (5) b0570; (6) b0571; (7)
b0582; (8) b0061; (9) b0069; (10) b0110; (11) b0130; (12) b0050; (13) b0566. (b) (1) Marcador de tamafio
molecular 100 pb (New England Biolabs®); (2) Control -: H,O; (3) Control +: ¢8006; (4) c8034; (5) c8055; (6)
c8072; (7) c8200; (8) c 8236; (9) c8302; (10) c8774; (11) c8848; (12) c0027.

Con el proposito de conocer la identidad de los productos amplificados, cinco
amplicones elegidos al azar, fueron enviados a secuenciacion (b0050; b0069; b0110; b0130;
b0566). Posteriormente, se realizd un alineamiento de las secuencias consenso de los
amplicones de las cepas en estudio, versus la secuencia del alelo dfrA8 disponible en GenBank
(N° acceso: U09273). Todos los alineamientos realizados mostraron como resultado un 99,9%

de identidad.
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La cepa restante del periodo 2004- 2007 asi como las 14 cepas pertenecientes al
periodo 2008- 2009 (100%), amplificaron un fragmento de aproximadamente 394 pb, con los
partidores del grupo “IIA”. Este amplicon podria corresponder a uno de los siguientes alelos
de resistencia: dfrA5, dfrA14, dfrA25 o dfrA27 (Figura 7b).

Con el proposito de conocer la identidad de los productos amplificados, cinco
amplicones elegidos al azar, fueron enviados a secuenciacion (c8006, c8034, c8055, c8302,
c0027). Posteriormente, se realizd un alineamiento de las secuencias consenso de los
amplicones de las cepas en estudio, versus la secuencia disponible en GenBank para cada uno
de los alelos (dfrA5 N° acceso: X12868; dfrAl4 N° acceso: Z50804; dfrA25 N° acceso:
DQ267940; dfrA27 N° acceso: FM957879), y los resultados fueron los siguientes: el
alineamiento de las secuencias consenso de 5 cepas representativas del periodo 2008-2009 con
la secuencia dfrA14 (GenBank) dio como resultado entre 99,4% y 99,7% de identidad. Con la
secuencia dfrA5 (GenBank) un 87,4% de identidad para las cepas. Con la secuencia dfrA25
(GenBank) entre 76,3% Yy 76,8%, de identidad. Por dltimo, con la secuencia dfrA27
(GenBank) entre 69,4% y 70,4% de identidad. Estos resultados indican que lo mas probable es
que el alelo detectado en las cepas pertenecientes al periodo 2008- 2009 y en una cepa del
periodo 2004-2007 corresponda al alelo de resistencia dfrAl4.

Es importante mencionar que no hubo amplificacién con ninguno de los otros pares de

partidores de grupo utilizados.
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8.2 Deteccion de genes sul y/o dfr que confieren resistencia a sulfametoxazol y
trimetoprim en el DNA plasmidial de cepas de S. sonnei aisladas en el periodo 2008- 2009
en Chile.

Segun los resultados obtenidos en el objetivo 1, se analizo la presencia de los alelos de

resistencia sul2 y dfrA14 en el DNA plasmidial de las cepas aisladas en el periodo 2008- 2009.

8.2.1 Aislamiento del DNA plasmidial de cepas de S. sonnei.
Para comprobar la pureza del DNA plasmidial respecto de la contaminacion con DNA
cromosomal, se realiz6 PCR del gen 16S rRNA, cuyo resultado fue negativo para todos los

extractos plasmidiales y positivo para el extracto de DNA total (Figura 8).

1000 pb 896 pb aprox

500 pb

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa (2%) de los productos de PCR para el gen 16S rRNA. (1):
Marcador de tamafio molecular 100 pb (New England Biolabs); (2): Control -: H,O; (3): DNA total de S. sonnei
(Control +); (4): DNA plasmidial de cepa c8006 diluido 1:512 tratado con enzima Plasmid-Safe™ ATP-
Dependent DNase.
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8.2.2 Deteccidn de genes sul y dfr en el DNA plasmidial de las cepas en estudio.

Una vez obtenido el DNA plasmidial puro, se realizo la deteccion de los alelos sul2 y
dfrAl4.

El alelo de resistencia a sulfametoxazol sul2 fue detectado en el DNA plasmidial de las
14 cepas de S. sonnei pertenecientes al periodo 2008- 2009 (100%) (Figura 9a).

El alelo de resistencia a trimetoprim dfrAl4 fue detectado en el DNA plasmidial de las

14 cepas aisladas en el periodo 2008- 2009 (100%) (Figura 9b).

a) A @ b)

1000 pb
1000 pb

500 pb ——>

293 pb aprox 500 pb——> €—— 510 pb aprox

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa (2%b) de los productos de PCR para el alelo sul2 (a) y dfrA14 (b).
(a). (1) Marcador de tamafio molecular 100 pb (New England Biolabs®); (2) Control -: H,O; (3) Control +: DNA
total c8006; (4) DNA plasmidial de cepa c8006 diluido 1:512 tratado con enzima Plasmid-Safe™ ATP-
Dependent DNase. (b) (1) Marcador de tamafio molecular 100 pb (New England Biolabs®); (2) Control -: H,0O;
(3) Control +: DNA total c8006; (4) DNA plasmidial de cepa c8006 diluido 1:512 tratado con enzima Plasmid-
Safe™ ATP-Dependent DNase.

8.2.3 Deteccidn de un plasmido de resistencia a SXT en el DNA plasmidial de las cepas en
estudio.
A partir del DNA plasmidial de las 14 cepas de S. sonnei estudiadas (100%), se logré

amplificar un producto de aproximadamente 2849 pb, lo que resulta compatible con la
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presencia de un plasmido de resistencia a SXT que contiene los alelos sul2 y dfrA14 (Figura

10).

1 2 3 B

3000 pb
2000 pb

2849 pb aprox

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa (1%) de los productos de PCR para el plasmido de resistencia a
SXT: (1) Marcador de tamafio molecular 1 kpb (New England Biolabs®); (2) Control -: H,O; (3) Control +:
DNA total de cepa c8225; (4): DNA plasmidial de cepa ¢8006 diluido 1:512 tratado con enzima Plasmid-Safe™
ATP-Dependent DNase.

8.3 Asociacion y organizacion de genes sul y dfr dentro de un plasmido en particular (3,9

y/o 4,8 MDa), en cepas de S. sonnei (2008- 2009).

8.3.1 Transformacion de E. coli DH5a con plasmidos de 3,9y 4,8 MDa.

La transformacién de E. coli DH5a con las bandas de bajo peso molecular de S. sonnei
¢8302 (periodo 2008- 2009), entregd como resultado 26 colonias transformantes (Figura 11) y
la eficiencia de la transformacién fue 1,7 x 10* ufc/ug. Como control de la transformacion se

utilizo el plasmido pBAD24 (posee resistencia a ampicilina).
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a)

Figura 11. Transformaciéon de E. coli DH5a con plasmidos de 3,9 y 4,8 MDa. a) Control negativo. b)
Colonias de E. coli DH50 transformadas con plasmidos de bajo tamafio molecular provenientes de la cepa S.
sonnei c8302.

8.3.2 Andlisis de E. coli DH5a transformantes.

8.3.2.1 Deteccidn de genes de resistencia, asociacion dfrAl4- plasmido e insercién de dfrAl4

en strA.

La deteccion de los alelos de resistencia a SXT sul2 y dfrAl4, tanto para los pooles de
transformantes, como para las transformantes individuales, fue positiva (Figuras 12a y 12b,
respectivamente).

El resultado de PCR para verificar la presencia del plasmido en estudio en E. coli
DH5a transformantes fue positivo, tanto para los pooles de transformantes, como para las

transformantes individuales (Figura 12c).
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1000 pb 1000 pb
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3000 pb
2000 pb

«—— 2849 pb aprox

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR para el alelo sul2 (a), dfrAl4 (b) y
plasmido de resistencia (c). (a): (1) Marcador de tamafio molecular 100 pb (New England Biolabs®); (2)
Control -: H,O; (3) Control +: ¢8006; (4- 8) E. coli DH5a transformantes. (b): (1) Marcador de tamafio molecular
100 pb (New England Biolabs®); (2) Control -: H,O; (3) Control +: ¢8006; (4- 8) E. coli DH5a transformantes.
(c): (1) Marcador de tamafio molecular 1 kpb (New England Biolabs®); (2) Control -: H,O; (3) Control +: ¢8225;
(4- 8) E. coli DH5a transformantes.

Tanto los pooles de transformantes, como las transformantes individuales, amplificaron
un producto de 985 pb, con la combinacién de partidores pdfrAl42-F y dfrAl4-R, lo que da
cuenta de la insercién del alelo dfrAl4 en strA (Figura 13a). Por otro lado, utilizando los
partidores dfrAl4-F y pdfrAl41-R, todos los pooles de transformantes, asi como las
transformantes individuales, amplificaron un producto de 1984 pb (Figura 13b), lo que da

cuenta de la asociacion del casette dfrA14 con el plasmido de resistencia.
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3000 pb 3000 pb
2000 pb 1984 pb aprox

1000 pb 985 pb aprox

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa (1%) de los productos de PCR para la deteccién de strA::dfrAl4
(a) y vinculo dfrAl4- plasmido (b). (a): (1) Marcador de tamafio molecular 1 kpb (New England Biolabs®); (2)
Control -: H,O; (3) Control +: S. sonnei ¢8225; (4- 8) E. coli DH5a transformantes. (b): (1) Marcador de tamafio
molecular 1 kpb (New England Biolabs®); (2) Control -: H,O; (3) Control +: S. sonnei ¢8225 (4- 8) E. coli DH5a
transformantes.

8.3.2.2 Expresion del fenotipo de resistencia de las transformantes de E. coli DH5a.

Los resultados del antibiograma mostraron que todas las transformantes obtenidas
expresaron el fenotipo de resistencia asociado a la presencia del plasmido (SXT resistentes).

También se comprobo la sensibilidad de las transformantes frente a estreptomicina.
Este fendmeno probablemente se debe a la pérdida de funcionalidad del gen strA-strB, debido

a la interrupcién provocada por la insercion del cassette dfrAl4 (Figura 14).

Figura 14. Antibiograma de transformantes E. coli DH5a. Se probd discos de SXT (trimetoprim 1,25
pg/sulfametoxazol 23,75 pug), trimetoprim (W) (5 pg) vy estreptomicina (S) (10 pg).
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8.3.3 Caracterizacion del plasmido en estudio.

8.3.3.1 Comparacién del perfil plasmidial de cepas de S. sonnei parentales (periodo 2008-

2009) con perfil plasmidial de cepas transformantes.

El resultado de la electroforesis en gel de agarosa realizado con extractos de DNA
plasmidial de cepas parentales (S. sonnei 2008- 2009), junto a DNA plasmidial de las
transformantes, se muestra en la Figura 15.

El resultado de este experimento demostrd que el plasmido implicado en la portacion

de los genes de resistencia sul y dfr es el de menor tamafio molecular (3,9 MDa) (Figura 15).

46MDa
3000 bp

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa (1%) de extractos plasmidiales de cepas de S. sonnei y E. coli
DHS5a0 transformantes. (1) Marcador de tamafio molecular 1 kpb (New England Biolabs®) ; (2) E. coli 39R861;
(3) c0027; (4) T2; (5) c0700; (6) T7; (7) c0719; (8) T12; (9) C8072; (10) T19; (11) ¢B8205; (12) T25; (13)
Marcador de tamafio molecular 1 kpb (New England Biolabs®). P: Parental. T: Transformante.
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8.3.3.2 Andlisis de RFLP del plasmido en estudio con la enzima Sspl.

El andlisis de restriccion del plasmido digerido con la enzima Sspl revel6 3 fragmentos
de 1516, 2343 y 2920 pb aproximadamente, tal como se esperaba segun andlisis in silico

realizado previamente con la secuencia disponible del plasmido en estudio (Figura 16).

5000 pb

3000 pb 2920 pb aprox
2000 pb 2343 pb aprox
1500 pb 1516 pb aprox

Figura 16. Analisis de restriccion del DNA plasmidial de las colonias transformantes DH50. (1) Marcador
de tamafio molecular 1 kpb (New England Biolabs®); (2) plasmido sin digerir; (3) Digestion de plasmido de
resistencia con Sspl.

8.3.3.3 Secuenciacidén del locus de resistencia del plasmido en estudio.

El resultado del alineamiento del contig obtenido por secuenciacion en esta
investigacion, con la secuencia del plasmido obtenida a partir de clonamiento en la Tesis de
Alfonso Miranda (en ejecucion), mostré 99,9% de identidad.

Por otro lado, el resultado del alineamiento del contig obtenido por secuenciacion en
esta investigacion, con la secuencia del plasmido pCERCL1 disponible en GenBank (N° acceso:

JN012467.1) dio un 99,97% de identidad. Estos resultados confirman que la organizacion de
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los genes de resistencia sul2, strA, dfrAl4 y strB al interior del plasmido de 3,9 MDa presente
en las cepas de S. sonnei pertenecientes al periodo 2008- 2009, es idéntica al orden que
presentan estos genes en el plasmido pCERC1 descrito en E. coli cepa S1.2.T2R *’ (Figura
17).

Este plasmido, no descrito antes en Shigella, se denominé pABC-3.

818 pb s0pb 530 pb 571pb 274 pb 837pb

N
v

3090 pb

Figura 17. Representacién esquematica del locus de resistencia del plasmido pABC-3 en cepas de S. sonnei
aisladas en Chile en el periodo 2008- 2009. Se indica el tamafio de cada gen de resistencia y el tamafio total del
locus de resistencia.

8.4 Determinacién de la capacidad de transferencia del plasmido que contiene los genes
sul y dfr desde cepas de S. sonnei a una célula receptora por conjugacion.

Los ensayos de conjugacion de 2 cepas de S. sonnei, una de Antofagasta (c0027) y una
de la Region Metropolitana (c8006), demostraron que a través del método utilizado
(conjugacion en medio sélido), el plasmido no fue capaz de transferirse a una célula receptora
E. coli DH50. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en la secuenciacion, que
demostraron que este plasmido no posee genes tra (Figura 18a).

La cepa control positivo S. sonnei a0214, conjug6. El crecimiento de las colonias
transconjugantes en placas de agar LB suplementado con ampicilina (100 pg/ml) mas acido

nalidixico (15 pg/ml) se muestra en la Figura 18b.
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Figura 18. Conjugacion de cepas de S. sonnei aisladas en el periodo 2008- 2009. a) Resultado de conjugacion,
cepa donante: S. sonnei periodo 2008- 2009. b) Control positivo de conjugacion (S. sonnei a0214).

*Colonia confirmada como S. sonnei mediante aglutinacion con antisuero comercial (Probac®).
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9. DISCUSION.

S. sonnei es uno de los principales agentes etioldgicos de shigelosis en el mundo, y una
de las especies méas frecuentemente aisladas en paises desarrollados y en vias de desarrollo,
como el nuestro *°. La shigelosis se caracteriza por ser una infeccién entérica aguda en la cual
el tratamiento antibidtico estd recomendado, ya que disminuye los sintomas, evita las
complicaciones y la diseminacion del patdgeno. La baja dosis infectiva junto a la emergencia
de cepas multirresistentes a antimicrobianos, potencia que S. sonnei sea considerado un
importante problema de salud ptblica * %.

Entre los antimicrobianos a los cuales Shigella spp. ha aumentado drasticamente su
resistencia en los ultimos afos, se encuentra el SXT. Este compuesto es una asociacion de
agentes antibacterianos, que hasta hace un tiempo era ampliamente utilizado, debido a su bajo
costo y alta efectividad. Sin embargo, el gran aumento de cepas resistentes ha obligado a
buscar otras alternativas de tratamiento, que muchas veces son demasiado costosas y de uso
limitado en pediatrfa, que justamente es la poblacién blanco de este tipo de infeccion ¥,

Uno de los mecanismos de resistencia de Shigella spp. a SXT es la presencia de genes
sul y dfr que codifican variantes de las enzimas DHPS y DHFR, respectivamente *. La
presencia de estos genes se ha asociado con elementos genéticos méviles como transposones,
integrones y plasmidos, facilitando su diseminacion & ®4*

Hasta ahora, no se manejaba informacién sobre los determinantes genéticos de

resistencia a SXT en cepas de Shigella spp. en nuestro pais, salvo un estudio realizado por

Toro et al., que analizd la presencia de 3 alelos dfr (dfrAl, dfrA7 y dfrA8) en cepas de Shigella
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spp. aisladas desde 1994 a 1997 7, por lo tanto, este corresponde al primer estudio en el cual se
investiga la presencia de alelos sul en cepas chilenas de S. sonnei.

Debido al aumento de la resistencia de este antimicrobiano, y a datos de la literatura
extranjera que nos muestran la diversidad de los alelos de estos genes y su variabilidad en
cuanto a temporalidad *, se consideré importante estudiar los genes de resistencia a SXT de
cepas de S. sonnei aisladas durante los ultimos afios en Chile.

En este contexto, los resultados obtenidos en este trabajo, muestran que el 100% de las
cepas estudiadas, de ambos periodos (2004- 2007 y 2008- 2009), poseen el alelo sul2. Como
se menciond anteriormente, en nuestro pais no existian estudios moleculares de resistencia a
sulfonamidas, por lo que este hallazgo contempla un nuevo antecedente. La amplia
distribucion de este alelo en nuestras cepas, coincide con lo descrito en la literatura, en la cual
se observa que la presencia de alelos sull y sul2 es mayoritaria en comparacion a la baja
frecuencia del alelo sul3 %% %3 | a alta prevalencia de sul2 en nuestras cepas y en diversos
estudios realizados en el extranjero, se podria explicar por su frecuente asociacion con
elementos genéeticos mdviles, principalmente plasmidos, 1o que perpetla su resistencia, cuya
tendencia es ir aumentando en el tiempo >*.

Respecto a la presencia de genes de resistencia a trimetoprim, en el periodo 2004- 2007
se detecto el alelo dfrA8 en el 92,9% de las cepas, similar a lo descrito por Toro et al. en cepas
de S. sonnei y S. flexneri de afios anteriores en nuestro pais (1994- 1997), en las cuales se
evidencié la presencia del alelo dhfrllic (actual dfrA8) ’. La literatura describe a este alelo
como uno de los pocos dfr no asociado a integrones °. Un estudio internacional muestra que
dfrA8 ha sido detectado en cepas de S. sonnei aisladas en Carolina del Norte, donde se
comunicé asociado a un plasmido conjugativo de gran tamafio (> 90 kpb) *°, informacién que
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coincide con lo descrito en nuestro pais por Toro et al. Por otro lado, una cepa del periodo
2004- 2007 (7,1%) y el 100% de las cepas aisladas durante el periodo 2008- 2009, poseen el
alelo dfrAl14. Este hecho constituye un antecedente nuevo, ya que a la fecha, no existen datos
de la deteccidn de este alelo de resistencia en cepas de Shigella spp. aisladas en nuestro pais.
La literatura internacional indica que dfrA14, al igual que dfrA8, es uno de los pocos alelos dfr
gue no se asocia frecuentemente a integrones. Sin embargo, su presencia se ha visto asociada a
plasmidos de bajo tamafio molecular, que contienen el gen strA %%,

Una diferencia fundamental observada entre las cepas del periodo 2004- 2007 y 2008-
2009 fue la presencia en estas Gltimas de 2 plasmidos de bajo tamafio molecular (3,9 y 4,8
MDa) (Unidad de Investigacion, Barbara Avila, 2013). El presente estudio investigd la
presencia de genes de resistencia sul y dfr y su asociacion con estos plasmidos, en cepas de S.
sonnei aisladas en el periodo 2008- 2009 en Chile, época en la que se detectd un gran aumento
en la resistencia de este microorganismo al SXT.

Después de determinar que las cepas del periodo 2008- 2009 contienen los alelos sul2
y dfrAl4, se confirmé su presencia en el DNA plasmidial, comprobandose su localizacion a
este nivel. Durante el desarrollo de una tesis paralela, enmarcada en el proyecto FONDECYT
1130394, cuyo objetivo fue buscar alelos de resistencia a trimetoprim, a partir de una cepa
perteneciente al periodo 2008- 2009 (c8225), se obtuvo por clonamiento un inserto de tamafio
aproximado 6- 7 kpb que fue secuenciado. Esta secuencia resulté ser similar a un plasmido
descrito en la literatura identificado en una cepa de E. coli comensal S1.2.T2R denominado
pCERCL. La unica diferencia entre la secuencia de la cepa de S. sonnei ¢8225 y el plasmido
de E. coli pCERC1 es una delecion de 11 pb que presentd la secuencia obtenida desde S.
sonnei. El plasmido pCERC1 tiene un tamafio de 6,8 kpb y posee un locus de resistencia cuya
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distribucion es: sul2- strA’-dfrAl4-strA- strB, y el cassette dfrAl4 se encuentra
interrumpiendo el gen de resistencia a estreptomicina strA *'.

Considerando este hallazgo se disefi0 partidores para detectar este plasmido, por
amplificacion de una zona distinta al locus de resistencia, evidenciandose en el 100% de las
cepas estudiadas un producto de PCR. Estos resultados més la presencia de sul2 y dfrA14 en el
DNA plasmidial sugieren la presencia de este plasmido en las cepas de S. sonnei del periodo
2008- 2009.

Para establecer cual de los dos plasmidos (3,9 o 4,8 MDa) portaba estos genes de
resistencia, se realizd un ensayo de transformacion de E. coli DH5a con ambas bandas
plasmidiales utilizando como marcador de seleccion trimetoprim. Se evidencié mediante esta
metodologia que el plasmido portador de la resistencia resulté ser el de menor tamafo (3,9
MDa).

Un objetivo importante de esta investigacion, ademas de asociar estos genes de
resistencia a un plasmido en particular, fue estudiar la organizacion de estos genes al interior
de él, lo que se realiz6 mediante PCR tiling. Los resultados evidenciaron que la organizacion
es similar a la descrita para el plasmido encontrado en una cepa de E. coli comensal S1.2.T2R,
denominado pCERCL1: sul2- strA”-dfrAl4-"strA- strB, lo que posteriormente fue confirmado
por secuenciacion. Por otro lado, se confirmo el fenotipo de resistencia a SXT en las cepas
transformantes de E. coli DH5a. Ademas, se evaluo la resistencia a estreptomicina de las
transformantes, otorgada por los genes strA-strB, que son los encargados de codificar
aminoglucosido- fosfotransferasas. Sin embargo, y dada la interrupciéon del gen strA por la

56, 57' tal

insercion del cassette dfrAl4, las cepas resultaron ser sensibles a este antibidtico
como se esperaba.
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Estos analisis permitieron caracterizar este plasmido no descrito anteriormente en
cepas de Shigella spp., el que se denomin6é pABC-3. La disposicion particular de estos genes
de resistencia, ha sido descrito en otros plasmidos en la literatura. Uno de ellos es el
pSTOJO1, que fue obtenido de una E. coli uropatégena aislada en Nigeria **.

Por otra parte, en un trabajo publicado recientemente donde se estudiaron aislados de
Yersinia ruckeri (patdgeno de peces) en el noroeste de Alemania, se describi6 la presencia de
un plasmido de 8,9 kpb, llamado pYR1521, cuya disposicion de estos genes de resistencia fue
similar a la descrita para pABC-3 *’.

Un estudio recientemente realizado en Inglaterra, con cepas de Actinobacillus
pleuropneumoniae, un importante patégeno respiratorio en cerdos, revelé la presencia de 2
plasmidos “movilizables” implicados en la resistencia de estas cepas a SXT. Uno de ellos,
llamado pM3224T (6050 pb), posee la misma disposicion de genes descrita anteriormente en
PABC-3, pCERC1, pYR1521 y pSTOJOL.

El otro plasmido aislado de Actinobacillus pleuropneumoniae, identificado como
pM3389T (6101 pb), si bien posee la arquitectura strA"-dfrA14-"strA, tiene el cassette sul2 en
una ubicacion diferente y ademas, carece de strB .

A la fecha, en S. sonnei se han descrito 2 plasmidos de arquitectura parecida al
plasmido pABC-3 descrito en este estudio, estos plasmidos corresponden a: pKKTET7 (8401
pb) y pSS4 (8384 pb), ambos presentes en cepas de S. sonnei aisladas en Corea, en la
provincia de Gyeongbuk, en el afio 1998 (N° acceso: AF497970-1 y AF534183,

respectivamente).

57



Si comparamos el plasmido pABC-3 con pKKTET7 y pSS4, se puede apreciar que
todos ellos comparten un esqueleto parecido, siendo la diferencia méas relevante la presencia
de los cassettes de resistencia tetR y tetA, y la ausencia de dfrAl4.

Por otra parte, un plasmido llamado pSFxv_3 (6200 pb), descrito en S. flexneri, mostrd
un elevado porcentaje de identidad con pKKTET-7, con una region sul2- strA- strB idéntica,
sin embargo, pSFxv_3 carece de los cassette tetR y tetA .

Estos estudios realizados en diversas areas geograficas evidencian que el cluster de
genes sul2-strA-strB albergado en plasmidos, se encuentra ampliamente propagado entre
bacterias Gram negativo, en diferentes combinaciones con otros genes de resistencia, como
catA3, dfrAl4 o tet °*®* lo que sugiere el intercambio de cassettes de resistencia entre ellos,
manteniendo una misma estructura base.

Sin embargo, como se menciond anteriormente, esta seria la primera vez que se
describe la combinacion sul2-str4° -dfrAl4- ‘strA-strB en cepas de S. sonnei.

Los resultados demostraron que pABC-3 no fue capaz de transferir a una célula
receptora E. coli DH5a a través de conjugacion en medio sélido y bajo las condiciones
ensayadas, a pesar de que el experimento fue realizado en 3 oportunidades. Por otro lado, la
secuenciacion del plasmido no evidencio genes tra, que son los encargados de codificar
funciones relacionadas con la transferencia conjugativa. Estos resultados sugieren que el
plasmido pABC-3 no seria conjugativo. Una de las hipotesis que se plantea para explicar
como el plasmido pCERC1 (muy similar al pABC-3) ha difundido ampliamente entre
bacterias Gram negativo a pesar de su incapacidad de conjugar, es la transformacién natural,

pero no ha sido mayormente comprobada *.
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Durante los periodos posteriores al brote (2010- 2011 y 2012- 2013) se observé una
disminucion de la resistencia a SXT de un 100% a un 63% y 79%, respectivamente, debido a
la coexistencia de cepas fenotipicamente sensibles y resistentes a este antimicrobiano.
Probablemente medidas generales frente al control del brote epidémico, colaboraron a la
disminucion de esta cepa, la cual ha sido paulatinamente reemplazada por los otros fenotipos
tanto sensibles como resistentes.

Estudios realizados en las cepas resistentes a SXT enmarcados en el proyecto
FONDECYT muestran que en el periodo 2010-2011 la cepa responsable del brote epidémico
portadora del plasmido pABC-3, disminuyd a un 65% y que el otro 35% correspondié a cepas
de S. sonnei que poseen el alelo dfrAl. Respecto del periodo 2012- 2013 la cepa portadora del
plasmido pABC-3, con el alelo dfrAl14 disminuyé a 45% coexistiendo en igual proporcién
(45%) con las cepas que poseen el dfrAl y ademas aparecio un 10% que tiene el alelo dfrA8, y
una cepa que tiene el alelo dfrAl y dfrAl4 simultaneamente (tesis de pregrado, Alfonso
Miranda, 2015). A diferencia del alelo dfrA14 que se encuentra en el plasmido pABC-3, la
ubicacion del alelo dfrAl en las cepas de los dos periodos posteriores se encuentra asociado a
un integrén clase 2, con dos variantes (tipico y atipico), cuya diferencia entre ambos es la
ausencia del gen aadAl en el integrén clase 2 atipico (tesis de pregrado, Daniela Diaz, 2015).
En la literatura se describe que este integron se encuentra en el transposon Tn7, cuya
ubicacion en estas cepas es actualmente motivo de investigacion.

Estos resultados en su conjunto evidencian la dinamica temporal de los genes de
resistencia a trimetoprim en cepas de S. sonnei circulantes en nuestro medio y seran de gran
aporte al conocimiento en Chile respecto de los determinantes genéticos de resistencia a SXT,
de los cuales se conocia muy poco antes de la realizacién de estas investigaciones.
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Todo esto permite concluir que es de suma relevancia mantener una constante actitud
de vigilancia local frente a la emergencia de resistencia en cepas de Shigella spp., no solo
frente a SXT, sino también a otros antimicrobianos, ya que actualmente, incluso se estan
comunicando cepas resistentes a quinolonas que es el tratamiento de eleccién ®.

El desafio a futuro es continuar desarrollando conocimiento acerca de los mecanismos
moleculares y las bases genéticas que sustentan la resistencia a los antimicrobianos que
presentan cepas de Shigella circulantes en nuestro pais. Conocer cuéles son los determinantes
genéticos de resistencia que portan estas cepas y su asociacion a elementos genéticos maviles,

permitira manejar mejor las alternativas de tratamiento en pacientes con shigelosis.
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10. CONCLUSIONES.

1. Cepas de S. sonnei aisladas de los periodos 2004- 2007 y 2008- 2009, en Chile, presentan
diferencias en sus determinantes genéticos de resistencia a SXT (sul y dfr).

El alelo sul2 se encuentra presente de manera transversal en las cepas de S. sonnei aisladas de
ambos periodos en estudio, pero presenta diferencias en su ubicacion. En las cepas aisladas en
el periodo 2008- 2009, se ubica en un plasmido de bajo tamafio molecular y en las cepas 2004-
2007 su ubicacion esta en estudio.

Los genes de resistencia a trimetoprim (dfr), presentan un alelo diferente en cada periodo: las
cepas pertenecientes al periodo 2004- 2007 poseen el alelo dfrA8, en cambio, las cepas del

periodo 2008- 2009 presentan el alelo dfrAl14.

2. En las cepas de S. sonnei aisladas durante el brote ocurrido en Chile entre los afios 2008-
2009, se evidencia la presencia de un plasmido de bajo tamafio molecular (3,9 MDa), el cual
posee los alelos de resistencia a SXT sul2 y dfrAl4, cuya organizacién es la siguiente: sul2-
strA”-dfrA14-"strA- strB. Este plasmido, probablemente no conjugativo, no ha sido descrito

anteriormente en Shigella spp. y se denominé pABC-3.

3. Se demuestra que existe una dinamica temporal de los determinantes genéticos de

resistencia a SXT (sul y dfr) en las cepas chilenas S. sonnei.

61



11. BIBLIOGRAFIA.

10.

Niyogi, S.K. "Shigellosis". J. Microbiol. 43:133-143, 2005.

Schroeder, G.N.; Hilbi H. “Molecular pathogenesis of Shigella spp.: Controlling host
cell signaling, invasion, and death by type 111 secretion”. Clin. Microbiol. Rev. 21: 134—
156, 2008.

Hamilton-West, M.C.; Prado, J.V.; Hormazabal, J.C.; Lagos, Z.R.; Benadof, F. D,;
Mendoza, N.C,; et al. “Epidemiologia clinica y molecular de las infecciones por
Shigella spp en nifios de la Regién Metropolitana durante el verano 2004-2005”. Rev.
Med. Chil. 135: 1388-1396, 2007.

Marcoleta, A.; Toro, C.; Prado, V.; Serrano, M.; Fernandez, P.; et al. “Patrones de
susceptibilidad antimicrobiana de cepas de Shigella sonnei aisladas durante tres
periodos diferentes en la Regién Metropolitana”. Rev. Chil. Infectol. 30: 616-621,
2013.

Ministerio de Salud Instituto de Salud Publica de Chile, Gobierno de Chile. Informe de
resultados de laboratorio Shigella spp. ISP 2010-2012. Santiago: Instituto de Salud
Publica; 2012.

Seputiené, V.; Povilonis, J.; Ruzauskas, M.; Pavilonis, A.; Suziedéliené, E. “Prevalence
of trimethoprim resistance genes in Escherichia coli isolates of human and animal
origin in Lithuania”. J. Med. Microbiol. 59: 315-322, 2010.

Toro, C.; Farfan, M.; Contreras, I.; Flores, O.; Navarro, N.; Mora, G.; et al. “Genetic
analysis of antibiotic-resistance determinants in multidrug-resistant Shigella strains
isolated from Chilean children”. Epidemiol. Infect.133: 81-86, 2005.

Hu, L.; Chang, X.; Ye, Y.; Wang, Z.; Shao, Y.: Shi, W.; et al. “Stenotrophomonas
maltophilia resistance to trimethoprim/sulfamethoxazole mediated by acquisition of sul
and dfrA genes in a plasmid-mediated class 1 integron”. Int. J. Antimicrob. Agents. 37:
230-234, 2011.

Igbal, M.; Rahman, M.; Islam, R.; Banik, A.; Amin, M.; Akter, F.; et al. “Plasmid-
mediated sulfamethoxazole resistance encoded by the sul2 gene in the multidrug-
resistant Shigella flexneri 2a isolated from patients with acute diarrhea in Dhaka,
Bangladesh”. PLoS One. 9: 1-6, 2014.

Marteyn, B.; Gazi, A.; Sansonetti, P. “Shigella: A model of virulence regulation in
vivo”. Gut Microbes. 3: 104-120, 2012.

62



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Jennison, A.; Verma, N. “The acid-resistance pathways of Shigella flexneri 2457T".
Microbiology. 153: 2593-2602, 2007.

Barrantes, K.; Achi, R. “Interacciones celulares en el proceso de invasion de Shigella
sp.”. Rev. Panam. Infectol. 11: 56-61, 2009.

Reis, R.; Horn, F. “Enteropathogenic Escherichia coli, Samonella, Shigella and
Yersinia: cellular aspects of host-bacteria interactions in enteric diseases”. Gut Pathog.
2:1-12, 2010.

Torres, A. “Current aspects of Shigella pathogenesis”. Rev. Latinoam. Microbiol. 46:
89-97, 2004.

Ledn-Ramirez, S. “Shigelosis (disenteria bacilar)”. Salud en Tabasco. 8: 22-25, 2002.

Zlot, A.; Simckes, M.; Vines, J. “Healthy and Safe Swimming Week Norovirus
Outbreak Associated with a Natural Lake Used for Recreation — Oregon, 2014”.
MMWR. Morb. Mortal. Wkly. Rep. 64: 485-512, 2015.

Alerte, V.; Cortés, A.; Diaz, T.; Vollaire, Z.; Espinoza, M.; Solari, G.; et al. “Foodborne
disease outbreaks around the urban Chilean areas from 2005 to 2010”. Rev. Chil.
Infectol. 29: 26-31, 2012.

Ministerio de Salud Instituto de Salud Pdblica de Chile, Vigilancia de Laboratorio,
Shigella spp., 2010-2014. Santiago: Instituto de Salud Publica; 2014.

Carrasco, L.; Solari, G.; Prado, J.; Suazo, C.; Arellano, C.; Hernandez, C.; et al. “Brote
de shigelosis en una escuela de educacién basica”. Rev. Chil. Infectol. 17:122-128,
2000.

Mclver, C.; White, P.; Jones, L.; Karagiannis, T.; Harkness, J.; Marriott, D.; et al.
“Epidemic strains of Shigella sonnei biotype g carrying integrons”. J. Clin. Microbiol.
40:1538-1540, 2002.

Oh, J.; Yu, H.; Kim, S;; Seol, S.; Cho, D.; Lee, J. “Changes in patterns of antimicrobial
susceptibility and integron carriage among Shigella sonnei isolates from southwestern
Korea during epidemic periods”. J. Clin. Microbiol. 41: 421-423, 2003.

Delappe, N.; Halloran, F.; Fanning, S.; Cheasty, T.; Cormican, M. “Antimicrobial
resistance and genetic diversity of Shigella sonnei isolates from western Ireland, an area
of low incidence of infection”. J. Clin. Microbiol. 41: 1919-1924, 2003.

Seol, S.; Kim, Y.; Jeong Y.; Oh, J.; Kang, H.; Moon, D.; et al. “Molecular
characterization of antimicrobial resistance in Shigella sonnei isolates in Korea”. J.
Med. Microbiol. 55: 871-877, 2006.

63



24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Mammina, C.; Aleo, A.; Romani, C.; Nastasi, A. “Shigella sonnei biotype G carrying
class 2 integrons in southern Italy: a retrospective typing study by pulsed field gel
electrophoresis”. BMC Infect. Dis. 6:117, 2006.

Ranjbar, R.; Aleo, A.; Giammanco, G.; Dionisi, A.; Sadeghifard, N.; Mammina, C.
“Genetic relatedness among isolates of Shigella sonnei carrying class 2 integrons in
Tehran, Iran, 2002-2003”. BMC Infect. Dis. 7:62, 2007.

Chu, Y.; Houang, E.; Lyon, D.; Ling, J.; Ng, T.; Cheng, A. “Antimicrobial resistance in
Shigella flexneri and Shigella sonnei in Hong Kong, 1986 to 1995”. Antimicrob.
Agents. Chemother. 42: 440-443, 1998.

Prince, C.; Kirubah, D.; Sushil, J.; Venkatesan, S. “Antibiotic therapy for Shigella
dysentery (Review)”. Cochrane Database Syst. Rev. 4:8, 2010.

Khan, W.A.; Seas, C.; Dhar, U.; Salam, M.A.; Bennish, M.L. “Treatment of shigellosis:
V. Comparison of azithromycin and ciprofloxacin: A double-blind, randomized,
controlled trial”. Ann. Intern. Med. 126:697-703, 1997.

Ramirez, M.; Valdés, N.; Bravo L.; Fernandez, A.; Castafieda, N. “Perfil plasmidico y
resistencia antimicrobiana en cepas de Shigella aisladas en Cuba”. Rev. Cubana Med.
Trop. 56:178-185, 2004.

Sivapalasingam, S.; Nelson, J.M.; Joyce, K.; Hoekstra, M.; Angulo, F.J.; Mintz, E.D.
“High prevalence of antimicrobial resistance among Shigella isolates in the United
States tested by the National Antimicrobial Resistance Monitoring System from 1999 to
2002”. Antimicrob. Agents. Chemother. 50:49-54, 2006.

Salas, H.M. “Opciones de tratamiento en shigelosis”. Rev. Soc. Bol. Ped. 46:80-84,
2007.

Sandrea, L.; Martinez, A.; Valero, K.; Avila, Y. “Prevalencia y resistencia
antimicrobiana de especies de Shigella aisladas de nifios con diarrea en Maracaibo
Venezuela”. Kasmera. 30:7-16, 2002.

Vrints, M.; Mairiaux, E.; Van Meervenne, E.; Collard, J.M.; Bertrand, S. “Surveillance
of antibiotic susceptibility patterns among Shigella sonnei strains isolated in Belgium
during the 18-year period 1990 to 2007”. J. Clin. Microbiol. 47:1379-1385, 2009.

Bastos, F.C.; Loureiro, E.C.B.; “Antimicrobial Resistance of Shigella spp. isolated in
the State of Para, Brazil”. Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 44:607-610, 2011.

Zaidi, M.B.; Estrada- Garcia, T. “Shigella: A Highly Virulent and Elusive Pathogen”.
Curr. Trop. Med. Rep. 1:81- 87, 2014.

64



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Delpiano, M. L.; Tejerina, M. H.; Cona, T. E.; Aviles, L. CL. “Patrones de sensibilidad
in vitro y comportamiento clinico de Shigella”. Rev. Chil. Infectol. 18:101-107, 2001.

Huovinen, P.; Sundstrom, L.; Swedberg, G.; Skold, O.; “Trimethoprim and sulfonamide
resistance”. Antimicrob. Agents. Chemother. 39:279-289,1995.

Skold, O. “Resistance to trimethoprim and sulfonamides”. Vet. Res. 32:261-273, 2001.

Huovinen, P. “Resistance to trimethoprim- sulfamethoxazole”. Clin. Infect. Dis.
32:1109-1113, 2001.

Byrne-Bailey, K.G.; Gaze, W.H.; Kay, P.; Boxall, B.; Hawkey, P.M.; Wellington,
E.M.H. “Prevalence of sulfonamide resistance genes in bacterial isolates from manured
agricultural soils and pig slurry in the United Kingdom”. Antimicrob. Agents.
Chemother. 53:696-702, 20009.

Perreten, V.; Boerlin, P. “A new sulfonamide resistance gene (sul3) in Escherichia coli
is widespread in the pig population of Switzerland”. Antimicrob. Agents. Chemother.
47:1169-1172, 2003.

Carattoli, A. “Resistance plasmid families in Enterobacteriaceae. Antimicrob. Agents.
Chemother. 53:2227-2238, 2009.

Frost, L.S.; Leplae, R.; Summers, A.O.; Toussaint, A. “Mobile genetic elements: the
agents of open source evolution”. Nat. Rev. Microbiol. 3:722—-732, 2005.

0Ojo, K.K.; Kehrenberg, C.; Schwarz, S.; Odelola, H.A. “Identification of a complete
dfrA14 gene cassette integrated at a secondary site in a resistance plasmid of
uropathogenic Escherichia coli from Nigeria”. Antimicrob. Agents. Chemother.
46:2054-2055, 2002.

Guzman, M.; Alonso, G. “Caracterizacion de la region variable de integrones clase 1
presentes en cepas nosocomiales de Klebsiella pneumoniae”. Rev. Méd. Chile. 138:
322- 329, 2010.

Inoue, H.; Nojima, H.; Okayama, H. “High efficiency transformation of Escherichia
coli with plasmids”. Gene. 96:23-28, 1990.

Anantham, S.; Hall, R.M. “pCERCI, a small, globally disseminated plasmid carrying
the dfrAl14 cassette in the strA gene of the sul2-strA-strB gene cluster”. Microb. Drug.
Resist. 18: 364-371, 2012.

Niyogi, S.K. “Increasing antimicrobial resistance - An emerging problem in the
treatment of shigellosis”. Clin. Microbiol. Infect. 13:1141-1143, 2007.

65



49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

S7.

58.

99.

Brolund, A.; Sundqvist, M.; Kahlmeter, G.; Grape, M. “Molecular characterisation of
trimethoprim resistance in Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae during a two
year intervention on trimethoprim use”. PLoS One. 5: 1-5, 2010.

Bean, D.C.; Livermore, D.M.; Papa, I.; Hall, L.M.C. “Resistance among Escherichia

coli to sulphonamides and other antimicrobials now little used in man”. J. Antimicrob.
Chemother. 56:962-964, 2005.

Adesiji, Y.O.; Deekshit, V.K.; Karunasagar, 1. “Antimicrobial-resistant genes
associated with Salmonella spp. isolated from human, poultry, and seafood sources”.
Food Sci. Nutr. 2:436-442, 2014,

Blahna, M.T.; Zalewski, C.A.; Reuer, J.; Kahlmeter, G.; Foxman, B.; Marrs, C.F. “The
role of horizontal gene transfer in the spread of trimethoprim-sulfamethoxazole
resistance among uropathogenic Escherichia coli in Europe and Canada”. J.
Antimicrob. Chemother. 57:666-672, 2006.

Kerrn, M.B.; Klemmensen, T.; Frimodt-Mgller, N.; Espersen, F. “Susceptibility of
Danish Escherichia coli strains isolated from urinary tract infections and bacteraemia,
and distribution of sul genes conferring sulphonamide resistance”. J. Antimicrob.
Chemother. 50:513-516, 2002.

Teichmann, A.; Agra, H.N.D.C.; Nunes, L.D.S.; da Rocha, M.P.; Renner, J.D.P.;
Possuelo, L.G. “Antibiotic resistance and detection of the sul2 gene in urinary isolates
of Escherichia coli in patients from Brazil”. J. Infect. Dev. Ctries. 8:39-43, 2014.

Barg, N.L.; Register, S.: Thomson, C.; Amyes, S. “Sequence identity with type VIII and
association with 1S176 of type Ilic dihydrofolate reductase from Shigella sonnei”.
Antimicrob. Agents. Chemother. 39:112-116, 1995.

Chiou, C.S.; Jones, L. “Expression and identification of the strA-strB gene pair from
streptomycin-resistant Erwinia amylovora”. Gene. 152:47-51, 1995.

Huang, Y.; Michael, G.B.; Becker, R.; Kaspar, H.; Mankertz, J.; Schwarz, S.; Runge M.
“Pheno- and genotypic analysis of antimicrobial resistance properties of Yersinia
ruckeri from fish”. Vet. Microbiol. 171:406-412, 2014.

Bossé, J.T.; Li, Y.; Walker, S.; Atherton, T.; Fernandez Crespo, R.; Williamson, S.M.;
“Identification of dfrAl4 in two distinct plasmids conferring trimethoprim resistance in
Actinobacillus pleuropneumoniae”. J. Antimicrob. Chemother. 70:2217-2222, 2015.

Ye, C.; Lan, R.; Xia, S.; Zhang, J.; Sun, Q.; Zhang, S.; “Emergence of a new multidrug-
resistant serotype X variant in an epidemic clone of Shigella flexneri”. J. Clin
Microbiol.48:419-426, 2010.

66



60.

61.

62.

Kehrenberg, C.; Schwarz, S. “Nucleotide sequence and organization of plasmid
pMVSCSI from Mannheimia varigena: identification of a multiresistance gene cluster”.
J. Antimicrob. Chemother. 49:383-386, 2002.

Kehrenberg, C.; Tham, N.T.T.; Schwarz, S. “New Plasmid-Borne Antibiotic Resistance
Gene Cluster in Pasteurella multocida”. Antimicrob. Agents. Chemother. 47:2978—
2980, 2003.

Mensa, L.; Marco, F.; Vila, J.; Gascon, J.; Ruiz, J. “Quinolone resistance among
Shigella spp. isolated from travellers returning from India”. Clin. Microbiol. Infect.
14:279-281, 2008.

67



12. ANEXO.

UNIVERS,IDA],) DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

CERTIFICACION

El Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos, en sesién del
11 de septiembre, certifica y autoriza la utilizacion de cepas de Shigella sonne;,
durante la realizacion del proyecto titulado: “Population dynamics of Shigella
sonnei Strains in Chile: Emerging of a new pathogen?”. (Dinamica de las
poblaciones de cepas de Shigella sonnei circulantes en Chile. Un llamado
de alerta a la aparicion de patogenos emergentes)”, cuyo Investigador
Responsable es la Dra. Cecilia Toro U., del Programa Disciplinario de
Microbiologia y Micologia, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Este proyecto no involucra muestras de sangre, tejidos ni material
bioldgico humanos. Se trabajara con alrededor de 400 cepas de S. sonnei que
pertenecen a la coleccién del Programa de Microbiologia y Micologia, aisladas en
distintos lugares de Chile y obtenidas en un periodo de casi 20 afios (desde 1995 a
la fecha), incluyendo en esta coleccion cepas cedidas por el Instituto de Salud
Publica de Chile (ISP) y cepas de otros lugares del mundo cedidas por el
Dr. Frangois-Xavier Weill, del Centro de Referencia Nacional Francés para
Escherichia colj, Shigella y Salmonella, del Instituto Pasteur, Paris-Francia.

Se extiende el presente certificado a peticion de la interesada, para

ser presentado en el Concurso Fondecyt 2013.
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