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RESUMEN

Se han descrito aislados de Vibrio cholerae resistentes a una amplia variedad de
antibidticos. En Venezuela, durante el brote de coélera ocurrido entre noviembre de
1998 y enero 2000 fueron reportados por primera vez aislados de V. cholerae O1
resistentes a ampicilina, trimetoprim-sulfametoxazole. Usando experimentos de
conjugacion se determind la capacidad de transferir los determinantes de
resistencia a ampicilina y trimetoprim-sulfametoxazole en 11 aislados. La
visualizacion de plasmidos se realiz6 utilizando la digestion con nucleasa S1 y
electroforesis en campo pulsante. La presencia de integrones de clase 1 fue
establecida por PCR y se obtuvo la secuencia de la region variable del integron.
Los determinantes de resistencia fueron transferidos en un plasmido conjugativo
de aproximadamente 170 kbp, comun a todos los aislados. La resistencia a
trimetoprim esta codificada en el gen dfral5, el cual se encuentra en un integron
clase 1 presente en el plasmido. En este estudio, se caracterizd la localizacién
genética de los determinantes que codifican la resistencia a los antibiéticos, y al
conocer el mecanismo probable de dispersion de los determinantes de resistencia
se podran implementar medidas de control mas adecuadas.

Palabras clave: Colera, Vibrio cholerae, resistencia a antibidticos, Plasmido,
Integron Clase 1, Trimetoprim, dfralb
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ABSTRACT

Vibrio cholerae has been reported to be resistant to a wide range of antibiotics. V.
Cholerae O1 strains resistant to ampicillin, trimethoprim-sulfamethoxazole were
isolated for the first time in Venezuela during a cholera outbreak that occurred
between November 1998 and January 2000. Using conjugation experiments, the
capacity of transfer of the resistance determinants in 11 strains resistant to
ampicillin and trimethoprim-sulfamethoxazole was investigated. Plasmid analysis
was done by S1 nuclease digestion and pulsed field gel electrophoresis. The
presence of class 1 integrons was determined by PCR and the sequence of the
gene harbored in the variable region of the integron was obtained. The antibiotic
resistance determinants were transferred by a conjugative plasmid of
approximately 170 kbp, common to all the isolates. Resistance to trimethoprim is
encoded by the dfral5 gene that is harbored by a class 1 integron present in the
plasmid. In this study, the genetic location of the determinants that code for
resistance to antibiotics was characterized, and knowing the probable mechanism
of dispersion of the determinants of resistance, control measures can be
implemented most appropriate

Key words: Cholera, Vibrio cholerae, resistance to antibiotics, Plasmid, Class 1
integron, Trimethoprim, dfral5
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INTRODUCCION

El célera es una enfermedad infecciosa aguda epidémica que es causada por
Vibrio cholerae de los serogroupos Ol y O139. Desde el inicio de la séptima
pandemia de colera de Latinoamérica (1), se han producido tres brotes epidémicos
en Venezuela. La resistencia de V. cholerae a una amplia variedad de antibiéticos
se ha reportado en varios paises. Sin embargo, en Venezuela, aislados resistentes
a ampicilina, trimetoprim y sulfametoxazole fueron reportados por primera vez
durante el tercer brote de colera ocurrido entre 1998 y 2000 (2). Este reporte es de
gran importancia para el manejo de salud publica, en virtud que la emergencia de
la resistencia a multiples drogas es un problema clinico severo y en aumento, que
limita tanto el tratamiento como la contencién del cdlera, tal como se observo por
el incremento de la tasa de mortalidad desde 1% a 5,3% durante la epidemia de
cblera en Guinea-Bissau entre 1996 y 1997 (3).

Desde la introduccion de los antibidticos para el tratamiento de las enfermedades
infecciosas, la resistencia a estos farmacos se ha diseminado draméticamente
entre las bacterias patdgenas. El principal mecanismo involucrado en esta
diseminacién es la movilizaciéon horizontal de material genético entre los distintos
géneros y especies bacterianas. En V. cholerae, los determinantes de resistencia
se han reportado principalmente asociados con plasmidos auto-transferibles (3-5).

Los integrones son elementicos genéticos que también se han reportado como
promotores de la diseminacion de los mecanismos de resistencia. Se han
identificado una variedad de integrones de acuerdo con la integrasa que codifican.
Los integrones de clase 1 contienen, aparte del gen de la integrasa (intl), el sitio
attL, en el cual el casete genético se inserta mediante mecanismos de
recombinacién especifica de sitio, ademas de portar una secuencia promotora que
permite la expresion del gen insertado (6). Dentro de la estructura del integrén
clase 1 se han descrito dos regiones conservadas, el segmento conservado 5’ (5’-
CS) y el segmento conservado 3" (3’-CS). Estos dos elementos delimitan la regién
variable que porta los genes insertados que usualmente codifican para
determinantes de la resistencia a los antibioticos (7).

Los integrones de clase 1 estan ampliamente distribuidos en las cepas de V.
cholerae multirresistentes. Dalsgaard y col., reportaron que aislados de V.
cholerae Ol resistentes a sulfonamidas y estreptomicina obtenidos en Vietham
después de 1990, portaban un integron clase 1 (3). En un estudio posterior, los
mismos autores, reportaron la existencia de diversos integrones clase 1 en
aislados clinicos y ambientales de V. cholerae no-O1/no-O139, los cuales
portaban los casetes génicos aadB, aadA2, blaP1, dfrAl and dfrAl5 (8). Falbo y
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col., demostraron la existencia de integrones de clase 1 localizados en el
cromosoma de aislados de V cholerae O1 que contenian el casete génico aadAl
(9). Posteriormente, la presencia de los casetes génicos dfrA5 y dfrA12, aac(6’)-lb
y ereA2 fueron reportados por primera vez en un integron de clase 1 en aislados
de V. cholerae no O1/no 0139 obtenidos en la India (10). Mas aun, el cambio en el
patron de sensibilidad de los aislados de V. cholerae O1 en Laos desde 1993 al
2000 fue atribuido a la presencia de un integron de clase 1 que portaba el casete
génico aadAl (11).

A partir de 1992, otro elemento genético, conjugativo e integrado al cromosoma
(ICE), asociado con la diseminacion de determinantes de resistencia a los
antimicrobianos fue descrito en V. cholerae. Este elemento fue reportado por
primera vez en V. cholerae 0139, una nueva cepa epidémica que emergio en el
sub-continente indio, la cual desplaz6 a V. cholerae O1 El Tor como la principal
causa de cdlera por aproximadamente seis meses. Este elemento es capaz de
auto-transferirse por conjugacion y porta los determinantes de resistencia para
trimetoprim, estreptomicina, sulfametoxazole y cloranfenicol (12). El gen int que se
encuentra en el extremo 5’ del elemento codifica una integrasa que permite su
transferencia (13). V. cholerae O1 El Tor re-emergié como la cepa dominante,
pero mostraba la resistencia a trimetoprim, sulfametoxazole y estreptomicina, a
través de la adquisicion del elemento ICE (14). Desde 1994, ICE ha sido reportado
en aislamientos de V. cholerae O1 en Mozambique, Suréafrica (15) y Laos (11).

En Venezuela no se han hecho reportes de la presencia de plasmidos, integrones
o elementos ICE en aislados de V. cholerae. El objetivo de este estudio fue
determinar la presencia de estos elementos en 11 aislados de V. cholerae O1,
obtenidos durante el brote de colera ocurrido en Venezuela desde 1998 hasta
2000, y su asociacion con la aparicion de la multirresistencia.

MATERIALES Y METODOS

Aislados Bacterianos. Se utilizaron once aislados de Vibrio cholerae O1 biotipo
El Tor representativos de los aislados obtenidos de pacientes durante el brote de
coblera ocurrido desde 1998 a 2000 (Tabla 1). Los aislados estan depositados en el
Departamento de Bacteriologia del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”,
Caracas. Los aislados bacterianos fueron almacenados a -80 °C en caldo
tripticasa de soya (Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA) que contenian 20%
(vol/vol) de glicerol. La resistencia de los aislados a ampicilina y trimetoprim-
sulfametoxazole fue confirmada luego de la recuperacion por el método de Bauer
et al. (16). Los discos de antibiéticos utilizados fueron ampicilina (AM) (10 ug) y
trimetoprim-sulfametoxazol (TMP) (25 ug), las cepas fueron clasificadas como
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resistentes segun los criterios interpretativos recomendados por el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (17).

Las otras cepas empleadas en el estudio fueron: V. cholerae 0139
(amablemente donada por la Dra. Dos Praceres, Instituto FioCruz, Rio de Janeiro,
Brasil) como control positivo del elemento ICE; E. coli K12-J56 (amablemente
donada por el Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos, Caracas,
Venezuela) como cepa receptora en los experimentos de conjugacion; y E. coli
TM7 (amablemente donada por la Dra. Militza Guzméan, Universidad de Oriente,
Venezuela) como control positivo para la presencia de integrones clase 1.

Transferencia de la Resistencia a Antibioticos. Cada aislado de V. cholerae O1
y E. coli transconjugante fue probado para la resistencia a los antibiéticos (Sigma-
Aldrich CO, St. Luis, USA). Se utilizé la cepa resistente a rifampicina Escherichia
coli K12-J56 (F lac*,RIFR) como receptora en los experimentos de conjugacion
para los aislados de V. cholerae O1. Los experimentos de conjugacion fueron
realizados mediante la mezcla de aislados donantes y receptora en una relacion
1:5 en caldo Luria Bertani (LB), y fueron incubados sobre un filtro de Millipore en
placas no selectivas de agar LB a 37°C por toda la noche. Luego de la
conjugacion, las bacterias fueron sembradas en agar MacConkey selectivo que
contenia los antibioticos apropiados. La frecuencia de transferencia fue expresada
como el numero de células receptoras resistentes por célula donante en la mezcla
de conjugacion

Andlisis de Plasmidos. La visualizaciéon de pladsmidos en los aislados de V.
cholerae y en las E. coli transconjugantes se realizé utilizando el método de
nucleasa S1y electroforesis de campo eléctrico pulsante (PFGE-S1) (18).

Pruebas de PCR. La amplificacion de los genes en estudio se realiz6 mediante
PCR utilizando un lisado bacteriano como fuente de ADN molde. En resumen, las
células bacterianas se crecieron en 5 ml de caldo infusibn corazon (Difco
Laboratories, Detroit, Michigan, USA) durante la noche. Posteriormente, 1 ml de
las células bacterianas fueron recolectadas por centrifugacién. El sedimento
bacteriano fue resuspendido en 1000 pl de agua destilada estéril y hervido por 10
min a 95°C. Posterior a la lisis, los restos celulares fueron removidos por
centrifugacion y el sobrenadante que contiene el templado de ADN fue
almacenado -20°C hasta su uso. Para cada PCR se utilizaron 2 pl de este ADN
molde. Los cebadores utilizados se indican en la Tabla 2 (Invitrogen, Life
Technologies, USA). Las pruebas de PCR fueron realizadas utilizando condiciones
de reaccion estandares en un volumen total de 25 pl. Adicionalmente, en cada
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corrida de PCR se incluyeron controles positivos y negativos. Los productos
amplificados fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa en 40
mM Tris-[2] Acetate, 1 mM EDTA.

Deteccion de ICE. La busqueda de la presencia del elemento ICE se realizo
utilizando los cebadores descritos previamente que producen un fragmento de 592
bp de la integrasa (Tabla 2) (18). La deteccion de los genes presentes en ICE que
confieren resistencia a trimetoprim-sulfametoxazole se realiz6 mediante PCR
usando cebadores descritos previamente (Tabla 2) (19).

Deteccidén de integrones clase 1 por PCR. Todos los aislados fueron probados
para detectar la presencia de integrones clase 1 mediante el uso de iniciadores
que delimitan las regiones conservadas 3" y 5’ de estas estructuras (Tabla 2) (20).
La prueba fue realizada tal como se describi6 previamente (20), con ligeras
modificaciones, para permitir que se obtuvieran productos de amplificacion
mayores de 1.000 pb, aumentando el tiempo de extensiébn en cada ciclo de
amplificacion a 3 minutos.

Obtencién de la secuencia nucleotidica de los genes de resistencia. Con el fin
de discriminar si los distintos aislamientos portan casetes génicos idénticos, los
productos de PCR del mismo tamario fueron analizados utilizando PCR-RFLP con
una variedad de endonucleasas (resultados no mostrados). Posteriormente, los
productos de PCR fueron purificados por el sistema Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up Sistem (Promega, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Finalmente se eluy6 el ADN purificado, se guardd en un tubo de micro centrifuga
estéril y se conservdo a —20 °C hasta su uso. La secuencia nucleotidica fue
determinada en la Unidad de Estudios Genéticos y Forenses (UEGF) del IVIC,
Caracas, Venezuela, utilizando un secuenciador de acidos nucléicos Perkin-Elmer
modelo ABI PRISM™ 377, usando protocolos estandares de secuenciacion. La
secuencia de nucleotidos de los productos fueron revisados con el programa
Chromas Lite 2.01 (http://www.technelysium.com.au) para determinar la calidad de
la secuencia segun el tamafio y superposicion de los picos de sefal obtenidos.
Una vez que se determind aquellas secuencias con la calidad suficiente para ser
analizadas se determiné las coincidencias nucleotidicas entre ellas mediante el
programa CLUSTALW?2 Multiple Sequences Aligment
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Posteriormente, se utilizé el programa
BioEdit (http://www.mcbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.ntml) para determinar la
similitud entre las secuencias obtenidas y descartar posibles errores de lectura.
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Para analizar la identidad de la secuencia consenso se realiz6 la comparacién con
el banco de genes (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ ) utilizando el
software BLAST (21).

RESULTADOS

La fecha, el lugar de obtencién y el patron de resistencia a los antibioticos
de los aislados de V. cholerae utilizados en el presente estudio se muestran en la
tabla 1. El patron de resistencia corresponde a lo reportado previamente (2).
Todos los aislados, aunque se obtuvieron de diferentes localidades y fechas
durante el brote, mostraron antibiogramas idénticos. Tomando en consideracién
que la resistencia a las drogas se asocia con elementos genéticos moviles,
realizamos experimentos para demostrar la movilidad de los determinantes de
resistencia. Los experimentos de conjugacion entre los aislados V. cholerae y E.
coli K-12 mostraron crecimiento de transconjugantes con un promedio de
frecuencia de 7 x 10 transconjugantes por donante utilizando como marcador de
transferencia la ampicilina (AMP) y 9 x 10 transconjugantes por donante al
utilizar como marcador trimetoprim-sulfametoxazole (TMP-SUL) (Tabla 1). Todas
las bacterias transconjugantes exhibieron antibiogramas idénticos, demostrando la

co-transferencia de la resistencia a los antibioticos.

El analisis del contenido de los plasmidos utilizando PFGE-S1 demostro
que cada aislado de V. cholerae contiene un plasmido grande, de
aproximadamente 170 kbp (Figura 1). El andlisis del contenido de los plasmidos
en las transconjugantes demostré que el plasmido de 170 kbp habia sido
transferido a la cepa receptora (Figura 1). Estos resultados sugieren la presencia
de un plasmido conjugativo comun, que porta los determinantes de resistencia.

Tomando en consideraciébn que se ha reportado que las cepas de V.
cholerae que portan el elemento ICE son resistentes a trimetoprim vy
sulfametoxazole, investigamos si la resistencia a este antibiético en los aislados
clinicos obtenidos durante el brote de coOlera de Venezuela en el periodo 1998-
2000 podria deberse a la presencia de este elemento. Todos los aislados de V.
cholerae resultaron negativos para la busqueda del gen int, que codifica para la
integrasa especifica del elemento ICE. M&s aun, los aislados también resultaron
negativos para la busqueda de los genes dfrA18 y sulll los cuales codifican la
resistencia a trimetoprim y sulfametoxazole, respectivamente, y que estan
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contenidos en el elemento ICE. Estos resultados indican que el elemento no
estaba presente en los aislados obtenidos en Venezuela, y por lo tanto debe ser
un tipo diferente de genes, cuyos productos confieren la resistencia a trimetoprim
y sulfametoxazole, y que deberia estar en el plasmido transferido por conjugacion.

Teniendo en cuenta que la mayoria de las cepas que son resistentes a los
antibiéticos contienen integrones, examinamos los aislados para la presencia de
estos elementos. Todos los aislados bacterianos analizados, tanto V. cholerae
como E. coli transconjugantes, contienen un integron de clase 1. El producto
obtenido por PCR tiene un tamafio de 750-800 pb (resultados no mostrados).
Todos los amplicones obtenidos mostraron el mismo patrén de restriccion con las
enzimas ensayadas (resultados no mostrados). El andlisis de la secuencia
nucleotidica del producto de amplificacion revel6 que contenia un marco abierto de
lectura, flanqueado por el sito de recombinacién especifico de integron de clase 1,
y la secuencia conservada de la porcidon terminal 3"con el elemento de 59-bases,
sugiriendo la presencia de un casete génico insertado en la region variable del
integron de clase 1 (Figura 2). La secuencia del casete génico tuvo un similitud del
100% al gen dfrA15 el cual codifica la resistencia a TMP (22).

DISCUSION

El brote de cdlera ocurrido en Venezuela en 1998-2000 fue causado por
aislados de Vibrio cholerae O1 El Tor resistentes a ampicilina y trimetoprim-
sulfametoxazole, en contraste con el patréon de sensibilidad responsable por los
brotes anteriores (2). En este estudio, los experimentos de conjugacion
demostraron que todos los aislados ensayados fueron capaces de transferir los
determinantes que codifican las proteinas responsables para la resistencia a los
antibioticos a la cepa receptora E. coli, con una frecuencia comparable con lo
reportado anteriormente (23).

La co-transferencia de la resistencia a trimetoprim-sulfametoxazole y
ampicilina desde la cepa epidémica de V. cholerae O1 a la cepa receptora, indica
gue los genes que confieren la resistencia a estos antibidticos pueden estar
contenidos en un uUnico elemento genético, o en elementos separados que se
transfieren de manera simultanea. Se ha reportado que el elemento ICE como
responsable para la resistencia a cloranfenicol, estreptomicina, sulfametoxazole y
trimetoprim en V. cholerae 0139 y O1 en el sub-continente Indio (9-11). Debido a
gue los aislados de V. cholerae O1 durante el brote 1998-2000 en Venezuela
fueron resistentes a sulfametoxazole y trimetoprim, fueron analizados para la
busqueda del elemento ICE. Sin embargo, nuestros resultados mostraron que la
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resistencia a los antibidticos observada en los aislados analizados no fue debida a
la presencia de un elemento ICE convencional.

El analisis de plasmidos en los aislados en estudio y sus transconjugantes
permitié la deteccion de un plasmido transferible de aproximadamente 170 kbp. Se
ha reportado la presencia de plasmidos con pesos moleculares desde 54 a 150
kbp en aislados de V. cholerae O1 y no O1/no 0139 obtenidos en Asia, Africa,
Europa y Suramérica, con predominio de un elemento de 150 kbp (10).

La secuencia de nucleotidos de la region variable incluido en el integron
clase 1 demostro la presencia del casete génico dfrAl5, que codifica para una
dihidrofolato reductasa tipo 15, que confiere resistencia a trimetoprim. Este gen fue
descrito por primera vez contenido en un intregon de clase 1 presente en un
plasmido en una cepa entérica comensal de E. coli en Suréafrica y confiere alta
resistencia a trimetoprim (22). El casete génico dfrAl5 ha sido detectado
anteriormente en varias cepas de V. cholerae aisladas de Tailandia y Angola (24).
Sin embargo, este es el primer reporte de este gen en un aislado de V. cholerae
causante de infeccion en humanos en Venezuela.

Sulfonamidas y trimetoprim son antibioticos econémicos que tienen efecto
sinergistico y que se usan combinados para una amplia variedad de infecciones
bacterianas. En Venezuela, la existencia y diseminacion de casetes génicos de
resistencia a trimetoprim es particularmente preocupante, pues trimetoprim-
sulfametoxazole es el tratamiento habitual para la diarrea tanto en nifios como en
mujeres embarazadas. Nuestros resultados sugieren que la diseminacion de
genes de resistencia a trimetoprim entre aislados clinicos es probablemente
mediada por integrones contenidos en plasmidos moviles. Mas adn, el uso
combinado de estos antibiéticos podria jugar un papel importante en la adquisicién
y mantenimiento de los casetes génicos de resistencia a trimetoprim, producto de
la seleccion de integrones de clase 1 que portan el gen sull.

El determinante de resistencia a ampicilina no esta asociado al integron clase 1
detectado. La resistencia a ampicilina fue transferida por conjugacion, sugiriendo
su posible localizacion en el plasmido conjugativo de 170 kb mostrado o en algin
otro elemento movilizable no detectado en este estudio.

Nuestros resultados confirman que la multirresistencia a los antibibticos
observada en aislados de V. cholerae O1 EIl Tor Inaba responsable del brote de
colera entre 1998 a 2000 en Venezuela estd codificada en un elemento
transferible que es capaz de diseminarse de diferentes maneras. Esta informacion
es de vital importancia para el establecimiento de politicas publicas necesarias
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para el instaurar las medidas de control a tomar en caso de futuros brotes.
Estudios futuros deberan establecer si la cepa de V. cholerae O1 multirresistente
provino de paises vecinos, o fue una cepa local que adquirié los determinantes de
resistencia por transferencia horizontal a partir de otras bacterias presentes en
Venezuela, que comparten el mismo habitat.
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Tabla 1. Aislados de V. cholerae O1 utilizados, antibiograma y frecuencia de transferencia por conjugacion

Frecuencia de

Frecuencia de

Fechay lugar de aislamiento Aislado Perfil de resistencia transferencia transferencia
(AMP) (TMP-SUL)
Noviembre 1998 Delta Amacuro (Pedernales) 54990 AMP, TMP-SUL 6,1 x 10 1,6 x 10
Enero 1999 Delta Amacuro (Pedernales) 55037 AMP, TMP-SUL 3,1x10* 7,5x10*
Enero 1999 Delta Amacuro (Pedernales) 55315 AMP, TMP-SUL 8,3x 103 2,3x 104
Agosto 1999 Nueva Esparta (Salamanca) 57872 AMP, TMP-SUL 7,2x10° 1,2x 104
Agosto 1999 Nueva Esparta (Salamanca) 57874 AMP, TMP-SUL 3,5x10° 6,3 x10°
Agosto 1999 Nueva Esparta (Salamanca) 57875 AMP, TMP-SUL 5,8 x 103 3,4 x 103
Agosto 1999 Nueva Esparta (Salamanca) 57881 AMP, TMP-SUL 6,6 x 10 7,2x10°
Noviembre 1999 Monagas (Maturin) 58705 AMP, TMP-SUL 15x10° 1,1x10%
Diciembre 1999 Monagas (Maturin) 60003 AMP, TMP-SUL 8,6 x 103 8,6 x 106
Diciembre 1999 Miranda (Ocumare del Tuy) 58852 AMP, TMP-SUL 4,0 x 10 3,4 x 10°%
Enero 2000 Caracas (El Valle) 59195 AMP, TMP-SUL 2,1x 104 4,8 x 10

AMP, ampicilina; TMP-SUL, trimetoprim-sulfametoxazole
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Tabla 2. Cebadores para la PCR utilizados en este estudio.

Cebador Secuencia Gen diana Tamano del Referencia
(5°-3’) amplificado (bp)

INT1 GCT GGA TAG GTT AAG GGC GG int 569 18

INT2 CTC TAT GGG CAC TGT CCACAT TG

SUL2-F AGG GGG CAGATGTGATCG AC sulll 625 18

SUL2-B TGT GCG GAT GAA GTC AGC TCC

TMP-F TGG GTAAGA CACTCG TCATGG G dfrA18 388 18

TMP-B ACT GCC GTT TTC GAT AAT GTG G

5CS GGC ATC CAA GCA GCA AG 5-CS Variable 19

3'CS AAG CAG ACT TCA CCT GA 3CS
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194 kb

194 kb
145.5kb 145.5kb
97 kb 97 kb
48.5kb 48.5kb

Figura 1. Electroforesis en campo eléctrico pulsante con nucleasa S1; (A)
V. cholerae 55315; (B) E. coli transconjugante T-55315; (M) Marcador de
peso molecular concatameros del fago A desde 48,5 a 970 kb; kb,
Kilopares de bases.
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Query 3 |ECRATCCRRGT ARG R AEIEEE T TR OGO G T GEGTCGATE TT TEATGTTAT GRRAGCAGCRE

(=31
]

porcion conservads 5
Query...£3 CGATCTTACCCACCAGCCCACTCGCCCTAAARCAANCTTALCCCCTARGGAAGTATCGTS 122
------ ROrEIGN conservadas -/
Query...123 ARACTATCACTAATGGCAGCARTTTCGARMGARTEGACTTATCEGAALT|cacaTaTT 182
J gen drfals
Query...l83 CCATGGACTGCCAAAGEGGAACAATTACTCTTCAARMGCGATTACCTATAATCACTECCTT 242
gen drfals
guery...243 TTGCTcrnacacTT TOGAGTC AR TEGGEECTTTACCCAACCGRRARTATEOCGTT 302
gen difdls
Query...303 GIALCTCGTICAAGCTTCACTTCCAGTGLTGLGAATGTATTGETATTTCCATCTATCGAT 3262
gen difdls
Query.. 363 GAAEEEETAANTCATCTGALGACGATRACGGLTCATCTGATTGTCTCTGGTGGTGETGRA 422
gen difals
Query.. 423 ATATACAAMNACCCTCATCGATARACTTGATACTITACATATTTCAACAATCCACATIGAG 482
gen drfAls
Query.. 483 CCAGAACCTCATGTCTATTTTCCACARATCCCCACTACTTTTARCTTTTIAGCCAR 542
gen drfAls
Query.. 543 GACTTCGIGICTAACATARATTATACTTACCAAATCTGECARMACCETTAMARGTCGCR 602
gen drfAl5——————— /

Jj-elemento-59 hases-

Guery..£03 GCAACTGACCGCCALAAGTGICACTTGTTTTGOCARARAGCCGECARARCIREEEECILT 662
elementy de 59 -bases

Query. f63 TITGTCEGCAGCTGTECCAGGCETTAGATGCACTARGCACATANTTTCTCACAGCCARAC 722

-£lemento de 59 bases/-———- region conservada 3’
Query 723 TATCAGGIHERGICIGIT 740
— /

Figura 2. Secuencia “consenso” del elemento movil insertado en el
integron clase 1. Los numeros a los lados indican el numero de
nucleétido de inicio y culminacion. Del nucleétido 1 a 97 es la region
conservada 57, que incluye del nucledtido 1 al 17, anclaje del iniciador
5°CS, se distingue incluido en el rectangulo. Del nucle6tido 98 al 683 se
encuentra el casete geénico dfrAl15. Del nucledtido 133 al 591 el gen
drfA15. El coddén de inicio ATG subrayado y resaltado en amarillo. Del
nucledtido 586 al 683 se encuentra el elemento de 59-bases. Del
nucleétido 684 al 739 la regidon conservada 3", que incluye del nucleétido
725 al 738, anclaje del iniciador 3°CS, se distingue incluido en el
rectangulo. Las posiciones de los sitios de restriccion de la enzima Haelll
(posiciones 173, 252 y 528), se indican subrayadas y resaltadas en rojo.
Las posiciones de los sitios de restriccidén de la enzima Hhal (posiciones
22,369y 658) se indican subrayadas y resaltadas en verde.
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