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RESUMEN

La resistencia a los compuestos antibacterianos es un grave problema en la
sanidad moderna, tanto humana como animal. Estd ampliamente demostrado que
la resistencia a los antibidticos surgio hace millones de afos en bacterias
productoras de estos compuestos o en sus competidoras. No obstante, la
resistencia a los agentes antibacterianos sintéticos no se puede explicar por el
mismo mecanismo, ya que no se producen de forma natural. Por consiguiente, se
ha asumido que la resistencia a este tipo de compuestos emergio y ha evolucionado
rapidamente a partir de su aplicacion en la terapia antibacteriana. La resistencia
clinica a las sulfamidas y al trimetoprim se debe principalmente a la presencia de
los genes moviles sul y dfr, respectivamente. Estos genes codifican versiones
alternativas y funcionales de las enzimas dihidropteroato sintasa y dihidrofolato
reductasa que no son inhibidas por la accion de estos antibacterianos, a diferencia
de los genes bacterianos folP y folA que codifican las variantes cromosomicas de

estos enzimas, tipicamente sensibles a los citados agentes quimioterapéuticos.

El objetivo central de la presente Tesis Doctoral ha sido la identificacion del
origen de los genes que confieren resistencia clinica a las sulfamidas y al
trimetoprim, asi como el andlisis del proceso evolutivo que ha dado lugar a las

actuales variantes enzimaticas.

Para ello, se han analizado las secuencias de los genes sul y su entorno para
detectar elementos que permitiesen la elucidacion de su origen. De este modo, se
ha identificado un motivo Sul presente en las secuencias de las proteinas
codificadas por los genes méviles sull, sul2 y sul3, que confieren resistencia a las
sulfamidas, asi como la asociacidn fisica en multiples plasmidos del gen sul2 con
un fragmento del gen glmM que codifica una fosfoglucomutasa. El estudio
comparativo de las secuencias de los genes folP cromosomicos de todo el dominio
Bacteria ha permitido identificar la presencia del motivo Sul en las proteinas

codificadas en los genes folP de dos familias bacterianas: Rhodobiaceae y



Leptospiraceae. El andlisis filogenético de las proteinas FolP/Sul y GImM ha
establecido claramente que los genes sul1-2 y sul3 se originaron mediante sendos
procesos de movilizacion independientes de los genes folP cromosdmicos
presentes, respectivamente, en Rhodobiaceae y Leptospiraceae. Asimismo, los ensayos
in vitro han revelado que los genes folP codificados en Rhodobiaceae y en
Leptospiraceae confieren resistencia a sulfamidas. Estos resultados indican que la
resistencia a las sulfamidas es ancestral y anterior a la introduccion clinica de este

antibacteriano.

Por otro lado, se analiz6 el origen y evolucion de los genes moviles dfrA
que confieren resistencia al trimetoprim. Al contrario de lo descrito para los genes
sul, los resultados obtenidos en el analisis de las secuencias existentes de genes
dfrA moviles indican que éstos se han originado mediante multiples eventos de
transferencia lateral de genes folA cromosomicos. Asimismo, se ha podido
establecer que muchos de los genes cromosdmicos folA predecesores de los dfrA
también confieren resistencia a trimetoprim. Todo ello revela que la resistencia a
trimetroprim determinada por elementos moviles se puede explicar por dos
procesos independientes y complementarios: i) la captaciéon de genes folA
cromosomicos movilizados, portadores de una mutacion ancestral responsable de
dicha resistencia originada en ausencia del quimioterapico, y ii) la transferencia de
genes mutantes espontaneos folA cromosdmicos, presentes en una poblacion
bacteriana coetdnea con la exposicion al citado antibacteriano, y habiendo sido

seleccionados por dicha exposicion.

Dada la ausencia de productores naturales de sulfamidas y trimetoprim,
este trabajo concluye que en el pangenoma bacteriano pueden existir genes
determinantes de resistencia frente a nuevos compuestos, que son susceptibles de
ser seleccionados, movilizados y diseminados rdpidamente tras la aplicacion

clinica de estos nuevos agentes quimioterapéuticos.



RESUM

La resistencia als compostos antibacterians és un greu problema a la sanitat
moderna, tant humana com animal. Esta ampliament demostrat que la resistencia
als antibiotics va sorgir fa milions d’anys a bacteris productors d’aquests
compostos o als seus competidors. No obstant aixo, la resistencia als agents
quimioterapeutics no es pot explicar pel mateix mecanisme, ja que no soén produits
de forma natural. Per tant, classicament s’ha assumit que la resistencia a aquest
tipus de compostos va emergir i va evolucionar rapidament a partir de la seva
aplicacion a la terapia antibacteriana. La resistencia clinica a les sulfamides i al
trimetoprim es deu principalment a la presencia dels gens mobils sul i dfr,
respectivament. Aquests gens codifiquen versions alternatives i funcionals dels
enzims dihidropteroat sintasa i dihidrofolat reductasa que no son inhibits per
I'accié d’aquests antibacterians, a diferencia dels gens bacterians folP i folA que
codifiquen les variants cromosomiques d’aquests enzims i que sén tipicament

sensibles als citats agents antibacterians.

L’objectiu central de la present Tesis Doctoral ha estat la identificacio de
I'origen dels gens que confereixen resisténcia clinica a les sulfamides i al
trimetoprim, aixi com 1’analisis del procés evolutiu que ha donat lloc a les variants

enzimatiques actuals.

Aixi, s’han analitzat les seqiiencies dels gens sul i el seu entorn amb
I’objectiu de detectar elements que permetessin I'elucidacié del seu origen. Com a
conseqiiencia d’aquesta analisi, s’ha identificat un motiu Sul present a les
seqliencies de les proteines codificades pels gens mobils sull, sul2 i sul3, que
confereixen resistencia a les sulfamides, aixi com la associacio fisica a multiples
plasmidis del gen sul2 amb un fragment del gen glmM que codifica una
fosfoglucomutasa. L’estudi comparatiu des les seqiiencies dels gens folP
cromosomics de tot el domini Bacteria ha permet identificar la presencia del motiu

Sul a les proteines codificades pels gens folP de dues families bacterianes:



Rhodobiaceae i Leptospiraceae. L’estudi filogenetic de les proteines FolP/Sul i GImM
ha establert clarament que els gens sul1-2 i sul3 es van originar mitjan¢ant sengles
processos de mobilitzacié independents dels gens folP cromosomics presents,
respectivament, a Rhodobiaceae i Leptospiraceae. Tanmateix, els experiments in vitro
han revelat que els gens folP codificats a Rhodobiaceae i Leptospiraceae confereixen
resistencia a les sulfamides. Aquests resultats indiquen que la resistencia a les

sulfamides és ancestral i anterior a la introduccio clinica d’aquest agent antibcteria.

D’altra banda, es va analitzar 'origen i la evolucié dels gens mobils dfrA
que confereixen resistencia al trimetoprim. Al contrari del que s"ha descrit pels
gens sul, els resultats obtinguts de 1’analisis de les seqiiencies dels gens dfrA mobils
indiquen que aquests s’han originat mitjancant events multiples de transferencia
lateral de gens folA cromosomics. Aixi mateix, s’ha pogut establir que la majoria
dels gens cromosomics folA predecessors dels dfrA també confereixen resistencia
al trimetoprim. Tot aix0 revela que la resistencia al trimetoprim determinada per
elements mobils es pot explicar per dos processos independents i complementaris:
i) la captacio de gens folA cromosomics, portadors d'una mutacion ancestral
responsable d’aquesta resistencia i que es va originar en absencia del
quimitoerapic, i ii) la transferencia de mutants espontanis cromosomics del gen
folA, presents a una poblacié bacteriana coetania amb 1’exposicié al citat

antibacteria, i havent estat seleccionats per aquesta exposicio.

Donada la abséncia de productors naturals de sulfamides i de trimetoprim,
aquests resultats aporten una nova perspectiva sobre la possible aparicié de
resistencia als agents quimioterapeutics de nova generaci6. Aquest treball conclou
que a 'ampli pangenoma bacteria poden existir gens determinants de resistencia
front a nous compostos, que sén susceptibles d’ésser seleccionats, mobilitzats i
disseminats rapidament, després de la introduccié clinica d’aquests nou agents

quimioterapeutics.



ABSTRACT

Antibacterial resistance is a pressing problem in human and animal
modern healthcare. It is widely accepted that antibiotic resistance originated
million years ago in either the microbes that naturally produce the antibiotics or
their competitors. However, resistance to synthetic chemotherapeutic agents
cannot be explained by this mechanism, since these drugs are not naturally
produced. Resistance to chemotherapeutic compounds is hence assumed to have
emerged and evolved rapidly following the clinical introduction of these
compounds. Resistance to sulfonamides and trimethoprim is mediated by mobile
sul and dfr genes, respectively. These genes encode resistant variants of the di-
hydro-pteroate synthase and di-hydrofolate reductase enzymes, in contrast to

chromosomal folP and folA genes encoding variants sensitive to these agents.

The overall objective of this Doctoral Thesis is the identification of the
chromosomal origin of genes conferring clinical resistance to sulfonamides and
trimethoprim, and the study of the evolutionary processes governing their

emergence and dissemination.

In this work, sul genes and their genetic neighborhoods have been analyzed to
uncover elements that enable the elucidation of their genetic origin. This analysis
has led to the identification of a Sul motif associated with sul-encoded proteins, as
well as the observation of a consistent genomic association of the sul2 gene with a
phosphoglucosamine mutase gene (g/mM) . The study of chromosomal folP genes
across the Bacteria domain revealed the presence of the Sul motif in the
chromosomal folP genes of two families: the Rhodobiaceae and the Leptospiraceae.
Phylogenetic analysis of FolP/Sul and GImM proteins established that the sul1-2
and sul3 genes originated through the independent mobilization of chromosomal
folP genes encoded by the Rhodobiaceae and the Leptospiraceae, respectively. In vitro
experiments revealed that both the Rhodobiacene and the Leptospiraceae

chromosomal folP genes confer resistance to sulfonamides. These results suggest



that resistance to sulfonamides is ancient and predates the clinical introduction of

these drugs.

Likewise, the origin and evolution of mobile dfrA genes conferring clinical
resistance to trimethoprim have been analysed. The results have shown that, in
contrast to sul genes, the dfrA gene arose from multiple mobilization events from
chromosomal folA. Furthermore, it has been established that most chromosomal
folA genes that are predecessors of mobile dfrA genes also confer trimethoprim
resistance. Taken together, these results indicate that the resistance to
trimethoprim determined by mobile elements can be explained by two
independent and complementary processes: i) the mobilization of chromosomal
folA genes carrying an ancestral mutation originated in the absence of
trimethoprim and responsible for trimethoprim resistance, and ii) the mobilization
of spontaneous mutants in chromosomal folA genes, present in a bacterial
population coetaneous with the exposure to trimethoprim, and having been

selected by that exposure.

Given the absence of sulfonamides and trimethoprim in nature, these results
provide a new perspective on the emergence and dissemination of resistance to
new-generation chemotherapeutic agents. Thus, this work concludes that resistant
genes may exist in the vast bacterial pangenome and can be selected for and

mobilized upon exposure to these new drugs.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 Infecciones en la era pre-antibiodtica

Los antimicrobianos son probablemente una de las herramientas
terapéuticas mas exitosas en la historia de la medicina. Estos compuestos,
conjuntamente con el creciente conocimiento sobre los microorganismos
patogenos, han aumentado inmensamente la calidad y la esperanza de vida
humana. Asi como a principios del siglo XX las enfermedades infecciosas eran la
principal causa de muerte en humanos, tras el descubrimiento de los
antimicrobianos el porcentaje de muertes como consecuencia de microorganismos

patdgenos ha disminuido enormemente (Aminov, 2010; Mohr, 2016).

Desde hace miles de afios, se sabe que el uso de diferentes hongos, plantas
y compuestos orgdnicos es efectivo contra el tratamiento de determinadas
enfermedades. Uno de los ejemplos mds conocidos es el caso de la artemisina, un
potente compuesto efectivo contra la malaria, que se extrajo en los afos setenta de
la planta Artemisia, pero que viene usandose desde hace miles de afios en la
medicina tradicional china para tratar multiples enfermedades (Aminov, 2010; Cui
and Su, 2009). De forma similar, es destacable el uso en Latinoamérica de extractos
de plantas del género Cinchona para el tratamiento de fiebres y también de la
malaria. El compuesto activo mas conocido de estos extractos, la quinina, es aun
de importancia clinica (Mohr, 2016). Asimismo, en el antiguo Egipto, China,
Serbia, Grecia y Roma se aplicaban de forma topica hongos crecidos en pan para
el tratamiento de heridas y quemaduras (Gould, 2016). De hecho, se cree que
algunos de los antibidticos modernos podrian haber estado disponibles en la
antigiiedad ya que se han detectado trazas de tetraciclina en esqueletos humanos

en Nubia y en el Oasis Dakhla durante la ocupaciéon romana de Egipto. Sin
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embargo, el origen de estos residuos de tetraciclina sigue siendo un misterio

(Bassett et al., 1980; Cook et al., 1989).

En el siglo XIX, John Burden Sanderson observd la ausencia de crecimiento
bacteriano en cultivos cubiertos con hongos. Joseph Lister descubri6 el efecto
inhibitorio de ciertas especies de Penicillium en cultivos bacterianos. De forma
similar, Louis Pasteur advirtid que el crecimiento de ciertas especies bacterianas
inhibia el crecimiento de otras. En el afio 1889, Jean Paul Vuillemin acuné el
término antibiosis como cualquier relacion bioldgica en la que un organismo vivo
elimina otro para asegurar su existencia (Durand et al., 2019). En este punto, el
descubrimiento de la asociacion entre microorganismo y enfermedad por Robert
Koch y Louis Pasteur a finales de siglo XIX supuso un punto de inflexién en la
microbiologia moderna (Mohr, 2016). Asi, los cientificos iniciaron una busqueda
continua para desarrollar diferentes tratamientos contra los microorganismos

causantes de enfermedades transmisibles.

1.2 Historia de los antimicrobianos

En microbiologia se define a un agente quimioterapéutico como un
compuesto sintético con propiedades antimicrobianas, mientras que un antibidtico
es una sustancia producida por un organismo vivo que inhibe selectivamente el

crecimiento de microorganismos.

El inicio de la era de los antimicrobianos empieza con Paul Ehrlich y la
quimioterapia. Ehrlich advirtié6 que ciertas tinciones eran efectivas tinicamente
sobre ciertos tipos de microorganismos y llegd a la conclusion de que era posible
utilizar ciertos compuestos quimicos especificos para tratar una enfermedad
producida por un microorganismo sin causar dafio al hospedador (Ellis, 2016). A

principios de siglo XX, la gonorrea y la sifilis se trataban con arsénico, bismuto o
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mercurio (Gould, 2016); se utilizaba sulfato de sodio para el tratamiento de la
disenteria bacilar y era frecuente la administracion de acido lactico, ldudano y
cloruro de mercurio contra el célera (Erdem et al., 2011). Sin embargo, aunque el
uso de estos tratamientos experimentales en ocasiones mejoraba los sintomas, la
administracidn y los efectos secundarios a menudo resultaban ser mas graves que
la enfermedad. De este modo, Ehrlich inici6 en 1904 un programa de busqueda de
compuestos contra la sifilis mediante la sintesis de multiples derivados del
arsénico. En 1909 el compuesto 606, al que llam¢ Salvarsan, resulto ser efectivo en
ratones y en 1911 se confirmd su eficacia en estudios clinicos con humanos

(Aminov, 2010; Ellis, 2016).

Debido al éxito que obtuvo Ehrlich, el cientifico aleman Gerhard Domagk
llevo a cabo un programa similar orientado a la busqueda de nuevos compuestos
antimicrobianos a partir de colorantes que conllevéd al descubrimiento de las
sulfamidas. En el afio 1932, el colorante rojo sulfonamidocrisoidina demostré ser
altamente efectivo contra Streptococcus en ratones y fue comercializado con el
nombre de Prontosil (Figura 1.1). El Prontosil se comercializé desde mediados de
los afios treinta y contribuyo drasticamente a disminuir las muertes por neumonia,
fiebre infantil y meningitis (Aminov, 2010; Mohr, 2016). En 1935, se descubri6 que
este compuesto es metabolizado a sulfanilamida y un colorante, siendo este tltimo
innecesario para el efecto bactericida del Prontosil, de modo que las grandes
companias farmacéuticas de la época se dedicaron a sintetizar derivados de las

sulfamidas (Gould, 2016).

En los afios treinta, por tanto, estaba claramente normalizado el uso de
agentes quimioterapéuticos contra microorganismos patogenos. Sin embargo,
existe cierta controversia con respecto al momento en el que realmente se inicio la
era de los antibidticos. Como se ha indicado anteriormente, aunque durante el
siglo XIX se reportan diferentes casos de antagonismos entre microorganismos no
se llegd a purificar ninguna de las moléculas responsables hasta el afio 1893. El
cientifico italiano Bartolomeo Gosio aislé y cultivé un hongo del maiz, Penicillium

brevicompactum, del que obtuvo un filtrado con propiedades antibidticas contra
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Bacillus anthracis. Este descubrimiento y su posible aplicacion cayo en el olvido
hasta 1912 en que dos cientificos americanos, Carl Alsberg y Otis Fisher,
sintetizaron el agente activo del filtrado y lo llamaron acido micofenolico (Bentley,
2001; Kitchin et al., 1997). Asimismo, el primer antibiotico usado para tratar
infecciones humanas fue la piocianasa, aislada de Pseudomonas aeruginosa por los
cientificos Rudolf Emmerich y Oscar Low (Emmerich and Léw, 1899). En estos
experimentos se administraba el sobrenadante de cultivos de P. aeruginosa, pero
los resultados no fueron claros y la preparacion resultd ser toxica, de forma que el
tratamiento fue finalmente abandonado (Aminov, 2010). No obstante, una parte
muy importante de la comunidad microbioldgica considera que la era de los
antibioticos se inicia con el descubrimiento de la penicilina en 1928 por el cientifico
escocés Alexander Fleming (Figura 1.1) (Fleming, 1929). Fleming advirtio lisis en
colonias de Staphylococcus crecidas en placas contaminadas con Penicillium notatum
y observé que los filtrados de este hongo presentaban efecto antibiotico. Sin
embargo, no fue capaz de producir cantidades suficientes del antibidtico ni de
elucidar su estructura (Mohr, 2016). Esta tarea fue llevada a cabo por los cientificos
Howard Florey y Ernest Chain quienes consiguieron obtener penicilina suficiente

para realziar ensayos clinicos y para su distribucion en 1945 (Chain et al., 1993).

Independientemente, Fleming revoluciond la busqueda de antibiodticos
mediante un nuevo método que consistia en sembrar muestras de suelo en placas
de agar inoculadas con bacterias patogenas y la subsecuente observacion de halos
de inhibicion. Este procedimiento resulté mucho mas rapido y barato que el uso
de modelos animales, de modo que tuvo una gran acogida tanto en la industria
como en el mundo académico para encontrar microorganismos productores de
antibidticos (Aminov, 2010). El periodo comprendido entre las décadas de los
cincuenta y los setenta del siglo XX es considerada la Edad de Oro del
descubrimiento de nuevos antibidticos, y no se han descubierto nuevas clases
desde entonces (véase apartado 1.4). Este hecho ha propiciado que el enfoque

principal para el desarrollo de nuevos antibidticos para combatir la resistencia
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emergente sea la modificacion quimica de los antibidticos ya existentes (Chopra et

al., 2002).

INTRODUCCION
CLINICA

1932, Sulfamidas

1943, p-lactamicos

1944, Aminoglucésidos

1948, Cloranfenicol

1950, Tetraciclinas

1952, Macrolidos

1958, Polimixinas

1960, Aminocumarinas

1962, Trimetoprim,
quinolonas

1966, Lincosamidas

1971, Rifampicina
1972, Glucopéptidos

1983, Acido fusidico

1989, Fosfomicina

1998, Estreptograminas

2000, Oxazolidinonas

2003, Lipopéptidos

APARICION DE
RESISTENCIAS

1940, B-lactamicos
1942, Sulfamidas

1945, Aminoglucésidos

1950, Cloranfenicol

1952, Macrélidos

1956, Estreptograminas
1958, Aminocumarinas,
polimixinas

1959, Tetraciclinas

1964, Acido fusidico

1967, Lincosamidas,
quinolonas

1968, Trimetoprim,
rifampicina

1988, Glucopéptidos,
fosfomicina

2001, Lipopéptidos,
oxazolidinonas

Figura 1.1. Cronologia que representa la aprobacién del uso clinico de los antibacterianos

y la identificacién de cepas resistentes a estos compuestos. El color verde indica el afio de

introduccidn clinica y el color rojo indica el afio de aparicién de resistencias. Adaptado de

(Ventola, 2015).



INTRODUCCION

1.3 Estrategias de resistencia a los agentes

antibacterianos

El desarrollo de los antibacterianos esta considerado como uno de los
grandes avances de la medicina moderna ya que permite el tratamiento efectivo
de las infecciones causadas por bacterias patogenas. Sin embargo, y desde su
descubrimiento, estos compuestos han ido perdiendo eficacia debido a la
emergencia y diseminacion de resistencias entre patdgenos. En este sentido, el
numero de infecciones causadas por microorganismos multirresistentes va en
aumento a nivel global, haciendo intratables algunas de ellas (Khan et al., 2018).
De hecho, la OMS (Organizaciéon Mundial de la Salud) ha calificado la resistencia
a los antibacterianos como una de las tres amenazas de salud publicas mas

importantes del siglo XXI (Figura 1.2) (World Health Organization, 2014).

Las bacterias pueden ser intrinsecamente resistentes a ciertos
antibacterianos, pero también pueden adquirir resistencia mediante mutaciones en
genes cromosOmicos y mediante la transferencia horizontal de genes de

resistencia.

La resistencia intrinseca de una especie bacteriana a un antibacteriano en
particular es la capacidad de resistir la accion de ese farmaco como resultado de
caracteristicas estructurales o funcionales inherentes a la bacteria. Un claro ejemplo
es el de las bacterias del género Mycoplasma que son resistentes a los 3-lactdmicos

puesto que carecen de peptidoglicano en su envuelta celular (Blair et al., 2015).

El desarrollo de resistencia a antibacterianos estd relacionado con el
sobreuso de estos farmacos (Berglund, 2015). La plasticidad genética bacteriana
permite la respuesta de las bacterias a un amplio rango de amenazas ambientales,
incluyendo los compuestos antibacterianos. Ademads del entorno clinico, la
produccion animal, la agricultura, la acuicultura, los efluentes de industrias

farmacéuticas, asi como los sistemas municipales de aguas residuales se



INTRODUCCION

consideran los puntos criticos para la aparicion de resistencia a los antibacterianos
(Saima et al, 2020). Estos entornos se caracterizan por una elevada carga
bacteriana, en donde la constante exposicion a concentraciones sub-inhibitorias de
diferentes antibacterianos promueve la apariciéon y diseminacién de bacterias y
genes resistentes a éstos (Baym et al., 2016). En esta linea, las bacterias poseen
principalmente dos estrategias para paliar la amenaza de estos agentes: (i)
mutaciones en genes normalmente asociados al mecanismo de accion del farmaco
y (ii) la adquisicién a través de la transferencia horizontal de genes de material
genético externo que codifique genes que confieran resistencia a los

antibacterianos (van Hoek et al., 2011).

MRA, 2050
10 millones
Tétanos

60,000

Accidentes

de trafico Cancer

1,2 millones 8,2 millones

MRA,
2016
700,000
Sarampién . T Coélera
130,000 i \ 100.000-
\ 120.000
Diarrea 7 / Diabetes
1,4 millones 1,5 millones

Figura 1.2. Estimacion de la OMS sobre las muertes atribuibles a infecciones causadas por
microorganismos resistentes a los antimicrobianos (MRA) hasta el afio 2050 (representado
en lila) en comparacién con las principales causas de mortalidad en 2016 (representado en

azul). Modificada de (O’Neill, 2016).
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En una poblacion bacteriana susceptible a un determinado antibacteriano
se pueden producir durante la replicacion del DNA ciertas mutaciones en genes
que afecten a la actividad del compuesto; de este modo la subpoblacion resistente
sobrevive a la presencia del antibacteriano, eliminandose la parte de la poblacion
susceptible. Generalmente, estas mutaciones originan resistencia mediante
modificaciones en la diana del farmaco; o a través de una desregulacion de
determinadas redes regulatorias que causan, por ejemplo, una disminucion de la
penetrabilidad (por una disminucién de expresidén de porinas en gramnegativos)
(Grossman, 2016), o bien un aumento de la expulsion del antibacteriano (por un
aumento de la expresion de bombas de expulsion) (Hooper and Jacoby, 2015).
Algunas de estas mutaciones suponen una disminucién de la fitness celular y
Unicamente se mantienen cuando existe seleccion por el compuesto antibacteriano
(Munita and Arias, 2016). No obstante, se han descrito multiples mutaciones
compensatorias que tienden a fijar estas mutaciones incluso en ausencia de estos

agentes (Moura de Sousa et al., 2017).

Las bacterias cldsicamente incorporan DNA externo a través de las
siguientes estrategias: transformacion (adquisicion de DNA directamente del
medio), transduccién (adquisicion de DNA mediada por bacteriofagos),
conjugacion (adquisicion de DNA mediada por contacto célula-célula) y fusion de
las células con vesiculas de membrana (Domingues and Nielsen, 2017; Thomas and
Nielsen, 2005). No obstante, en el ambiente clinico la resistencia es normalmente
debida a la conjugacion, que ha demostrado ser un método altamente eficiente de
transferencia de genes en el tracto gastrointestinal de pacientes bajo tratamiento
antibacteriano (Khan et al., 2018). Como regla general, este tipo de transferencia
utiliza elementos genéticos mdviles como vehiculos para difundir informaciéon
genética. Los elementos genéticos mdviles mas relevantes son los plasmidos,
transposones, integrones y los ICE (Integrative Conjugative Elements). Todos ellos
juegan un papel crucial en el desarrollo y difusion de resistencia a los
antibacterianos entre bacterias nosocomiales (Munita and Arias, 2016). En general,

los genes que se encuentran en elementos genéticos moviles y que confieren
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resistencia estan relacionados con alguno de los siguientes procesos (Figura 1.3)

(Khan et al., 2018; Munita and Arias, 2016; Reis et al., 2020; van Hoek et al., 2011;

Wright, 2007):

i. Modificacion o inactivacién del antibacteriano, dificultando la

union entre éste y su diana.

ii. Disminucion de la disponibilidad intracelular del antibacteriano, ya

sea mediante una reduccion en la entrada o un aumento en el flujo

de salida de la molécula antimicrobiana.

iii. Proteccion de la diana mediante modificaciones que determinen

una disminucién de la afinidad por el antibacteriano o incluso por

sobreexpresion de ésta.

iv. Biodegradacion del antibacteriano.

V. Uso de rutas metabdlicas alternativas.

MECANISMOS DE ACCION

Sintesis de pared

Fosfomicina, glicopéptidos, f3-

lactamicos.
Integridad de la

membrana citoplasmatica

Lipopéptidos, polimixinas.

Sintesis de DNA
Aminocumarinas,

quinolonas.

Sintesis de RNA

Rifampicina.

Sintesis de proteinas
Acido fusidico, aminoglicésidos,
cloranfenicol, estreptograminas, .
Plo8 Metabolismo del
lincosamidas, macrolidos,

oxazolidinonas, tetraciclinas. folato

Sulfamidas,

trimetoprim.

ESTRATEGIAS DE RESISTENCIA

1I.

III.

0 Energia/
Fuente carbono

1. Modificacion o inactivacion
Aminoglicésidos, cloranfenicol,
estreptograminas, fosfomicina,
lincosamidas, macrélidos, quinolonas,
rifampicina, tetraciclinas, 3-
lactamicos.

II. Disminucion de la

disponibilidad intracelular
Aminocumarinas, aminoglicésidos,
cloranfenicol, estreptograminas,
fosfomicina, lincosamidas, macrdlidos,
polimixinas, quinolonas, rifampicina,
tetraciclinas, B-lactamicos.

II1. Modificacion de la diana
Acido fusidico, aminocumarinas,
aminoglicosidos, cloranfenicol,
estreptograminas, fosfomicina,
glicopéptidos, lincosamidas,
lipopéptidos, macrdlidos,
oxazolidinonas, polimixinas,
quinolonas, rifampicina, sulfamidas
tetraciclinas, trimetoprim, 8-
lactamicos.

IV. Biodegradacion

Rifampicina, sulfamidas, tetraciclinas.

V. Rutas alternativas

Sulfamidas, trimetoprim.

Figura 1.3. Mecanismos de accién (izquierda) de los principales compuestos

antibacterianos y estrategias de resistencia adoptadas por las células bacterianas (derecha)

contra estos compuestos.
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1.4 Mecanismos moleculares de resistencia a las

diferentes familias de antibacterianos

1.4.1 Inhibicion de la sintesis de pared celular

i) Fosfomicina

La fosfomicina (Figura 1.4) (CAS 23155-02-4), descubierta en el afio 1969, es
un analogo del fosfoenolpiruvato producido por bacterias del género Streptomyces
(Hendlin et al., 1969) y que acttia como inhibidor de la enzima MurA. MurA
cataliza la reaccién entre UDP-N-acetilglucosamina y fosfoenolpiruvato,
considerada la reaccion de inicio de la sintesis de peptidoglicano y, de este modo,
su inhibicion tiene un efecto bactericida ya que comporta la pérdida de integridad
de la pared, lisis y, finalmente, muerte celular (Silver, 2017). La fosfomicina es un
antibiotico de amplio espectro debido a que ha demostrada ser efectiva contra

bacterias tanto gramnegativas como grampositivas (Falagas et al., 2016).

En cuanto a los mecanismos que producen resistencia a fosfomicina se
destacan los relacionados con la disminucion de la disponibilidad intracelular del
antibidtico, la modificacion de la diana y, finalmente, la inactivacién del

antibiético.

La entrada de fosfomicina al citoplasma celular se produce gracias a los
sistemas de transportadores de membrana GlpT y UhpT, que estan positivamente
regulados por cAMP (Kahan et al., 1974). Se han descrito numerosas mutaciones
en los genes glpT y uhpT que generan resistencia a fosfomicina y, de igual forma,
mutaciones en los genes cyaA y ptsI que reducen los niveles intracelulares de cAMP

y, por ende, disminuyen la expresion de glpT y uphT (Cattoir et al., 2007).

En segundo lugar y, normalmente aislados en el laboratorio, se han

obtenido mutantes del gen murA que confieren resistencia a fosfomicina, ya sea

12
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por disminucion de afinidad por la fosfomicina o por un aumento de su expresion

(Couce et al., 2012; Takahata et al., 2010).

Finalmente, existen diversas enzimas codificadas en plasmidos que
modifican la fosfomicina. Principalmente, este tipo de resistencia estd mediada por
glutation S-transferasas codificadas por los genes fosA y fosL1 en el grupo de la
familia Enterobacteriaceae (Kieffer et al., 2020; Sudrez and Mendoza, 1991), fosB en
grampositivos (Zilhao and Courvalin, 1990) y, por ultimo, fosX en Listeria
(Fillgrove et al., 2007). Adicionalmente, las quinasas FomA (en la que se incluye
FosC de Pseudomonas) y FomB también han demostrado estar relacionados con la

resistencia a fosfomicina (Garcia et al., 1995; Kuzuyama et al., 1996).

Fosfomicina Glucopéptidos B-lactamicos
7 oH RNy Y
S
HyC « b j;r CHs
H‘\W/H OH ° N\2<CH3
o Dy'-OH

Productor. Streptomyces
promy Productor. Penicillium spp.

spp.
PP Introduccion en clinica. 1943

1989 Modo de accién. Inhibicion de la sintesis de
Modo de accién. Productor. Amycolaptosis orientalis pared celular al unirse covalentemente a las

proteinas PBPs interfiriendo en la reaccién de
unién entre dos cadenas de peptidoglucano
adyacentes, debilitando el entramado de la pared
celular.

Ejemplos. Penicilinas (representada en la figura),
cefalosporinas, carbapenems y monobactams.

Introduccion en clinica. 1972

Modo de accién. Se une a los mondmeros
de mureina e impide la incorporacion de
nuevas unidades.

Ejemplos. Vancomicina (representada en
la figura) y teicoplanina.

Inhibicién de la sintesis
de pared celular al unirse
a la proteina MurA.
MurA se encarga de la
reaccion inicial de
sintesis de

i b
| -
i H '
i b
i b
| o i |
i Introduccién en clinica. | !
i o
i .
| .
1 | '
i b
i o
i .
! peptidoglucano. P

Figura 1.4. Resumen gréfico de los principales compuestos antibacterianos que acttian

como inhibidores de la sintesis de la pared celular bacteriana.

ii) Glicopéptidos

El primer glicopéptido (Figura 1.4) introducido en el entorno clinico fue la
vancomicina (CAS 1404-90-6), producida por la bacteria grampositiva
Amycolaptosis orientalis (Mccormick et al., 1955). Estructuralmente son compuestos
proteicos ciclicos con un nucleo formado por siete aminoacidos unidos a dos
azucares (Henson et al., 2015). Los glicopéptidos tienen un mecanismo de accién

ciertamente inusual ya que se unen a un sustrato y no a una enzima como la
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mayoria de antibioticos. Estos antibioticos inhiben la sintesis de pared celular
formando un complejo estable con la region C-terminal D-Ala-D-Ala de los
monomeros de mureina impidiendo la incorporacion de nuevas unidades a la
molécula de peptidoglicano naciente (Reynolds, 1989). El espectro antibacteriano
de los glicopéptidos se reduce a los grampositivos ya que sus caracteristicas fisico-
quimicas impiden el transito a través de la membrana externa de los

gramnegativos (Zeng et al., 2016).

La resistencia a glicopéptidos, descrita a finales de los afios ochenta, esta
mediada por la produccion de monémeros de mureina modificados en el extremo
C-terminal, en los que se sustituye la terminacion habitual D-Ala-D-Ala por la
terminacion D-Ala-D-Lac (cuya sintesis es llevada a cabo por las proteinas VanA,
VanB, VanC, VanD o VanM) o bien por D-Ala-D-Ser (en este caso se sintetiza
mediante las proteinas VanC, VanE, VanG, VanL y VanN) a los que los
glicopéptidos se unen con baja afinidad (Binda et al., 2014; Bugg et al., 1991; van
Hoek et al., 2011). Los operones que continen los genes vanA y vanB son los mas
relevantes en clinica (Eliopoulos and Gold, 2001) y ademas de codificar los genes
responsables de la sintesis de mondmeros de mureina modificados, codifican los

genes responsables de la eliminacion de los monomeros salvajes (Courvalin, 2006).

Adicionalmente, se ha relacionado recientemente la resistencia a
glicopéptidos por mutaciones en el factor sigma de la RNA polimerasa (sigA) en
Bacillus (Lee and Helmann, 2014). En Staphylococcus, la resistencia a vancomicina
se asocié también a mutaciones en la fosfatasa PP2C (Passalacqua et al., 2012), a
una combinacién de mutaciones en los genes stp1 (que codifica una serina-treonina
fosfatasa) e yjbH (que codifica un represor de respuesta a estrés) (Renzoni et al.,
2011), y finalmente a mutaciones en el regulador graR que interviene en la

regulacion del grosor de la pared celular (Neoh et al., 2008).
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iii) p-Lactamicos

Como ya se ha mencionado previamente, el primer antibidtico en ser
descubierto fue un (-lactdmico, la penicilina (Figura 1.4) (CAS 1406-05-9).
Alexander Fleming advirtio en 1928 la produccidn por parte de Penicillium notatum
de una sustancia con propiedades antibacterianas (Fleming, 1929). Por definicion,
los antibidticos -lactamicos estan formados por un nucleo constituido por un
anillo -lactdmico al que se le unen diferentes grupos quimicos. Durante los
ultimos 30 afos se han obtenido multiples antibidticos de esta familia, en la que se
incluyen las penicilinas, cefalosporinas, carbapenemas y monobactdmicos (van
Hoek et al., 2011). Los -lactdmicos inhiben la sintesis de pared celular al unirse
covalentemente a las PBPs (penicillin-binding proteins) interfiriendo en la reaccion
de unién entre dos cadenas de peptidoglicano adyacentes, debilitando la pared
celular y provocando asi la muerte celular por shock osmético (Kotra and
Mobashery, 1999). Los B-lactdmicos son unos de los antibidticos mas utilizados
debido a su seguridad y rango de actividad ya que son efectivos en el tratamiento
de infecciones causadas por patogenos tanto gramnegativos como grampositivos

(Kotra and Mobashery, 1999).

Como consecuencia del frecuente uso de los [-lactdmicos en medicina, la
resistencia a este tipo de antibioticos es muy prevalente. A pesar de que el
mecanismo de resistencia mas comun consiste en la inactivacion del antibidtico
mediante [-lactamasas codificadas en elementos genéticos moviles, también se
han identificado mutantes resistentes debido a que presentan versiones alteradas

de las PBPs.

Las B-lactamasas son enzimas que catalizan la hidrdlisis del anillo (-
lactdmico, inactivando el antibidtico e impidiendo su unién con las PBPs (Bush and
Bradford, 2019). La primera (-lactamasa se identifico en la década de los cuarenta
en una cepa de Staphylococcus resistente a la penicilina, curiosamente antes de la
introduccién de la penicilina en clinica (Kirby, 1944). Una vez iniciado el uso de

los -lactdmicos en medicina, se empezaron a aislar microorganismos resistentes
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por [-lactamasas, codificadas tanto a nivel cromosdmico como a nivel plasmidico.

Actualmente se han descrito mas de 2.700 3-lactamasas (Bush, 2018).

Existen dos tipos principales de -lactamasas. Por un lado, se encuentran
las serina (-lactamasas en cuyo centro catalitico tienen un residuo serina reactivo
y, por otro lado, las metalo- -lactamasas que requieren zinc como cofactor para
su actividad catalitica (Bush and Bradford, 2019). Actualmente se utilizan dos
tipologias de clasificacion para las B-lactamasas. Una de ellas, la clasificacion de
Ambler, agrupa las 3-lactamasas segin su secuencia aminoacidica en las clases A,
C, D (serina (-lactamasas) y B (metalo- (3-lactamasas) (Ambler, 1980). De este
modo, las familias de [-lactamasas mas importantes se clasifican de la siguiente
manera: las B-lactamasas TEM, SHV, CTX-M y KPC (clase A); las B-lactamasas
NDM y VIM (clase B); las 3-lactamasas CMY y ADC (clase C). Finalmente, las 3-

lactamasas de clase D se denominan oxacilinasas (OXA) (Tooke et al., 2019).

Por otro lado, la clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros clasifica
funcionalmente las (3-lactamasas segun sus perfiles de hidrdlisis de sustrato y su
respuesta a varios inhibidores (grupos 1, 2 y 3) (Bush et al., 1995). Asi, las {3-
lactamasas de los grupos 2a, 2b, 2be, 2br, 2¢ y 2f se corresponden con las de clase
A de Ambler; las 3-lactamasas del grupo 1 con las de la clase C; las del grupo 2d
con las de la clase D; y finalmente, las metalo-p-lactamasas del grupo 3 con las de
clase B (Bush and Bradford, 2019). De entre todas ellas, las -lactamasas de clase A
(en concreto las correspondientes al grupo 2b), como son las (-lactamasas TEM-1
y SHV-1, son las mas ampliamente distribuidas en clinica ya que hidrolizan las
primeras penicilinas y cefalosporinas aprobadas en medicina (Bush and Bradford,
2019). Asimismo, destaca la diseminacion de las -lactamasas CTX-M, clasificadas
en la clase A y en el grupo 2be, puesto que se tratan de las (3-lactamasas de espectro

extendido mas prevalentes (Lahlaoui et al., 2014).

Aunque de forma menos frecuente, la resistencia a $-lactamicos puede ser
debida a mutaciones en las PBPs. De este modo, los 3-lactdmicos no pueden unirse
de forma efectiva y, por ende, los antibidticos son menos efectivos en la inhibicién

de la sintesis de pared (Katayama et al., 2004).
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Finalmente, se ha descrito la importancia de ciertas bombas de expulsion
en la resistencia a (3-lactamicos. De los casos mas estudiados, se ha demostrado la
importancia de mutaciones que generan la sobreexpresion de diferentes bombas
de expulsiéon de la superfamilia RND (Resistance Nodulation Division) como
MexAB-OprM en P. aeruginosa, AcrAB-TolC en E. coli o AdeABC en Acinetobacter
(Khan et al., 2018; Wilke et al., 2005).

1.4.2 Disrupcion de 1la integridad de la membrana

citoplasmatica

i) Lipopéptidos

Los lipopéptidos (Figura 1.5) son una clase de antibacterianos ciclicos
desarrollados durante los afios ochenta. El mas conocido es la daptomicina (CAS
103060-53-3), producida por Streptomyces roseosporus y descubierta en el afio 1985
(Eliopoulos et al., 1985), que presenta un potente efecto bactericida contra bacterias
grampositivas, pero no frente gramnegativas (Tran et al., 2015). La daptomicina es
un lipopétido formado por un ntcleo ciclico de 13 aminodcidos unido a un acido
graso lipofilico que se inserta en la membrana citoplasmatica gracias a los
fosfolipidos presentes en ella. Esta interaccion es dependiente de Ca?* y causa la
despolarizacion de la membrana y la liberacion del contenido citoplasmatico y, por

tanto, la muerte celular (Gray and Wenzel, 2020).

Los mecanismos que generalmente originan resistencia a la daptomicina
consisten en la modificacion de la diana. En concreto, la resistencia a daptomicina
mas comun estd mediada por el gen mprF, que se encarga de afadir una lisina a
los fosfolipidos. La lisina es un aminodacido cargado positivamente y, por tanto,
genera un aumento de este tipo de carga en la envuelta celular inhibiendo la

interaccion de Ca* y, por ende, de la daptomicina.
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Se han descrito numerosas mutaciones “gain of function” en el gen mprF que
determinan un incremento en la sintesis y expresion de fosfolipidos cargados
positivamente y, por tanto, relacionadas con resistencia a daptomicina (Ernst and
Peschel, 2019). En este sentido, se ha reportado que la sobreexpresion del operon
dlt tiene un efecto similar puesto que aumenta la carga global de la membrana
facilitando la unién de alanina a los acidos teicoicos de la pared celular (Mechler

etal., 2016).

Otro mecanismo asociado a la resistencia a daptomicina consiste en
alteraciones en la composicion de la membrana citoplasmatica (por ejemplo, se han
observado mutaciones en los genes pgsA y cls2) (Peleg et al., 2012). Asimismo, se
han descrito mutaciones en diversos sistemas de dos componentes (VraSR, YycFG
y LiaFSR) que afectan la expresion génica en presencia de daptomicina
produciendo cambios en la fluidez de membrana (Khan et al, 2018).
Adicionalmente, la resistencia a daptomicina se ha asociado recientemente con
mutaciones en la fosfatasa PP2C (Passalacqua et al., 2012) asi como con mutaciones

en el regulador graR que interviene en el control del grosor de la pared celular

(Neoh et al., 2008).
Lipopéptidos Polimixinas
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Productor. Streptomyces roseosporus

Introduccién en clinica. 2003

Modo de acciéon. Interaccién con los fosfolipidos
de la membrana citoplasmatica que origina su
despolarizacién y liberacién del citoplasma.
Ejemplos. Daptomicina (representada en la
figura).

Productor. Paenibacillus polymxa

Introduccién en clinica. 1958

Modo de accién. Interaccion con los grupos
fosfato del lipido A  produciendo la
desestabilizacion del LPS.

Ejemplos. Colistina (representada en la figura) y
polimixina B.

Figura 1.5. Resumen grafico de los principales compuestos antibacterianos que acttian

como disruptores de la integridad de la membrana citoplasmatica bacteriana
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ii) Polimixinas

Las polimixinas (Figura 1.5) fueron aisladas por primera vez en el afo 1947
de cultivos de Paenibacillus polymxa (Stansly et al., 1947) y, hasta el momento, se
han descrito unas quince variantes de entre las que destacan la polimixina B (CAS
1405-20-5) y la polimixina E, también llamada colistina (CAS 1264-72-8) (Baron et
al., 2016). Las polimixinas son péptidos no ribosomales cationicos caracterizados
por un anillo peptidico unido a un acido graso hidrofdbico, variando la polimixina
E y la colistina en un tinico aminoacido del anillo (Trimble et al., 2016). Esta familia
de antibioticos presenta selectividad para bacterias gramnegativas mediada por la
interacciéon inicial con la membrana externa caracteristica de estos
microorganismos. Las polimixinas, cargadas positivamente, interaccionan con los
grupos fosfatos del lipido A, cargados negativamente, de modo que los cationes
divalentes (Ca?> y Mg?) son desplazados de los grupos fosfato. Este proceso
conlleva la desestabilizacion del LPS (lipopolisacarido) que origina un aumento de
la permeabilidad celular, liberacién del citoplasma y, finalmente, muerte celular
(Poirel et al., 2017). Del mismo modo, las polimixinas son capaces de inhibir las
enzimas respiratorias NDH-2 en la membrana celular bacteriana (Deris et al.,

2014).

La resistencia a polimixinas suele estar ligada a cambios en el LPS o bien a

la accion de transportadores y bombas de expulsion.

La mayoria de casos de resistencia aislados involucran la modificacion de
la estructura del LPS. Estas modificaciones incluyen la uniéon de 4-amino-L-
arabinosa, fosfoetanolamina (Moffatt et al.,, 2019) o, mas raramente, de
glucosamina y galactosamina al lipido A (Pelletier et al., 2013). La biosintesis y
unién al lipido A de la 4-amino-L-arabinosa esta coordinada por el operdn
pmrHFIJKLM que esta regulado por los sistemas de dos componentes PmrAB y
PhoPQ (Gunn et al., 1998). Mutaciones en pmrA, pmrB, phoP y phoQ activan la
expresion de este operdn generando resistencia a polimixinas (Macfarlane et al.,

2000; Roland et al., 1993). Asimismo, mutaciones en los genes mgrB y mgrR,
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regulador del sistema PhoPQ y sRNA regulado por PhoPQ, también se han
relacionado con una disminucion de la susceptibilidad a polimixinas (Cannatelli
et al., 2013; Moon and Gottesman, 2009). Un caso similar esta representado por el
operdn ccrAB en el que, aunque su papel fisioldgico no esta claro, se han descrito
mutaciones que causan un aumento de la expresion del operon pmrHFIJKLM vy,
por ende, un aumento de la resistencia a polimixinas (Wright et al., 2015). Por otra
parte, el gen cromosdémico pmrC, también reprimido por PmrAB, codifica la
enzima necesaria para la transferencia de fosfoetanolamina al LPS. Asi, se han
descrito mutaciones en los genes pmrAB que generan resistencia a polimixinas
(Arroyo et al., 2011). De este modo, las mutaciones en los genes pmrAB comportan
un aumento en la producciéon de 4-amino-L-arabinosa y fosfoetanolamina, ambos

responsables de la resistencia a polimixinas.

Ademads se ha descrito en pldsmidos la presencia de 8 variantes de la
fosfoetanolamina transferasa mcr (mcrl-8) que generan resistencia clinica a
polimixinas (Wang et al., 2018). De un modo similar, se han identificado
mutaciones en los genes IpxA, IpxB, IpxC y IpxD que comportan una pérdida del
LPSy, por tanto, de la diana de las polimixinas generando resistencia (Bojkovic et
al.,, 2016; Moffatt et al, 2010). Adicionalmente, se han identificado especies
bacterianas intrinsecamente resistentes como consecuencia de la produccion de
capsula, como ciertas cepas de Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae o P.

aeruginosa (Llobet et al., 2008).

Finalmente, se ha demostrado que las bombas de expulsién a menudo
tienen un papel importante en la resistencia a la colistina. Se han reportado varias
bombas o reguladores de bombas en muchas especies, como las bombas Sap, BrIR,
KpnEF, OmpU o los complejos AcrAB-TolC y MrtCDE, entre otras, cuya activacion
conduce a un aumento de la resistencia a varios antibidticos al mismo tiempo,

incluida la colistina (Baron et al., 2016; Moffatt et al., 2019).
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1.4.3 Interrupcion de la replicacion

i) Aminocumarinas

Los antibioticos de la clase aminocumarina (Figura 1.6) se caracterizan por
la presencia de la estructura 3-amino-4,7-dihidroxicumarina, exclusiva de este
grupo de antibidticos, unida a una molécula del azticar noviosa (Heide, 2009).
Existen principalmente tres aminocumarinas: novobiocina (CAS 303-81-1),
clorobiocina (CAS 39868-96-7) y cumermicina A1 (CAS 4434-05-3), que son
producidos por diferentes especies de Streptomyces y que actiian como potentes
inhibidores de la subunidad B de la DNA girasa, codificada por el gen gyrB,
ocasionando por tanto el blogeo de la sintesis del DNA bacteriano. El primer
antibidtico descrito de esta familia fue la novobiocina en el afio 1951 (Gause, 1955).
La clorobiocina y la cumermicina A1, descritas mas tarde, son estructuralmente
similares a la novobiocina pero muestran una mejor afinidad por la DNA girasa y
ademads actiian como inhibidores de la DNA topoisomerasa IV, codificada por el
gen parE (Flatman et al., 2006; Heide, 2009). A nivel practico muestran una elevada
actividad en grampositivos, pero su uso es limitado en gramnegativos como
consecuencia de su baja penetracion en este tipo de microorganismos (Maxwell y

Lawson, 2003).

Hasta el momento, se ha descrito resistencia clinica a las aminocumarinas
por mutaciones en el gen diana y por la disminuciéon de la disponibilidad

intracelular del antibidtico.

La acumulacion de mutaciones puntuales en los genes gyrB y parE se ha
asociado a altos niveles de resistencia clinica a diversas aminocumarinas
(Fujimoto-Nakamura et al., 2005). Curiosamente, se ha observado resistencia
moderada a novobiocina por mutaciones en el gen parE, que codifica la DNA
topoisomerasa IV, indicando que podria tratarse también de una diana secundaria

para este antibiotico (Fujimoto-Nakamura et al., 2005; Hardy y Cozzarelli, 2003).
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De igual modo, se han descrito transportadores de membrana de la
superfamilia MFS (Major Facilitator Superfamily) (Khan et al., 2018) y bombas de
expulsion RND (Munita y Arias, 2016) involucradas en la resistencia por
disminucion de la disponibilidad intracelular de las aminocumarinas. Una
estrategia de especial interés es la de la bomba MexAB-OprM en Pseudomonas. La
proteina NalD es el represor secundario de la bomba MexAB-OprM, que es el
principal sistema que contribuye a la multirrestencia en Pseudomonas, habiéndose
publicado recientemente que la novobiocina es capaz de unirse a NalD
disociandolo asi del promotor y promoviendo la expresion de MexAB-OprM

(Chen et al., 2016).

Aminocumarinas Quinolonas

\O -""'DH - H P
HN_ O OH
Y on
0

Productor. Sintéticos

Introduccion en clinica. 1962

Modo de accién. Inhibidores de la replicacién
del DNA mediante el bloqueo de las proteinas
GyrA-By ParC-E

Ejemplos. Ciprofloxacina (representada en la
figura), norfloxacina y acido nalidixico.

Productor. Streptonyces spp.

Introduccién en clinica. 1960

Modo de accion. Inhibidores de la replicacion del
DNA mediante el bloqueo de las proteinas GyrB
y ParE

Ejemplos. Novobiocina (representada en la
figura), clorobiocina y cumermicina A;.

Figura 1.6. Resumen grafico de los principales compuestos antibacterianos que acttian

como inhibidores de la replicacién del DNA bacteriano.

ii) Quinolonas

Las quinolonas (Figura 1.6) son un grupo de antibacterianos sintéticos
ampliamente utilizados en medicina. El primer miembro de este grupo de
antibacterianos, el acido nalidixico (CAS 389-08-2), se introdujo en clinica en el afio

1962 para tratar infecciones en el tracto urinario (Lesher et al., 1962). La estructura
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basica de las quinolonas consiste en un ntcleo biciclico relacionado con la quinina,
en el cual se han llevado a cabo diversas modificaciones quimicas para generar
compuestos con mayor potencia y espectro de actividad, farmacocinética mejorada
y menor frecuencia de desarrollo de resistencia (Albrecht, 1977). En este sentido,
la introduccion de fluorina en la posicion seis del anillo conllevd la sintesis de las
fluoroquinolonas, como la ciprofloxacina (CAS 85721-33-1) y la norfloxacina (CAS
70458-96-7) que tienen una mayor efectividad (Andersson and MacGowan, 2003).
Las dianas moleculares de las quinolonas son la DNA girasa (formada por dos
monomeros de GyrA y dos monomeros de GyrB) y la DNA topoisomerasa IV
(formada por dos mondmeros de ParC y dos monémeros de ParE), que controlan
la modulacién del superenrollamiento del cromosoma necesario para la sintesis de
DNA, para la transcripcion y la division celular (Wohlkonig et al., 2010). La union
de las quinolonas a estos complejos bloquea la replicacion del DNA vy origina asi a
la muerte celular (Correia et al., 2017). Actualmente, se usan ampliamente para
tratar infecciones de bacterias gramnegativas y grampositivas (Hooper and Jacoby,

2015).

Si bien se utilizan de forma extendida en clinica, el uso de quinolonas se ha
visto comprometido por la aparicion de resistencias. La resistencia a este tipo de
antibacterianos principalmente es debido a modificaciones en la diana o en la
molécula de la quinolona y a la disminucion de la concentracion intracelular del

antibacteriano.

En la interaccion entre la DNA girasa/DNA topoisomerasa IV y las
quinolonas, el antibacteriano normalmente se sitia entre un residuo serina y un
residuo acido (4cido aspartico o acido glutdmico) en una unién coordinada por
Mg?* y cuatro moléculas de agua (Wohlkonig et al., 2010). Mutaciones puntuales
en la DNA girasa o en la DNA topoisomerasa IV pueden producir resistencia a
quinolonas. Tipicamente, estas mutaciones se producen en el residuo serina,
habiéndose demostrado que estas alteraciones no suponen una disminucién de la
fitness en la ausencia del antibacteriano (Aldred et al., 2014). Estas mutaciones se

han localizado principalmente en los genes gyrA y parC, mientras que con menos
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frecuencia en gyrB y parE (Correia et al., 2017). Para la mayoria de quinolonas de
uso médico, la DNA girasa es mas sensible en microorganismos gramnegativos,
mientras que la DNA topoisomerasa IV es mas sensible en grampositivos (Hooper

and Jacoby, 2015).

La resistencia clinica asociada a elementos moviles se debe
mayoritariamente a los genes gnr. Estos genes gqnr codifican proteinas de la familia
“pentapeptide repeat proteins” que compiten con las quinolonas para unirse ala DNA
girasa o a la DNA topoisomerasa IV. Esta interaccion se puede producir con el
holoenzima al completo o bien con sus respectivas subunidades de forma
individual, protegiendo en cualquier caso el centro activo de la accién de las
quinolonas (Tran et al., 2005). La primera variante en descubrirse fue gqnrA y
posteriormente se describieron las familias gnrB, qnrC, qnrD, qnrE, qnrS 'y qnrVC
(Albornoz et al., 2017; Jacoby et al., 2014). También se ha descrito una variante de
la aminoglicdsido acetiltransferasa AAC(6')-Ib-cr que confiere resistencia a las

fluoroquinolonas por acetilacion (Robicsek et al., 2006).

Debido a que la girasa y la topoisomerasa IV son enzimas citoplasmaticas,
las quinolonas deben atravesar la pared bacteriana y, por tanto, la adquisicion o
expresion diferencial de transportadores de membrana pueden ocasionar
resistencia a las quinolonas. Se han descrito hasta el momento tres bombas de
expulsion asociadas a pldsmidos que generan resistencia a quinolonas: OgqxAB,
QepAl y QepA2 (Jacoby et al., 2014; Strahilevitz et al., 2009). De un modo similar,
se han asociado mutaciones en bombas de expulsion o bien en sus sistemas de
regulacion que comportan un aumento de la expulsion de estos antibacterianos a
través de la pared de grampositivos. Por ejemplo, se ha descrito la sobreexpresion
de lasbombas de la superfamilia MFS NorA, NorB y NorC en Staphylococcus, PmrA
en Streptococcus, LmrP en Lactococcus; de la superfamilia MATE (Multidrug And
Toxic Extrusion) destacan la sobreexpresion de MepA y FepA y, finalmente, Lde,
PatAB, SatAB y LmrA de la superfamilia ABC (ATP-Binding Cassette) (Hooper
and Jacoby, 2015). En gramnegativos, se ha demostrado que un aumento de

expresion de varias bombas de expulsion, la mayoria en la superfamilia RND,
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confieren resistencia a quinolonas. De entre estas bombas destacan AcrAB-TolC,
MexAB-OprM, MexCD-Opr], MexEF-OprN y MexXY-OprM; asi como el
transportador de la superfamilia ABC VcaM en Vibrio o el transportador de la
familia MFS AbaQ en Acinetobacter (Khan et al., 2018; Pérez-Varela et al., 2018).
Finalmente, también se ha implicado una disminucién o pérdida de expresion de
las porinas OmpA, OmpC, OmpD y OmpF en la resistencia a quinolonas (Hooper

and Jacoby, 2015).

1.4.4 Inhibicion de la transcripcion

i) Rifampicina

La rifampicina (Figura 1.7) (CAS 13292-46-1) es un antibidtico semi-
sintético obtenido por la modificacion quimica de la rifamicina B, un metabolito
natural de Streptomyces mediterranei, que se descubri6 en el afio 1965 (Sensi, 1983).
La rifampicina tiene una estructura heterociclica formada por un ntcleo
naftoquinona que le confiere su caracteristica coloracion rojiza (Tupin et al., 2010).
A nivel molecular, se une a la subunidad 3 de la RNA polimerasa, codificada en el
gen rpoB, bloqueando la elongacién de la cadena de RNA naciente y en
consecuencia paraliza la sintesis de proteinas (Campbell et al, 2001). La
rifampicina estd normalmente indicada en el tratamiento de las infecciones por
Mycobacterium (Zaw et al., 2018), y ha demostrado ser efectiva contra bacterias

tanto grampositivas como gramnegativas (Baker et al., 2019; Fily et al., 2019).

Aunque se han descrito especies bacterianas resistentes a rifampicina por
inactivacion del antibidtico, por expulsion y por biodegradacién; la mayoria de
cepas resistentes presentan mutaciones en el gen rpoB, que codifica la subunidad
 de la RNA polimerasa. Principalmente, se ha descrito una regién de unos 80
nucledtidos en la que se localizan el 90% de mutaciones responsables de la

resistencia a rifampicina (Hughes and Brandis, 2013). Estos polimorfismos en el

25



INTRODUCCION

gen rpoB pueden originar una disminucion de la fitness asi como un cambio en el
patron de expresion (Pérez-Varela et al., 2017). A este respecto, se han identificado
en los genes rpoA y rpoC numerosas mutaciones compensatorias de las acaecidas

en el gen rpoB (Casali et al., 2014).

A pesar de ser menos frecuente, la resistencia a este antibi6tico también se
ha asociado con su glicosilacion, ADP-ribosilacion (arr) y fosforilacion (rph)

(Baysarowich et al., 2008; Spanogiannopoulos et al., 2012; Stogios et al., 2016).

Por ultimo, se descubierto un nuevo mecanismo que genera resistencia por
biodegradacion de la rifampicina en Nocardia farcinica. En este proceso esta
involucrada la enzima rifampicina monooxigenasa, codificada por el gen rox, que
cataliza la hidroxilacion de la rifampicina, que es el primer paso para su

degradacion (Abdelwahab et al., 2016; Liu et al., 2018).

Rifampicina

Productor. Streptomyces mediterranei

Introduccidn en clinica. 1971

Modo de accidn. Inhibidor de la transcripcién
del DNA al bloquear la subunidad  de la RNA
polimerasa.

Figura 1.7. Resumen gréfico del principal compuesto antibacteriano que actiia como

inhibidor de la transcripcién del DNA bacteriano.
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1.4.5 Bloqueo de la traduccion

i) Acido fusidico

El 4cido fusidico (Figura 1.8) es un antibiotico esteroideo (CAS 6990-06-3),
aislado en el afio 1962 a partir del hongo Fusidium coccinium (Godtfredsen et al.,
1962) y que inhibe la sintesis de proteinas (Yamaki, 1965) mediante el bloqueo de
EF-G (elongation factor G). Este enzima es una GTPasa que cataliza dos pasos
esenciales en la sintesis proteica. En primer lugar, se encarga de la translocacion
del ribosoma permitiendo la unién de un nuevo tRNA al siguiente codén. Y
ademas, participa juntamente con el RRF (ribosome recycling factor) en la escision
del complejo ribosoma-proteina naciente-mRNA (Guo et al., 2012). El bloqueo de
EF-G por parte del 4cido fusidico, por tanto, evita la elongacion de la proteina
naciente y resulta en una inhibicién del crecimiento celular (Curbete y Salgado,
2016). El efecto del acido fusidico es bacteriostatico aunque se ha descrito que
puede tener efecto bactericida a altas concentraciones (Verbist, 1990). Este
antibacteriano es efectivo contra la mayoria de bacterias grampositivas, mientras
que la mayoria de gramnegativas son resistentes ya que su elevado tamarfo y
lipofilicidad dificultan su transporte hacia el interior de estos microorganismos

(Fernandes, 2016).

Principalmente, la resistencia bacteriana al acido fusidico es causada o bien

por mutaciones en la diana o bien por la expresion de proteinas que la protegen.

Clasicamente, se ha considerado que el mecanismo principal de resistencia
bacteriana al acido fusidico consiste en mutaciones puntuales en la diana EF-G,
codificada en el gen fusA. Se han identificado mas de 30 mutaciones en dicho gen
que generan resistencia al acido fusidico (Lannergard et al., 2009). Asimismo, se
han reportado también mutaciones en la proteina ribosomal L6, codificada por el
gen rplF (fusE), que confieren resistencia moderada al acido fusidico indicando un
posible segundo lugar de union de este antibidtico al ribosoma (Norstrom et al.,

2007).
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Por otro lado, la resistencia puede estar causada por la adquisicion de los
genes fusB, fusC'y fusD contenidos principalmente en plasmidos de Staphylococcus.
Estos genes codifican proteinas de bajo peso molecular que bloquean la
intereaccion del antibiotico con EF-G proporcionando niveles moderados de
resistencia a acido fusidico. Actualmente en Europa, el tipo de resistencia a acido

fusidico mds comuin estd mediado por el producto del gen fusB (Fernandes, 2016).

ii) Aminoglicdsidos

El primer aminoglicoésido (Figura 1.8) aislado fue la estreptomicina (CAS
57-92-1), producida por Streptomyces griseus en el ano 1944 (Jones et al., 1944). A
partir de entonces, se han ido caracterizando nuevos aminoglicdsidos sintetizados
por diferentes especies de Streptomyces, como la neomicina (CAS 119-04-0), la
tobramicina (CAS 32986-56-4), la kanamicina (CAS 59-01-8) o la amikacina (CAS
37517-28-5); e incluso de otros géneros bacterianos como Micromonospora, bacteria
productora de la gentamicina (CAS 1403-66-3) (Becker and Cooper, 2013).
Tipicamente los aminoglicdsidos estan formados por aminoaztcares unidos por
enlaces glicosidicos (Magnet and Blanchard, 2005). Estos antibidticos actian
inhibiendo la sintesis de proteinas uniéndose, con alta afinidad, al sitio A del rRNA
16S de la subunidad 30S del ribosoma. Como resultado de esta interaccién, el
antibiotico induce errores en la traduccion al provocar dificultades en la lectura de
los codones del mRNA, dando lugar a proteinas aberrantes y generando
finalmente la muerte celular (Krause et al., 2016). Los aminoglicdsidos tienen un
efecto bactericida y son de amplio espectro, siendo utilizados de forma rutinaria

contra bacterias grampositivas y gramnegativas (Serio et al., 2018).

La resistencia a aminoglicdsidos puede darse mediante diferentes
mecanismos como son la modificacion del antibidtico, modificaciones en la
subunidad 30S del ribosoma que interfieren con la unién de los aminoglicosidos,

o bien por alteraciones en el transporte a través de la membrana.
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Los mecanismos generadores de resistencia a aminoglicdsidos aislados mas
frecuentemente en el ambiente clinico estan mediados por proteinas que modifican
al antibidtico y que estan codificadas en elementos genéticos moviles asociados a
multiples resistencias. Estas enzimas estan generalmente clasificadas segtin el tipo
de modificacion que originan: acetiltransferasas (AAC), adeniltransferasas (ANT
o AAD) y finalmente fosfotransferasas (APH) (van Hoek et al., 2011). Las enzimas
modificadoras de aminoglicésidos mas comunes son las acetiltransferasas que se
clasifican en cuatro grupos segun el grupo amino al que modifican: AAC (1), AAC
(3), AAC (2') y AAC (6'); de las que se han descrito decenas de variantes (Serio et
al.,, 2018), siendo AAC(6')-Ib la mas comun en enterobacterias nosocomiales
(Subramanian et al., 2016). La variante AAC(6')-Ib-cr, como ya se ha comentado
anteriormente, tiene la capacidad de inactivar también a las fluoroquinolonas
(Robicsek et al., 2006). El segundo grupo mdas amplio son las fosfotransferasas, de
las que existen siete tipos: APH (4), APH (6), APH (9), APH (3'), APH (2"), APH
(3", y APH (7"). Las variantes de APH (3’) son las mas prevalentes en
gramnegativos y, concretamente, la variante APH(3')-Illa en grampositivos
(Ramirez and Tolmasky, 2010). Por ultimo, existen cinco tipos de
adeniltransferasas: ANT (6), ANT (9), ANT (4'), ANT (2””) y ANT (3”), de las que
se han descrito mas de diez variantes (Ramirez and Tolmasky, 2010; van Hoek et
al.,, 2011). Un caso especial es el representado por ANT (3’)-Ih-AAC (6)-11d,
descrito por primera vez en Serratia spp., que es una enzima bifuncional que

cataliza la acetilacion y adenilacién de aminoglicosidos (Kim et al., 2006).

Por otra parte, la resistencia a aminoglicdsidos también puede ser generada
por la transferencia de grupos metilo al rRNA 16S. Las primeras metilasas en ser
descritas fueron ArmA en Citrobacter y RmtA en Pseudomonas, que metilan la
posicion G1405 del rRNA 16S (Golebiewski et al., 2007; Yokoyama et al., 2003). A
partir de entonces, se han identificado multiples metilasas asociadas a elementos
genéticos modviles que generan resistencia a aminoglicosidos: RmtB, RmtC, RmtD,
RmtE, RmtF, RmtG, RmtH (metilan la posicion G1405 del rRNA 16S) y NpmA
(metila la posicion A1408 del rRNA 16S). De entre todas ellas, ArmA y RmtB suelen
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ser las mas frecuentes y se acostumbran a encontrar en la familia Enterobacteriaceae

(Doi et al., 2016).

Adicionalmente, se han identificado mutaciones en el rRNA 168, en el gen
rpsL (codifica la proteina ribosomal S12) asi como en el gen rsmG (codifica una
metilasa del rRNA ) que confieren resistencia a estreptomicina. No obstante, las
mutaciones en el rRNA 16S son poco frecuentes ya que en su mayoria son letales

(Holberger and Hayes, 2009; Nessar et al., 2011).

Por dultimo, la resistencia a aminoglicosidos también puede ser
consecuencia de sistemas de expulsion, normalmente de la superfamilia RND en
patégenos gramnegativos. Los mas comunes son las bombas de expulsion tipo
AcrAD-TolC, de las que existen homologos en patégenos como Acinetobacter
(AdeABC y AdeDE), Burkholderia (AmrAB-OprA y BpeAB-OprB) o Pseudomonas
(MexXY-OprM) (Garneau-Tsodikova and Labby, 2016). También se han descrito
mutaciones en los reguladores de estos sistemas que comportan un aumento de la
resistencia a aminoglicdsidos por sobreexpresion de bombas. Un ejemplo de ello
son las mutaciones en el gen parR, regulador de las bombas mexXY en Pseudomonas
(Muller et al., 2011). Asimismo, también se han descrito otras proteinas de
membrana de las superfamilias MFS y MATE en Escherichia coli 'y Vibrio cholerae,

respectivamente (Garneau-Tsodikova and Labby, 2016; Khan et al., 2018).

iii) Cloranfenicol

El cloranfenicol (Figura 1.8) (CAS 56-75-7) (inicialmente conocido como
cloromicetina) es un antibiotico de amplio espectro, efectivo contra bacterias
gramnegativas y grampositivas, que fue aislado en 1947 de Streptomyces venezuelae
(Ehrlich et al., 1947). La molécula de cloranfenicol es sencilla y consiste en un 1,3-
propanediol al que va unido un grupo p-nitrofenil y un sustituyente N-
dicloroacetil, siendo la primera molécula natural aislada en contener un grupo
nitro y un sustituyente dicloroacetil (Shaw, 1983). El cloranfenicol es altamente

especifico y acttia como un potente inhibidor de la sintesis de proteinas, mostrando
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un efecto bacteriostatico al unirse reversiblemente a la subunidad 50S del
ribosoma. De esta manera, el cloranfenicol interfiere con la actividad
transpeptidasa del ribosoma e impide la elongacion de las proteinas nacientes

(Roberts and Schwarz, 2016).

La resistencia a cloranfenicol estd principalmente mediada por su
acetilacion. Sin embargo, también se han reportado mecanismos que involucran
una disminucién de la disponibilidad intracelular del antibidtico, asi como

modificaciones en la diana.

Existen principalmente dos tipos de cloranfenicol acetilasas (CAT) que se
clasifican seguin su estructura: catA (Alton and Vapnek, 1979), de la cual existen 16
variantes, y catB (Tennigkeit and Matzura, 1991), que cuenta con 6 variantes
(Schwarz et al., 2004). También se han descrito la hidrolasa estDL136 (Tao et al.,
2012) y la nitroreductasa nfsB capaces de conferir resistencia al cloranfenicol
(Crofts et al., 2019) mediante la hidrolisis o reduccion del grupo p-nitrofenil,

respectivamente.

Con menor frecuencia se han aislado mutantes resistentes a cloranfenicol
por mutaciones en el rRNA 23S (Ma et al., 2014), asi como por la metilacién del

residuo A2053 del rRNA 23S por parte de la metilasa Cfr (Long et al., 2006).

Se han identificado también diferentes transportadores de membrana de la
superfamilia MFS como responsables de la resistencia a cloranfenicol: CmrA, Cmx,
CmlA, CmlB, CraA, FexA, FexB, FloR y PexA. Entre estos transportadores, CmlA
y FIoR son los mas comunes (Bissonnette et al., 1991; Briggs and Fratamico, 1999;
Khan et al., 2018). Finalmente, se han reportado recientemente los transportadores
OptrA y PoxtA, de la superfamilia ABC, relacionados con la resistencia a este

antibiotico (Antonelli et al., 2018; Roberts and Schwarz, 2016).
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iv) Estreptograminas

Las estreptograminas (Figura 1.8) son una familia de antibidticos
producidos por diferentes especies de Streptomyces (Vazquez, 1966) que se dividen
en dos clases segun su estructura: las de clase A (macrolactonas poli-insaturadas)
y las de clase B (hexadepsipéptidos ciclicos) (Schwarz et al, 2016). Estos
antibioticos se unen a la subunidad 50S del ribosoma bacteriano bloqueando la
traduccion (Wright, 2007). Individualmente, las estreptograminas tienen un efecto
bacteriostatico, pero el uso combinado de estreptograminas de clase A y de clase
B conlleva un efecto bactericida en Staphylococcus y Streptococcus. La union al
ribosoma de las estreptograminas de clase A provoca un cambio conformacional
de esta region que aumenta la afinidad de las estreptograminas de clase B por el
ribosoma, hecho que explica la sinergia que se observa con la mezcla de ambas
tipologias (Johnston et al.,, 2002). La autorizacion de la FDA (Food and Drug
Administration) en 1999 para utilizar la combinacién quinupristina-dalfopristina
(CAS 126602-89-9) supuso el primer antibidtico de esta familia en ser usado en
clinica (Schwarz et al., 2016). Sin embargo, contra bacterias gramnegativas no son
muy efectivas dado que presentan dificultades para penetrar a través de la

membrana externa de este tipo de microorganismos (Wright, 2007).

Se han descrito numerosos mecanismos que generan resistencia a
estreptograminas que incluyen: la modificacion de la diana, la inactivacion del

antibiotico y la disminucion de su disponibilidad intracelular.

La modificacion del RNA ribosomal es el mecanismo més comun de
resistencia a estreptograminas. En el caso de esta familia de antibidticos los genes
responsables son los genes erm que catalizan la metilacion del residuo de adenina
que se encuentra en la posicion A2058 del dominio V del rRNA 23S de la
subunidad 50S del ribosoma. Los genes erm confieren resistencia adicional a
macrolidos y lincosamidas como consecuencia del solapamiento de sus dianas
(Leclercq, 2002). Con menor frecuencia se ha relacionado a la metilasa Cfr, que

cataliza la metilacion del rRNA 23S, con la resistencia a estreptogramina A (Long
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et al., 2006). Del mismo modo, se han identificado mutaciones en proteinas
ribosomales asociadas a la subunidad 50S del ribosoma (Cattoir et al., 2007) y, en
menor medida, mutaciones en el rRNA 23S que confieren resistencia a

estreptograminas (Depardieu y Courvalin, 2001).

La inactivacion de las estreptograminas de clase A suele ser consecuencia
de la actuacion de acetiltransferasas mientras que la inactivacion de las de clase B
se debe a la accion de hidrolasas (Johnston et al., 2002). Principalmente, se han
descrito los genes vatA, vatB y vatC en Staphylococcus (Allignet et al., 1998, 1993;
Allignet and Solh, 1995) y vatD y vatE en Enterococcus (Werner et al., 2000) como
responsables de la acetilacion de estreptograminas. En el caso de la inactivacion de
las estreptograminas de clase B, se han descrito hasta ahora en plasmidos de

Staphylococcus las hidrolasas vgbA y vgbB (Allignet et al., 1998, 1988).

Finalmente, la resistencia a estos antibioticos también puede ser resultado
de transportadores y bombas que disminuyen su concentracion intracelular. Los
ejemplos que juegan un papel mas importante en la resistencia clinica a las
estreptograminas son los transportadores ABC Vga (también llamado Lsa en

Enterococcus) y Msr (Wendlandt et al., 2015).

v) Lincosamidas

Las lincosamidas (Figura 1.8) son una familia de antibidticos que, a pesar
de ser estructuralmente diferentes, comparten diana con los macrélidos y la
estreptogamina B. Estas tres grandes familias se engloban comtiinmente en el
grupo MLSsy en ciertas ocasiones su resistencia suele estar vinculada (Pyorala et
al., 2014). La lincomicina (CAS 154-21-2), primer antibiotico de esta familia, se aisl6
por primera vez en el afio 1962 de una cepa de Streptomyces lincolnensis encontrado
en muestras de suelo (MaclLeod et al., 1964). Estructuralmente las lincosamidas
estan formadas por la unién de un aminodcido (L-prolina modificada) con un
azucar lincosamina (Kagan and Grostic, 1972). Como ya se ha referido

anteriormente, las lincosamidas actiian inhibiendo la sintesis de proteinas
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mediante la inhibicion de la actividad transpeptidasa uniéndose a los sitios A y P
de la subunidad 50S del ribosoma bacteriano (Schliinzen et al., 2001). Esta familia
de antibidticos es efectiva iinicamente contra bacterias grampositivas (Schwarz et

al., 2016).

El patrén de resistencia a lincosamidas es parecido al ya mencionado de las
estreptograminas. Basicamente, se encuentran bacterias resistentes a esta familia
de antibidticos por modificacion de la diana, por inactivacion, asi como por la

disminucion de su disponibilidad intracelular.

Igual que sucede con los macrolidos y las estreptograminas, se han aislado
cepas resistentes a lincosamidas que contienen los genes erm, catalizadores de la
metilacion del residuo A2058 del rRNA 23S de la subunidad 50S del ribosoma
(Leclercq, 2002). En la misma linea, se ha demostrado que la metilacion del residuo
A2053 del rRNA 23S por parte de la metilasa Cfr es otro mecanismo responsable
de la resistencia a lincosamidas y a otros antibioticos (Vester, 2018). Con menor
frecuencia, también se han relacionado mutaciones en el rfRNA 23S asi como en

proteinas ribosomales asociadas con la resistencia (Prats-van der Ham et al., 2018).

Recurrentemente, las lincosamidas son inactivadas mediante las
lincosamida-nucleotidiltransferasas codificadas por los genes Inu, de los cuales
existen ocho versiones (InuA-InuH) (Luo et al., 2018; Spizek and Rezanka, 2017).
También se genera resistencia por inactivacion de las lincosamidas por parte de las
adenilasas codificadas por los genes linA y linB (Bozdogan et al., 1999; Brisson-

Noél and Courvalin, 1986).

Asimismo, diferentes transportadores de membrana de la superfamilia
MEFS en Corynebacterium (LmrA y LmrB) (Zhang et al., 1992) y transportadores de
membrana de la superfamilia ABC en Staphylococcus (LsaA, LsaB, LsaC, VgaE y
SalA) se han descrito como causantes de resistencia a lincosamidas (Hawkins et

al., 2017; Li et al., 2014; Wendlandt et al., 2015).
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Productor. Fusidium coccinium

Introduccién en clinica. 1983

Modo de accién. Inhibe la sintesis de proteinas
mediante el bloqueo del factor EF-G del
ribosoma.
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Productor. Streptomyces spp.

Introduccion en clinica. 1944

Modo de accién. Inhibicién de la sintesis de
proteinas al unirse al sitio A del ribosoma.
Ejemplos. Estreptomicina (representada en la
figura), kanamicina, amikacina, neomicina,
tobramicina y gentamicina.

Productor. Streptomyces venezuelae

Introduccion en clinica. 1948

Modo de accion. Inhibicién de la sintesis de
proteinas al bloquear de la subunidad 50S del
ribosoma.

Productor. Streptomyces spp.

Introduccion en clinica. 1998

Modo de accion. Inhibicion de la sintesis de
proteinas al unirse de la subunidad 50S del
ribosoma.

Ejemplos. Dalfoprisinta (representada en la
figura) y quinupristina.

Productor. Streptomyces spp.

Introduccion en clinica. 1966

Modo de accién. Inhibicion de la sintesis de
proteinas al interaccionar con la subunidad 505
del ribosoma.

Ejemplos. Lincomicina (representada en la
figura), clindamicina y_pirlimicina
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Productor. Streptonyces spp.
Introduccién en clinica. 1952
Modo de accién. Inhibicion de la sintesis de
proteinas al unirse a la subunidad 50S del
ribosoma.
Ejemplos. Eritromicina (representada en la
figura), azitromicina y claritromicina.

‘ Oxazolidinonas

Tetraciclinas

Productor. Sintéticos

Introduccion en clinica. 2000
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Productor. Streptomyces spp.
Introduccion en clinica. 1950

Modo de accién. Inhibicion de la sintesis de
proteinas al bloquear la subunidad 50S del
ribosoma.

Ejemplos. Linezolid (representado en la figura)
y tedizolid.

Modo de accion. Inhibicién de la sintesis de
proteinas al bloquear la subunidad 30S del
ribosoma.
Ejemplos. Tetraciclina (representada en la
figura), doxiciclina, limeciclina 'y  oxi-
tetraciclina.

Figura 1.8. Resumen grafico de los principales compuestos antibacterianos que

actiian como inhibidores de la sintesis de proteinas.

vi) Macrolid

Los macrdlidos (Figura 1.8) son complejas moléculas ciclicas formadas por
un anillo lactona compuesto por 14, 15 o 16 atomos al cual van unidos diferentes
azucares (Schroeder and Stephens, 2016). El primer miembro de esta familia de
antibidticos fue la eritromicina (CAS 114-07-8), producida por Streptomyces
erythraeus, que se descubrid en 1952 (McGuire et al., 1952). Los macrdlidos, que

juntamente con las lincosamidas y las estretptograminas B conforman el grupo de
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antibidticos MLSs, se unen a la subunidad 50S del ribosoma inhibiendo la sintesis
de proteinas (Pyorala et al., 2014). Concretamente, actian inhibiendo el proceso de
transpeptidacion y translocacion del ribosoma, causando la escision prematura de
cadenas de polipéptidos incompletas del ribosoma (Giguere, 2006). Sin embargo,
se ha publicado recientemente que los macrolidos inhiben selectivamente la
traduccion de un subconjunto concreto de proteinas celulares y que su accion a
este respecto depende fundamentalmente de la secuencia de las proteinas
nacientes (Vazquez-Laslop and Mankin, 2018). Son activos principalmente contra
grampositivos aunque han demostrado ser eficaces también frente a algunas
especies de gramnegativos como Campylobacter, Haemophilus, Shigella o Salmonella

(Fefsler et al., 2018).

Los mecanismos por los cuales se adquiere resistencia a los macrélidos
estdn determinados principalmente por la modificacion de la diana, por

inactivacion de éste, y por la disminucion de la disponibilidad intracelular.

El principal mecanismo con el que se genera resistencia a macrolidos es
mediante las metilasas erm, codificadas normalmente en elementos genéticos
moviles, que se encargan de metilar el rRNA 23S de la subunidad 50S del
ribosoma, impidiendo asi el acceso de los macrolidos (Leclercq, 2002). Aunque de
forma menos frecuente, también se ha detectado resistencia a macrdlidos por
accion de la metilasa Cfr que, como ya se ha mencionado, es responsable de la

metilacion del residuo A2053 del rRNA 23S (Phillips and Sharaf, 2016).

Adicionalmente, mutaciones puntuales en el rRNA 23S asi como en las
proteinas ribosomales L4 y L22 originan resistencia a macrélidos (Diner and

Hayes, 2009; Franceschi et al., 2004).

La inactivacion de los macrdlidos puede ser debida a la actuacién de las
fosfotransferasas mph (O’Hara et al., 1989) o de las esterasas ere (Morar et al., 2012)
codificadas en elementos genéticos mdviles, de las cuales se han descrito 15y 5

variantes, respectivamente (Golkar et al., 2018).
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Finalmente, la expulsion de macrdlidos mediante transportadores de
membrana se lleva a cabo principalmente por los transportadores Mef de la
superfamilia MFS. Los genes mef estdn ampliamente distribuidos en
grampositivos, aunque también se han descrito en ciertos gramnegativos (Ojo et
al., 2004). Curiosamente, los genes mef se co-transcriben con el transportador mel
(también conocido como msrD) de la superfamilia ABC y ambas proteinas
interactiian sinérgicamente para aumentar la resistencia a macrolidos (Schroeder
and Stephens, 2016). De modo similar, se han descrito cuatro tipos de
transportadores de la familia Msr asociados a resistencia a macrdlidos (Fyfe et al.,
2016). Finalmente, se han identificado mutaciones en el gen adeN, represor del
sistema de bombas AdelJK en Acinetobacter, que aumentan la resistencia de este

microorganismo a los macrdlidos (Rosenfeld et al., 2012).

vii) Oxazolidinonas

Las oxazolidinonas (Figura 1.8) representan una clase de antibacterianos
sintéticos con elevada actividad contra microorganismos grampositivos, aunque
algunos derivados muestran efectividad también en gramnegativos. A nivel
quimico son compuestos que presentan la estructura 2-oxazolidona (Phillips and
Sharaf, 2016). El primero en comercializarse fue el linezolid (CAS 165800-03-3) a
finales de los afios noventa (Zurenko et al., 1997) y seguidamente se introdujo el
tedizolid (CAS 856867-55-5) (Kanafani and Corey, 2012). Las oxazolidinonas
inhiben la sintesis de proteinas al unirse al rRNA 23S de la subunidad 50S del
ribosoma bacteriano impidiendo la formacion del complejo inicial de Met-tRNA,

mRNA y ribosoma (Shah, 2015).

Actualmente, la resistencia a oxazolidinonas es poco comun y se limita
béasicamente a modificaciones en la diana. Por este motivo, en concreto el linezolid,
es uno de los antibacterianos reservados para las infecciones bacterianas mas
graves (Hashemian et al., 2018). A pesar de ello, se han publicado recientemente

transportadores que reducen la concentracion intracelular de las oxazolidinonas.
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El principal mecanismo de resistencia que se ha descrito para esta clase de
antibacterianos involucra mutaciones en la region central del dominio V del rRNA
23S asi como mutaciones en las proteinas L3 y L4 asociadas a esta subunidad del
ribosoma y codificadas en los genes rpIC y rplD (de Almeida et al., 2013; Roman et
al., 2013; Xiong et al., 2000). Ademas de estas mutaciones puntuales, la adquisicion
de la metilasa Cfr ha demostrado ser responsable de un aumento de la resistencia
a oxazolidinonas. La metilasa Cfr, como se ha comentado con anterioridad, cataliza
la metilacion del residuo A2053 del rRNA 23S y reduce la susceptibilidad a un
amplio nimero de antibacterianos que acttan a nivel ribosomal ademas del

linezolid (Candela et al., 2017).

Recientemente, se ha publicado la relacion entre los transportadores OptrA
y PoxtA, de la superfamilia ABC, con la resistencia a linezolid en Enterococcus y

Staphylococcus (Antonelli et al., 2018; Wang et al., 2015).

viii) Tetraciclinas

Las tetraciclinas (Figura 1.8) (CAS 60-54-8), descubiertas en el afio 1948, son
una familia de antibidticos producidos por diferentes especies de Streptomyces
(Duggar, 1948). Estos compuestos estan formadas por un ntcleo constituido por
cuatro anillos de seis carbonos fusionados (denominados A, B, C y D) a los que se
unen diferentes grupos funcionales (Chopra and Roberts, 2001). Los anillos A, By
C presentan carbonos saturados mientras que el anillo D es aromatico (Thaker et
al., 2010). Las tetraciclinas se unen a los ribosomas bacterianos e interaccionan con
el rRNA 16S de la subunidad 30S impidiendo la unién del tRNA cargado al sitio
A del ribosoma durante la elongacién del polipéptido naciente (Grossman, 2016).
Se considera que las tetraciclinas son una familia de antibidticos bacteriostaticos y
de amplio espectro ya que se usan contra microorganismos gramnegativos y

grampositivos (Roberts, 2005).

La resistencia a tetraciclinas es muy comun siendo la modificacién del

ribosoma, la inactivacion enzimatica de las tetraciclinas, la disminucion de la
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disponibilidad intracelular y la biodegradacion los principales mecanismos que

generan resistencia clinica a esta familia de antibacterianos.

Hasta el momento, se han identificado multiples mutaciones en el rRNA
16S en diferentes géneros bacterianos que reducen la afinidad del ribosoma por las
tetraciclinas confiriendo asi resistencia contra estos compuestos (Amram et al.,
2015; Trieber and Taylor, 2002). Asimismo, también se han identificado
mutaciones en las proteinas ribosomales S3 y S10, codificadas por los genes rpsC'y
rps], que generan resistencia in vitro a tetraciclinas (Lupien et al., 2015). A nivel
ribosomal se han reportado recientemente mutaciones en una rRNA 16S metilasa
RsmD-like que producen una disminucion de la susceptibilidad a tetraciclinas en
Streptococcus (Lupien et al.,, 2015). No obstante, el mecanismo mds comun de
resistencia a tetraciclinas consiste en la proteccion del ribosoma, principalmente,
mediante las proteinas Tet, diseminadas ampliamente en elementos genéticos
moviles en bacterias tanto gramnegativas como grampositivas (Roberts, 2011). Las
proteinas Tet son estructuralmente similares a las ya mencionadas EF-G y, por
tanto, se unen de forma similar al ribosoma impidiendo la interaccién de este con
las moléculas de tetraciclina (Li et al., 2013). Actualmente se han descrito doce
genes tet diferentes que confieren resistencia por proteccion ribosomal, entre los
que se destacan tetM y tetO (Roberts and Schwarz, 2016). En esta linea, también ha
sido identificada la proteina otrA en Streptomyces cuyo mecanismo de proteccion

al ribosoma es similar al de las proteinas Tet. (Doyle et al., 1991).

El conjunto de genes responsables de la catélisis de las tetraciclinas es muy
limitado. El mas estudiado es tetX cuyo producto es una monooxigenasa
dependiente de flavina que cataliza la hidrdlisis inicial de la via de biodegradacion
de la tetraciclina (Yang et al., 2004). Sin embargo, se han reportado otros casos
menos estudiados como son los genes fet34 y tet37, sin relevancia clinica aparente

(Diaz-Torres et al., 2003; Nonaka and Suzuki, 2002).

Las bombas de expulsion mas comunes para las tetraciclinas, aunque
existen excepciones, son miembros de la superfamilia MFS. Hasta el momento, se
han descrito mas de 20 y las mas comunes incluyen TetA y TetB en gramnegativos
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mientras que TetK y TetL son los més prevalentes en grampositivos (Krulwich et
al., 2001). También son destacables OtrB, OtrC y Tcr, en Streptomyces, similares a
nivel de secuencia a TetK y TetL (Dairi et al., 1995, McMurry and Levy, 1998).
Ademas de estos sistemas de expulsion especificos de tetraciclina, se han descrito
numerosos mecanismos que regulan la entrada y acumulacion de tetraciclinas a
nivel intracelular. Destacan mutaciones que afectan a la expresion o funcién de
proteinas reguladoras, bombas o porinas (Grossman, 2016). Son de especial interés
las bombas de expulsion de la superfamilia RND AcrAB-TolC en Enterobacteriaceae,
MexAB-OprM en Pseudomonas asi como el transportador de la superfamilia ABC

VcaM en Vibrio (Khan et al., 2018; Munita and Arias, 2016).

Finalmente, se ha vinculado el gen tetU con la resistencia leve a tetraciclinas
en Enterococcus. Este gen produce una proteina pequefia que no esté relacionada a
nivel de secuencia con ningun otro mecanismo conocido de resistencia a
tetraciclina. Su mecanismo de accion queda por dilucidar a dia de hoy (Ridenhour

et al., 1996).

1.4.6 Antagonismo del metabolismo del folato

1) Sulfamidas

Las sulfamidas (Figura 1.9) (CAS 63-74-1) son agentes antibacterianos
sintéticos usados desde los afios treinta (Domagk, 1935) que estan formados por
un grupo sulfamida unido a un anillo aromatico. Las sulfamidas son
estructuralmente analogos al PABA (para-aminobenzoic acid) y acthan como
inhibidores competitivos de la DHPS (di-hydro-pteroate synthase), codificada por el
gen folP. La DHPS participa en la sintesis de folato utilizando PABA como
substrato y la inhibicion por las sulfamidas, por ende, resulta en una inhibicién del

crecimiento (Skold, 2000). Se tratan de compuestos de amplio espectro con
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efectividad contra bacterias gramnegativas y grampositivas (Foltzer and Reese,

1987).

Su continuo uso en clinica durante la Segunda Guerra Mundial conllevo la
aparicion de las primeras cepas resistentes durante los afios 40 (Davenport, 2012).
Los mecanismos que principalmente generan resistencia a sulfamidas consisten en
mutaciones cromosomicas en el gen folP o bien en el uso de enzimas alternativas

codificadas en elementos genéticos mdviles.

Se han aislado mutantes resistentes a sulfamidas por un aumento de
produccion de PABA (Landy et al., 1943), pero el mecanismo mas comtin mediante
el que se obtienen mutantes resistentes a sulfamidas consiste en mutaciones en el
gen folP. En este caso, se ha demostrado que estas mutaciones se producen en
diferentes regiones conservadas de dicho gen que disminuyen la afinidad de
DHPS por la sulfamida mientras mantienen o aumentan su afinidad por PABA

(Skéld, 2000).

A pesar de que se han reportado multiples casos de variantes resistentes a
folP cromosdmicas, la resistencia clinica a las sulfamidas es predominantemente
transmitida por elementos genéticos mdviles y mediada por los genes sul (sull,
sul2, sul3, sul4) que codifican DHPS alternativas resistentes a la sulfamidas (Skold,
2001). El primero en ser descubierto, sull, se encuentra codificado principalmente
en integrones de clase 1 junto con otros genes de resistencia, mientras que sul2 esta
codificado en plasmidos del grupo de incompatibilidad IncQ (van Treeck et al.,
1981). Ambas variantes son las que parecen estar presentes con mas frecuencia en
organismos patdgenos nosocomiales (Radstrom et al.,, 1991). Por otra parte, la
variante sul3 se describio en plasmidos conjugativos de E. coli y se encuentra
flanqueada por dos copias del elemento de insercion IS15A/26 (Perreten and
Boerlin, 2003). Mas recientemente se ha descrito en India la variante sul4 asociado
con el elemento ISCR20 tanto en muestras ambientales como clinicas (Marathe et
al., 2019; Razavi et al., 2017). Se ha demostrado que la presencia de ciertos genes
sul confiere un aumento en la fitness del microorganismo que los codifica, incluso

en ausencia de seleccion por sulfamidas (Enne et al., 2004).
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Finalmente, el catabolismo bacteriano de las sulfamidas ha demostrado
desempenar un importante papel en la resistencia contra este tipo de
antibacterianos. Recientemente se ha reportado una sulfamida monooxigenasa
denominada SulX en Microbacterium que es la responsable de los primeros pasos
de la biodegradacion de las sulfamidas. En concreto, este microorganismo ha
demostrado ser capaz de crecer con este tipo de antibacteriano como fuente tinica
de carbono. En dicho estudio se ha demostrado también que la adquisicion de los
genes responsables de la degradacion de sulfamidas confiere resistencia a este

compuesto (Kim et al., 2019).
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Figura 1.9. Pasos intermedios de la ruta de biosintesis del folato que son bloqueados por la

accién de las sulfamidas y el trimetoprim.
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ii) Trimetoprim

El trimetoprim (Figura 1.9) (CAS 738-70-5) es una di-aminopirimidina
sintética con actividad antibacteriana desarrollada en los afos sesenta (Cooper and
Wald, 1964; Quinlivan et al., 2000). Estructuralmente es andlogo al 4cido
dihidrofdlico, de tal forma que se une de forma competitiva a la DHFR (di-
hydrofolate reductase) inhibiendo asi la sintesis de folato, de forma similar a las
sulfamidas (Skold, 2001). Por lo tanto, el uso sinérgico de sulfamidas y trimetoprim
comporta un potente efecto bactericida al producir un bloqueo en dos pasos
intermediarios en la via de sintesis de folato (Masters et al., 2003) Asi, y bajo el
nombre de co-trimoxazol (Hall, 1974), se han administrado conjuntamente desde
el ano 1974 para el tratamiento de ciertas infecciones. La actividad antibacteriana
mostrada por el trimetoprim es efectiva contra la mayoria de bacterias

gramnegativas y grampositivas (Gleckman et al., 1981).

La resistencia a trimetoprim, igual que las sulfamidas, es comun en aislados
clinicos y, al ser usados conjuntamente por su efecto sinérgico, los genes que
confieren resistencia a trimetoprim y sulfamidas se suelen encontrar hacinados
conjuntamente en elementos genéticos moviles. Dichos genes codifican enzimas
alternativas que confieren resistencia al trimetoprim, aunque también se han
aislado cepas resistentes como consecuencia de mutaciones en el gen folA

cromosomico.

La resistencia cromosdmica a trimetoprim, de forma similar a lo ya
comentado para las sulfamidas, puede originarse mediante mutaciones en el gen
folA. Estas mutaciones han sido reportadas tanto a nivel de promotor aumentando
la expresion de folA, como en la secuencia codificante produciendo variantes
génicas resistentes al trimetoprim (Skold, 2001; Toprak et al., 2011). Curiosamente,
se ha demostrado que la resistencia a trimetoprim puede producirse mediante la
sobreexpresion de fol A mientras que la resistencia a sulfamidas no se produce por
un aumento de expresion de folP. Esta diferencia se debe a que mientras que el

trimetoprim directamente inhibe la DHEFR, las sulfamidas compiten con el PABA
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para acceder a la DHPS. En situaciones normales, la DHPS cataliza la formacion
de dihidropteroato a partir de pterina y PABA, sin embargo, cuando la DHPS entra
en contacto con una molécula de sulfamida se genera un metabolito inactivo
dihidropterina - sulfamida provocando una disminucién en la concentracion
intracelular de pterina, necesaria para producir mas dihidropteroato. Por tanto, el
factor limitante para la produccion de dihidropteroato es la ratio PABA:sulfamida,
que no puede ser alterado por la sobreexpresion de folP (Palmer and Kishony,

2014).

La mayoria de aislados clinicos resistentes a trimetoprim no son debidos a
mutaciones cromosomicas, sino a la adquisicion de variantes resistentes a través
de elementos genéticos mdviles. Inicialmente, las variantes adquiridas de DHFR
resistentes se clasificaban en dos grandes familias: dfrA y dfrB (Howell, 2005). El
primer grupo, homologos al gen folA, esta formado actualmente por mas de treinta
variantes diferentes con una longitud media de 160 aminoacidos; mientras que el
segundo grupo, que no presenta ni similitud en secuencia ni en estructura con los
DHFR cromosoémicos (Alonso and Gready, 2006), cuenta con ocho variantes de
unos 80 aminodcidos (van Hoek et al., 2011). En el grupo de los dfrA, se pueden
diferenciar dos subgrupos con gran impacto clinico: el grupo dfrAl, con doce
miembros, y el grupo dfrAl12, con cinco. Las variantes dfrA34, dfrA35 y dfrA36 son
las tiltimas reportadas (Ambrose and Hall, 2019; Tagg et al., 2019; Wiithrich et al.,
2019). Adicionalmente, se han descrito en elementos méviles de grampositivos las
genes dfrD, dfrE, dfrG, dfrK y dfrF con elevada similitud con los genes del grupo
dfrA (Coque et al., 1999; van Hoek et al., 2011).
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1.5 Origen y evolucion de la resistencia

antibacteriana: ;Regreso a la era pre-antibiotica?

Los antibidticos son compuestos ancestrales y, por ende, la resistencia a los
mismos también lo es. En este sentido, los estudios metagenomicos de ambientes
remotos, preservados y antiguos han desechado la nocién de que la resistencia a
los antibidticos haya surgido en respuesta a su uso antropogeénico. Por ejemplo, se
han identificado genes de resistencia a 3-lactdmicos, tetraciclina y aminoglicosidos
con una antigiiedad de 5.000 afios en muestras de permafrost siberiano (Perron et
al,, 2015). En otro estudio similar llevado a cabo en muestras de permafrost en
Canada de 30.000 anos de antigliedad se detectaron genes de resistencia a f3-
lactdmicos, tetraciclina y glicopéptidos (D’Costa et al., 2011). Asimismo, se han
aislado cepas altamente resistentes a antibidticos que codifican genes de resistencia
de hasta catorce grupos diferentes en una cueva mexicana aislada desde hace
cuatro millones de anos (Bhullar et al., 2012). Finalmente, también se han
secuenciado genes de resistencia a antibioticos (p-lactdmicos, fosfomicina,
cloranfenicol, aminoglicdsidos, macrolidos, vancomicina...) en microorganismos
aislados del microbioma de una momia peruana del siglo XI (Santiago-Rodriguez
et al., 2015).

De forma concluyente estos estudios demuestran que la resistencia a los
antibioticos es anterior a su uso clinico y que las variantes genéticas que originan
los genes clinicos de resistencia estan distribuidas en el pangenoma bacteriano. Por
tanto, estda ampliamente demostrado que los genes de resistencia a los antibioticos
presentes en la actualidad en bacterias patdogenas se han originado a partir de
genes homdlogos disponibles desde tiempos ancestrales en los microorganismos
productores de los antibidticos o en sus competidores naturales (Aminov and
Mackie, 2007). Estos genes son captados por elementos genéticos moviles y
transferidos a bacterias susceptibles que proliferan rdpidamente en presencia de

agentes antibacterianos (Aarestrup, 2006). De este modo, la existencia de un gran
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repertorio de elementos genéticos modviles conjuntamente con la enorme
disponibilidad de genes de resistencia ancestrales dibujan un escenario evolutivo
idoneo para la rapida proliferacion de bacterias resistentes a los antibacterianos
una vez introducidos en el ambiente clinico (Aminov and Mackie, 2007).
Adicionalmente, la globalizacion permite la eficiente diseminacion de genes y
bacterias resistentes mediante el ingente comercio de productos alimenticios,

animales vivos, viajes, etc (Wright, 2019).

1.5.1 Resistencia a los antibioticos en los microorganismos

productores

Las bacterias productoras de antibioticos presentan los mecanismos
adecuados para auto-protegerse (Cundliffe and Demain, 2010). La relacion entre
la produccion de un antibidtico y resistencia fue advertida por primera vez en 1973
(Benveniste and Davies, 1973). A partir de entonces, se ha demostrado
reiteradamente que estos mecanismos de resistencia son genética y

bioquimicamente muy parecidos a los genes que generan resistencia en patogenos.

Como se ha indicado previamente, uno de los mecanismos de resistencia
mas comun involucra modificaciones en la diana del antibacteriano. La resistencia
a macrolidos, lincosamidas y estreptogramina B, por ejemplo, esta ampliamente
distribuida en bacterias productoras de macrolidos como consecuencia de los
genes erm, que metilan el residuo A2058 del rRNA 23S del ribosoma (Leclercq,
2002). Asi, se han identificado los genes ermE en S. erythraeus; ermS y ermN en
Streptomyces fradiae; ermO 'y erm2 en Streptomyces ambofaciens; ermH en Streptomyces
thermotolerans; ermW en Micronospora griseorubida y erml en Streptomyces
mycarofaciens. Del mismo modo, se han identificado en organismos productores de
lincosamidas los genes ermU y clr (tipo erm) en S. lincolnensis y en Streptomyces
caelestis, respectivamente (Cundliffe and Demain, 2010). Un caso similar ocurre con

los aminoglicosidos ya que se han identificado metilasas que generan resistencia a

46



INTRODUCCION

aminoglicésidos y que metilan la posicion G1405 del rRNA 16S (kmr en S.
kanamyceticus, kgmB en Streptomyces tenebrarius, grmA en Micromonospora purpurea,
sgm en Micromonospora zionensis y fmrO en Micromonospora olivasterospora) asi como
rRNA 165 metilasas que metilan la posicion A1408 (kamB en S. tenebrarius, kamA
en Streptomyces tenjimariensis y kamC en Saccharopolyspora hiruta) (Cundliffe and
Demain, 2010). Finalmente, también destaca en A. orientalis, uno de los organismos
productores de glicopéptidos, la presencia de homologos de los genes moviles

vanHAX que confieren resistencia clinica a vancomicina (Marshall et al., 1998).

En el caso de la resistencia originada por proteccion de la diana, se ha
descrito en Streptomyces rimosus, productor de la oxi-tetraciclina, la proteina OtrA
que genera resistencia a tetraciclinas en bacterias nosocomiales (Ohnuki et al.,
1985). Uno de los casos mas sorprendentes es el de los genes gnr, que son genes
codificados en plasmidos y que generan resistencia clinica a quinolonas. Las
quinolonas son, como se ha mencionado anteriormente, agentes antibacterianos
sintéticos que inhiben la replicacién del DNA (Correia et al., 2017). Se ha descrito
que los genes gnr derivan de genes que protegen la DNA girasa de ciertos
antibioticos (como la microcina B17) y que estan codificados en los genomas de las
bacterias acudticas Shewanella algae y Vibrio splendidus, dando lugar a las variantes

moviles gnrA y gnrS, respectivamente (Canton, 2009; Tran and Jacoby, 2002).

Asimismo, las bacterias productoras de antibidticos codifican enzimas que
les permiten la inactivacién de éstos. En microorganismos productores de
aminoglicosidos, por ejemplo, se han identificado numerosos enzimas que
modifican, inactivan y generan auto-resistencia contra este tipo de antibidticos. A
modo de ejemplo, se han identificado la fosfotransferasa APH(3’) y las
acetiltransferasas AAC(3) y ACC(2’) en el productor de neomicina S. fradiae, asi
como la fosfotransferasa AAC(6") en el productor de kanamicina S. kanamyceticus
(Cundliffe and Demain, 2010). No obstante, no se han identificado
adeniltransferasas modificadoras de aminoglicdsidos codificados en genomas de
los microorganismos productores hasta el momento. En el caso de la fosfomicina,

producida por ciertas especies de Streptomyces y por Pseudomonas syringae, se han
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descrito homologos de los genes mdviles fomA en diversas especies productoras
del género Streptomyces, asi como del gen fosC (homologo del gen fomA) en el
genoma de P. syringae (Cundliffe and Demain, 2010). Las (3-lactamasas son enzimas
ancestrales que existen desde antes de la introduccion clinica de los B-lactdmicos
(Bush, 2018), de hecho, como se ha mencionado con anterioridad, el primer
microorganismo resistente a este tipo de antibidticos se aislé antes de la
introduccién de los (-lactamicos (Kirby, 1944). Sin embargo, el origen de las f3-
lactamasas constituye un caso especial, puesto que los productores naturales de
esta familia de antibidticos son hongos, intrinsecamente resistentes a 3-lactdmicos
puesto que su pared celular no contiene peptidoglicano (Gao et al., 2017). Las (3-
lactamasas de la clase CTX-M, por ejemplo, son consideradas un paradigma en la
evolucion de un mecanismo de resistencia. Asi, se ha descrito que la movilizacién
independiente de genes cromosdmicos de diferentes especies del género Kluyvera,
bacterias de la clase Gammaproteobacteria y que no son productoras de antibioticos
-lactamicos, ha derivado en las variantes clinicas de 3-lactamasas CTX-M (Canton
et al., 2012).

También se han identificado numerosos casos de auto-resistencia
desempenados por transportadores de membrana y bombas de expulsion en
organismos productores de antibioticos. Asi, se ha confirmado la presencia en S.
rimosus del gen otrB que codifica una bomba de expulsién de tetraciclinas de la
familia MFS o los también transportadores de la familia MFS ImrA y ImrC en S.
lincolnensis, productor de lincosamidas. También se han identificado
transportadores ABC en los clusters de biosintesis de neomicina de diversas
especies bacterianas. Igualmente se ha demostrado la presencia de transportadores
MES en cepas de Streptomyces productoras de kanamicina y gentamicina. En la
misma linea, se han identificado en el productor de cloranfenicol los genes cmll,
cmx 'y cmlF, que codifican hipotéticos transportadores de clase ABC y MFS
similares a los que se encuentran en elementos genéticos mdviles presentes en
aislados hospitalarios (Jiang et al., 2017). En concordancia con todos estos datos, S.
fradiae codifica en el cluster de biosintesis de fosfomicina, ademas del gen fomA que

participa en la inactivacion de fosfomicina como ya se ha indicado previamente,
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los genes phnDCE cuyo producto forma un transportador de clase ABC (Cundliffe
and Demain, 2010).

Por otra parte, también se ha hipotetizado que el origen de los genes de
resistencia a antibidticos no proviene siempre de genes homologos codificados en
los clusters de biosintesis de los organismos productores. En este sentido, se han
reportado numerosos casos de determinados genes de resistencia que han
evolucionado a partir de genes que codifican enzimas con otras funciones
metabolicas. A modo de ejemplo, estudios estructurales han relacionado las
nucleotidiltransferasas de aminoglicésidos (ANT) con la DNA polimerasa 3 (Cox
etal., 2015); asi como el gen vgB responsable de la inactivacion de estreptograminas

con enzimas que hidrolizan el anillo lactona del muconato (Morar et al., 2012).

1.5.2 Evolucion y diseminacion de los genes de resistencia a

antibacterianos

Como ya se ha mencionado en el apartado anterior, las comunidades
microbianas constituyen un importante reservorio de genes de resistencia que
pueden ser globalmente diseminados (Brinkac et al., 2017). A pesar de todas las
pruebas existentes que ponen de manifiesto la relacion existente entre los genes de
resistencia presentes en los aislados clinicos y las cepas productoras, a veces es
dificil establecer mediante la comparacion de secuencias un vinculo directo entre
genes de productores y patogenos. Esto es principalmente debido al hecho que los
genes de resistencia en los productores y en los patdgenos muestran en
determinadas ocasiones una elevada divergencia de secuencia sobre todo en lo que
hace referencia al contenido GC y al uso de coddn (Peterson and Kaur, 2018). Este
hecho sugiere que la transferencia entre productores y patdégenos podria haber
ocurrido hace mucho tiempo lo que explicaria la citada divergencia (Marshall et
al., 1998; Peterson and Kaur, 2018). En este sentido, y como ya se ha mencionado
con anterioridad, los genes de resistencia estdan mucho mas extendidos en las

poblaciones microbianas ambientales de lo que se creia originalmente (Bhullar et
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al., 2012; D’Costa et al., 2011; Perron et al., 2015; Santiago-Rodriguez et al., 2015).
Colecciones histdricas de cepas bacterianas de origen hospitalario revelan la
presencia de plasmidos, si bien destaca en ellas la ausencia de genes de resistencia.
Sin embargo, con el uso de compuestos antibacterianos a partir de los afos treinta
se han ido acumulando multiples genes de resistencia en plasmidos y cromosomas
de este tipo de microorganismos (Waglechner and Wright, 2017).

La diseminacion de genes de resistencia entre estas poblaciones bacterianas
se produce por mecanismos de transferencia genética que implican
transformacion, transduccion por bacteridfagos, conjugacion o vesiculas de

membrana (Thomas and Nielsen, 2005).

1.5.21 Conjugacion

La conjugacion consiste en la transferencia de DNA a través de un proceso
que requiere la formacién de un agregado entre la célula donadora y la receptora
que se forma como consecuencia de la retraccion de los pili conjugativos. Una vez
formado el agregado celular, el DNA se transfiere de la célula donadora a la
receptora a través del sistema de secrecion tipo IV codificado en el plasmido (von
Wintersdorff et al., 2016). Este proceso, adicionalmente, puede estar promovido
por la exposicion a ciertos agentes antibacterianos facilitando asi la movilizacién
de los genes de resistencia entre cepas (Liu et al., 2019; Moller et al., 2017).

Los pldsmidos son elementos genéticos extra-cromosdmicos auto-
replicables. La persistencia de estos elementos genéticos es superior cuando
codifican genes que mejoran la fitness de la célula hospedadora, como genes de
resistencia en presencia de antibacterianos. En consecuencia, un gran niimero de
genes de resistencia circulan en los plasmidos y se diseminan entre poblaciones
mediante la conjugacion (Lerminiaux and Cameron, 2019). La conjugacion de
plasmidos es el mecanismo mds comun y eficiente para la propagacion de genes
de resistencia (Sultan et al., 2018); y se ha descrito en numerosos ecosistemas como

en insectos, suelo, agua y sobretodo en entornos hospitalarios donde la presencia
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de agentes microbianos es mas destacable (Davison, 1999). La propagacion de
plasmidos de resistencia a antibidticos en patdgenos humanos esta especialmente
bien estudiada, y muestra que una vez que los genes de resistencia se han
establecido en plasmidos, pueden extenderse rapidamente a través de diferentes
cepas, especies e incluso otros géneros bacterianos (von Wintersdorff et al., 2016).
La captura de genes de resistencia por parte de plasmidos suele estar determinada
principalmente por la presencia de transposones e integrones (Figura 1.10).

Los transposones (Figura 1.10) son elementos genéticos moéviles formados
por secuencias de insercion y genes accesorios, cominmente genes de resistencia
a antibioticos. Las IS (Insertion Sequences) son los elementos genéticos mdviles mas
simples y codifican una transposasa, responsable de su transposicion, flanqueada
por segmentos de secuencia invertidas. Los transposones suelen estar asociados a
plasmidos con los que se movilizan entre bacterias y, una vez en una célula
receptora, pueden saltar y transferir los genes de resistencia al cromosoma o a otros
plasmidos del microorganismo hospedador (Babakhani and Oloomi, 2018; van
Hoek et al., 2011).

Por otro lado, los integrones (Figura 1.10) son elementos genéticos que
incluyen una integrasa, codificada en el gen intl, que les permite capturar y
movilizar genes, en particular genes de resistencia a antibacterianos. La
integracion de estos genes es especifica de forma que se posicionan bajo control de
un promotor que se sitiia en direccidn opuesta a intl. Los integrones no codifican
genes responsables de su movilizacion de manera que se movilizan al asociarse a
transposones o a plasmidos (Mazel, 2006).

Adicionalmente, se han identificado los llamados ICE (menos comunes
que transposones e integrones) que son elementos auto-transmisibles que
codifican la maquinaria de conjugacion. Estas entidades son altamente versatiles
y, ademas de conjugar, tienen la capacidad de integrarse y escindirse, de forma
similar a los transposones, diseminando asi genes de resistencia a antibacterianos,
factores de virulencia o genes de resistencia a metales pesados. No obstante, los

ICE son incapaces de replicarse autonomamente de forma vegetativa por lo que su
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estabilizacion en una célula bacteriana requiere su integracion en el cromosoma o
plasmidos que esta contenga (van Hoek et al., 2008; von Wintersdorff et al., 2016).

Una caracteristica comun de los integrones y de los ICE es que su
esparcimiento por las poblaciones bacterianas se estimula a través de la induccion
del sistema de reparacion SOS (Guerin et al., 2009) que es una respuesta de las
células bacterianas a dafos en el DNA. En este sentido debe recordarse que gran
cantidad de antibioticos inducen este sistema SOS por lo que se da la circunstancia
que los propios antibioticos para los que determinan resistencia integrones e ICEs

pueden disparar su distribucion (Baharoglu and Mazel, 2014).
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Figura 1.10. Los genes de resistencia a los antimicrobianos (GRA) presentes en el pan-
genoma bacteriano son capturados principalmente mediante transposones e integrones y

asociados a plasmidos movilizables mediante los que se transfieren entre bacterias.

1.5.2.2 Transformacion

La transformacién es un proceso genético de captura, incorporacion y
expresion de DNA del medio, observado por primera vez en cepas de S.
pneumoniae el 1928 (Griffith, 1928). Para que tenga lugar la transformacién, debe
haber DNA libre en el entorno extracelular; la bacteria receptora debe estar en un
estado de competencia; y el DNA transformante debe estabilizarse, por integracion
en el cromosoma bacteriano o, en el caso de plasmidos, por su re-circularizacion
(von Wintersdorff et al., 2016). Ciertas bacterias son competentes de manera
natural, pero la mayoria de bacterias inicamente son competentes bajo ciertas

condiciones, como la presencia de auto-inductores, el estado nutricional o
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situaciones de estrés como las originadas por la exposicion a antibidticos. Por
consiguiente, los antibioticos no solo seleccionarian cepas resistentes, sino que
también estimularian la transformacion de los genes de resistencia (Peterson and
Kaur, 2018; Prudhomme et al., 2006). De hecho, la transformacién se ha descrito
como un factor que ha jugado un papel importante en la evolucion de las cepas de
resistencia a antibidticos de Streptococcus y Neisseria, en parte gracias a su estado

de competencia natural (von Wintersdorff et al., 2016).

1.5.2.3 Transduccion

Los bacteriéfagos juegan un papel importante en la evolucion del
microbioma de cualquier entorno. La transduccion es un proceso en el cual en una
particula virica se encapsida y transfiere DNA bacteriano, por tanto, tiene
potencial para la propagacion de genes de resistencia, especialmente entre los
miembros de la misma especie debido a la elevada especificidad de los
bacteriofagos (Balcazar, 2014; Lerminiaux and Cameron, 2019).

La transferencia de genes mediada por bacteridfagos puede ocurrir por
transduccion especializada, generalizada o lateral (Figura 1.11). En la transduccion
generalizada los bacteriéfagos pueden empaquetar cualquier segmento de DNA
bacteriano, mientras que la transduccion especializada y lateral estan limitadas a
un conjunto especifico de genes. La transduccidn generalizada ocurre cuando un
bacteridfago encapsida por error DNA bacteriano mediante el reconocimiento de
regiones pseudo-pac en el cromosoma o bien en elementos mdviles presentes en
las bacterias. Las regiones pseudo-pac son homologas a las llamadas regiones pac,
presentes en los concatdmeros del DNA replicado del bacteridéfago, y que marcan
el inicio de la encapsidacion (Lennox, 1955). En cambio, la transduccién
especializada se produce como consecuencia de una escision imprecisa de un
profago, de modo que unicamente son encapsidados los genes flanqueantes del
lugar de integracion limitando mucho la capacidad de este tipo de transduccion

en la modelacién del microbioma (Muniesa et al., 2011). Finalmente, se ha descrito
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recientemente la transduccion lateral en S. aureus. En este tipo de transduccion, el
profago inicia su empaquetamiento in situ antes de escindirse del cromosoma
bacteriano de modo que los genes bacterianos ubicados hasta varias kilobases del
profago son empaquetados y pueden transferirse a nuevas células bacterianas
(Chen et al., 2018). Un proceso similar se habia descrito ya para el bacteriéfago Mu
de E. coli (Burns et al., 1990).

La transduccion generalizada es el tipo de transducciéon que mayor
contribuye a la evolucion del microbioma (Penadés et al.,, 2015). Asi, se ha
demostrado que el contenido de genes de resistencia en particulas viricas en
ratones tratados con antibioticos es significativamente superior al de ratones sin
tratar (Modi et al., 2013). De forma similar, un estudio reciente destaca la
importancia que tienen los bacteriéfagos de bacterias patdgenas como reservorio
de genes de resistencia a antibacterianos y, por tanto, como medio de diseminacion

de los mismos entre microorganismos (Debroas and Siguret, 2019).
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Figura 1.11. Mecanismos de transduccion genética. La terminasa inicia
empaquetamiento del DNA desde las regiones pac (tridngulos negros) situadas en el
genoma del bacteridfago (rojo) o desde las regiones pseudo-pac (tridngulos grises) situadas

en el genoma bacteriano (azul). Modificada de (Chiang et al., 2019).
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1.5.2.4 Vesiculas de membrana

Las vesiculas de membrana son estructuras celulares esféricas delimitadas
por una bicapa lipidica que se forman a partir de la superficie celular bacteriana.
Estas estructuras participan en procesos biologicos muy diversos incluyendo la
virulencia, la exportaciéon de metabolitos, la comunicacion entre células o la
transferencia horizontal de genes (Toyofuku et al., 2019). Las vesiculas de
membrana mas comunes son producidas a partir de la membrana externa de las
bacterias gramnegativas, sin embargo, también se ha descrito su formacion en
bacterias grampositivas a través de un proceso que involucra la protrusion de la
membrana citoplasmatica a través de la pared bacteriana (Domingues and Nielsen,

2017).

El contenido de las vesiculas de membrana es muy variable e incluye, entre
otros, 4cidos nucleicos. E1 DNA presente en las vesiculas de membrana es el que
se encuentra en en el citoplasma de la célula y corresponde al cromosoma o a los
posibles plasmidos que esta contenga. A pesar de ello, aun no esta claro si la
presencia de 4cidos nucleicos en estas vesiculas es consecuencia de un proceso
activo o de un proceso aleatorio (Biller et al., 2014; Domingues and Nielsen, 2017).
En cualquier caso, las vesiculas de membrana que transportan material genético
pueden provocar un evento de transferencia horizontal contribuyendo a la
difusion de genes diversos, como genes de resistencia a los antibacterianos o genes
de virulencia (Klieve et al., 2005). Hasta la fecha, se ha demostrado la transferencia
génica mediante vesiculas de membrana en bacterias como Acinetobacter, Neisseria,

Porphyromonas, Ruminococcus o Thermococcus (Domingues and Nielsen, 2017).
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1.5.3 Bacterias multirresistentes ;Regreso a la era pre-

antibiotica?

La liberacion de los antibacterianos al ambiente se produce de forma
constante desde la industria farmacéutica donde son producidos, hospitales con
orinas y heces de los enfermos en forma de aguas residuales, excrementos de
animales o directamente al entorno acuético cuando son usados en piscifactorias,
e incluso en agricultura con cultivos abonados con lodos procedentes de las
plantas de tratamiento (Berglund, 2015). Algunos de estos antibacterianos se
degradan con cierta facilidad, como las penicilinas, mientras que otros son
considerablemente mads persistentes, como las tetraciclinas, lo que les permite
prevalecer durante mas tiempo en el medio y acumularse a concentraciones mas
altas (Larsson, 2014).

Esta continua presion impuesta por la exposicion a diferentes
antibacterianos en el ambiente desde mediados del siglo XX, conjuntamente con la
elevada plasticidad genética bacteriana, ha conllevado a la seleccion y acumulacion
de genes de resistencia en la mayoria de bacterias patdgenas (Medina and Pieper,
2016). Los genes de resistencia contra diferentes antibacterianos tienden a
hacinarse en el mismo elemento genético mdvil, especialmente en integrones
(Gillings, 2014). Dado que ciertas infecciones son tratadas con cocteles de
antibacterianos, asi como ciertos farmacos se usan en combinacion por su accién
sinérgica, esta co-localizacion de genes de resistencia es muy frecuente y dificil de
disolver (Bengtsson-Palme et al., 2018). Adicionalmente y como ya se ha indicado
previamente, existen diferentes estudios que sugieren que el uso de ciertos
compuestos antibacterianos promoveria la transferencia horizontal de genes
(Baharoglu et al., 2010; Liu et al., 2019; Lopatkin et al., 2016; Moller et al., 2017;
Prudhomme et al., 2006). En consecuencia, el uso extensivo de estos agentes ha
conllevado a la co-seleccion de genes de resistencia, a su transferencia y fijacion y,

en definitiva, al aumento de la presencia de multiples de genes de resistencia en
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poblaciones bacterianas en muchos ecosistemas diferentes (Figura 1.12) (Aminov

and Mackie, 2007).
i Entornos poco humanizados o ® 3 i Entornos muy humanizados ;
3 E— 1 : i
| : 3 @ LA 3
1 Vesiculas de membrana ; Ly : .
| @ 3 N
3 Transformacion EM 3
i e : !
3 —GRA — | 3
: — ‘ ;
Conjugacion '

—

Seleccion Antimicrobiana

Figura 1.12. Los genes de resistencia a los antibidticos (GRA) presentes en bacterias
productoras (representadas en naranja) son movilizados mediante mecanismos de
transferencia genética (transformacién, transduccion por bacteriéfagos, conjugacion o
mediante vesiculas de membrana) a bacterias cercanas en entornos con poca exposicion a
los antibidticos. Estas comunidades bacterianas, dominadas por bacterias (representadas
en color azul) que generalmente no estan asociadas a enfermedades, constituyen un
importante reservorio de GRA. Estos GRA pueden ser rapidamente diseminados al entrar
en contacto con en entornos mas humanizados, donde el uso de antibidticos es intenso y
donde dominan las bacterias patdgenas (representadas en verde) que van acumulando
GRA. La transferencia genética puede darse a su vez desde microorganismos presentes en
entornos muy humanizados hacia entornos menos humanizados aumentando el reservorio

de GRA.

En este contexto, se han definido los conceptos de bacterias MDR
(Multidrug-resistant), XDR (Extensively drug-resistant) y PDR (Pandrug-
resistant) para referir a las bacterias multirresistentes. Un microorganismo es MDR
cuando es resistente al menos a un agente antibacteriano de tres o mas categorias.
Una bacteria XDR es aquella que presenta resistencia a, como minimo, un agente
de todos los grupos de antibacterianos, pero no a todos. Finalmente, un
microorganismo es PDR cuando es resistente a todos los agentes antibacterianos

de todas las categorias (Magiorakos et al., 2012).
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La multirresistencia es conocida desde principios de los afios 90, cuando se
aislaron cepas de Mycobacterium tuberculosis multirresistentes y, a partir, de
entonces el nimero de microorganismos reportados ha ido en aumento (Arakawa,
2020). De los casos mas conocidos, destacan Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina, que es la infeccion resistente a antibidticos mas comin en humanos;
cepas de K. pneumoniae y E. coli productoras de {-lactamasas de espectro
extendido; asi como Acinetobacter baumannii multirresistentes o ciertas
enterobacterias resistentes a carbapenem (Medina and Pieper, 2016). Estos
microorganismos multirresistentes dan lugar a una mayor morbilidad y
mortalidad debido a que sus opciones terapéuticas son muy reducidas y los
periodos de atencion hospitalaria se extienden y son muy costosos (Davies and
Davies, 2010).

Ademads, estos microorganismos a su vez suponen un reservorio muy
importante de genes de resistencia que pueden ser transferidos y seleccionados,
por la continua exposicion a agentes antibacterianos, a otros organismos
patdgenos en el ambiente hospitalario (Davies and Davies, 2010). No obstante, es
aun mas alarmante el hecho de que estas bacterias resistentes a los antibioticos
tienden a propagarse muy rapidamente no solo en hospitales sino también entre
las comunidades de todo el mundo debido a la globalizacion (Hawkey, 2015). En
este sentido, se estima que las infecciones causadas por bacterias resistentes a los
antibacterianos supondrdn la mayor causa de mortalidad para el afio 2050, tal
como sucedia a principios del siglo XX, en la era pre-antibiotica (Figura 1.2) (Smith

and Coast, 2013).
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1.6 Futuras estrategias para combatir la resistencia a

compuestos antibacterianos

La actual problematica generada por las bacterias multirresistentes, junto
con la marcada disminucion de la tasa de descubrimiento y/o desarrollo de nuevos
compuestos antibacterianos, representa una amenaza para la salud publica y para
la prestacion de asistencia sanitaria en todo el mundo (Rello et al., 2019).
Historicamente, la prospeccién de antibidticos consistia en la busqueda de
compuestos activos en muestras de suelo, agua u otros ambientes similares
(Moellering, 1998). A nivel educativo, se ha puesto en marcha recientemente el
proyecto SWI (Small World Initiative), que involucra institutos y universidades
(entre las que se encuentra la Universitat Autonoma de Barcelona), y que consiste
en la exploracion de muestras de suelo en busca de microorganismos productores

de nuevos antibidticos (Small World Initiative, 2017).

No obstante, el enfoque mds comun en la actualidad consiste en la
identificacion de nuevas dianas con una funcion celular vital y el posterior
desarrollo de inhibidores para bloquear su funcién (véase el apartado 1.6.1).
Desafortunadamente,y hasta el momento, esta aproximacion no ha dado como
resultado la produccion de excesivos agentes antibacterianos significativos en
clinica (Silver, 2016). Asi, desde un punto de vista quimico, los enfoques mas
efectivos llevados a cabo durante los ultimos afios para combatir la resistencia son
la modificacion quimica de los antibacterianos existentes, y la utilizacion de
potenciadores como los inhibidores de (3-lactamasas, de entre los que se destacan
el acido clavuladnico o el sulbactam (Chopra et al., 2002; Moellering, 1998). Por
consiguiente, es necesario disefar estrategias nuevas efectivas para el tratamiento

de infecciones causadas por microorganismos multirresistentes.

59



INTRODUCCION

1.6.1 Identificacion de nuevas dianas

Como ya se ha mencionado, actualmente uno de los principales enfoques
consiste en la identificacion, validacion y explotacion de nuevas dianas para
descubrir y desarrollar agentes antibacterianos activos contra especies

multirresistentes (Moellering, 2011).

Por un lado, se han identificado nuevas dianas relacionadas con la pared
celular bacteriana, indispensable para la colonizacién de superficies, para la
division celular o para el mantenimiento de la forma celular. Asi, se han
identificado compuestos como el targocil, las tarocinas o la tunicamicina que
inhiben la sintesis de acidos teicoicos (Belete, 2019). De modo similar, se esta
trabajando con compuestos como la colicina M que se encarga de degradar el
lipido II (esencial para la sintesis de peptidoglicano) (Touzé et al., 2012), la lisocina
E que inhibe las menaquinonas de la pared celular de grampositivos (esencial para
la formacidn del citocromo y la cadena de transporte de electrones en anaerobios)
(Hamamoto et al., 2015) o la afabicina que inhibe la sintesis de 4cidos grasos

(Belete, 2019; Moellering, 2011).

Por otro lado, se han seleccionado nuevas dianas relacionadas con la
sintesis de proteinas. La formilacién y la posterior deformilacion del aminoacido
metionina que inicia la sintesis de proteinas es un paso clave en la sintesis de
proteinas bacterianas, pero no en eucariotas y, por tanto, supone una diana
interesante para el desarrollo de agentes antibacterianos. De este modo, y hasta el
momento, se han disefiado diferentes compuestos con actividad antibacteriana
contra las péptido deformilasas, enzimas responsables de este proceso (Jain et al.,
2005). Por ultimo, la biosintesis de lisina esta siendo objeto de un creciente interés
como diana para el disefio de agentes antibacterianos, ya que es fundamental para
la produccién de proteinas y meso-diaminopimelato, que es imprescindible para

la sintesis de pared celular en bacterias gramnegativas (Hutton et al., 2007).
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Asimismo, dado que la formacion de biofilms contribuye a la patogenicidad
y resistencia a los agentes antibacterianos, la busqueda de compuestos para inhibir
dicha formacion ha sido objeto de numerosos estudios. Ciertos péptidos como las
cahuitamicinas han demostrado ser efectivos in vitro para la inhibicion de la
formacion de biofilms (Park et al., 2016). Otras estrategias relacionadas consisten en
la afectacion del quorum sensing mediante la inhibicién de la sintesis del auto-
inductor, mediante andlogos como el butiril-SAM; o bien su inactivacion mediante

lactonasas, acetilasas o paraoxonasas (Belete, 2019).

Finalmente, la inhibicion de la division bacteriana mediante el bloqueo de
la proteina FtsZ que interviene en la formacion del septo central durante la division
celular bacteriana, asi como la inhibicion de riboswitches estan siendo
recurrentemente valorados para el disefio de agentes antibacterianos (Carro, 2019;
Moellering, 2011). Un caso especial que se ha estudiado recientemente para
disminuir la aparicion de cepas resistentes a antibacterianos consiste en la
inhibicién de la proteolisis de LexA, puesto que un bloqueo de la respuesta SOS
podria disminuir la aparicion y adquisicion de genes de resistencia (Bellio et al.,

2020).

1.6.2 Inmunoterapia

La inmunoterapia consiste en la prevencién o el tratamiento de infecciones
mediante la induccidén o supresion del sistema inmunoldgico. Principalmente,
existen dos tipos de inmunoterapia: la inmunoterapia pasiva, que consiste en la
utilizacién de anticuerpos generados in vitro contra bacterias patdgenas, y la
inmunoterapia activa, que pretende activar in vivo el sistema inmunoldgico e
inducirlo a elaborar una respuesta especifica contra un microorganismo patoégeno

(Delany et al., 2014).

La inmunoterapia activa incluye, por tanto, las vacunas. Las vacunas son

preparaciones que se introducen en un organismo con el fin de desarollar una
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respuesta inmune que prevenga o trate una enfermedad infecciosa. Estas
preparaciones normalmente contienen microorganismos muertos o atenuados, asi
como proteinas o polisacaridos de superficie del patdgeno. El efecto de las vacunas
no es tan inmediato como el de otras estrategias discutidas en este apartado,
debido al tiempo necesario para generar la respuesta inmunitaria contra el
patogeno (Buchy et al., 2020; Delany et al., 2014). Aunque este tipo de terapia no
elimina directamente a un microorganismo, presenta la capacidad de reducir su
incidencia y asi reducir el uso de los antibidticos (Rello et al., 2019).
Adicionalmente, no se conocen casos de resistencia a las vacunas, ejercen una
presion selectiva infima en el entorno y presentan una duracion que oscila entre
unos pocos meses a permanente (Mishra et al., 2012). Hasta el momento se han
aprobado una treintena de vacunas contra diferentes bacterias y virus y es una de
las estrategias que presentan mds potencial para combatir la resistencia

antimicrobiana (Griesenauer and Kinch, 2017).

Por otro lado, la inmunoterapia pasiva consiste en la utilizacion directa de
anticuerpos en un tratamiento para neutralizar a un patdégeno, a sus factores de
virulencia o a sus toxinas. Los anticuerpos son de accion rdpida y se consideran de
bajo riesgo por su elevada seguridad. No obstante su mayor problematica es la
duracion del tratamiento ya que su efectividad se reduce a unas pocas semanas o
meses desde su utilizacion (Rello et al., 2019). Actualmente se encuentran en
ensayo clinico anticuerpos contra Clostridioides difficile, P. aeruginosa, y S. aureus. En
el caso de C. difficile los anticuerpos neutralizan la toxina B causante de dafio e
inflamaciéon de la pared intestinal. También existen dos preparaciones de
anticuerpos para P. aeruginosa que bloquean PcrV, constituyente del sistema de
secrecion de tipo Il y que interviene en la citotoxicidad de esta especie bacteriana.
Una de ellas ademds contiene anticuerpos para neutralizar la proteina Psl,
importante para la colonizacion de P. aeruginosa. Finalmente, existen también dos
cdcteles de anticuerpos contra S. aureus. El primero de ellos neutraliza la a-toxina
mientras que el segundo se encarga de bloquear también las leucocidinas

(Czaplewski et al., 2016; Rello et al., 2019).
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1.6.3 Terapia fagica

Histdéricamente, la terapia fagica empezo a ser considerada a principios del
siglo XX, pero su interés decayé como consecuencia del descubrimiento de los
antibioticos, si bien ha sido utilizado hasta nuestros dias en paises del este europeo

y en la Unién Soviética.

Con la emergencia de la resistencia a antibacterianos, el interés por la
utilizacion de bacteriofagos para el tratamiento de patdgenos esta experimentando
un renacimiento (Gordillo Altamirano and Barr, 2019). Los bacteriéfagos o fagos
son virus que infectan bacterias. La terapia fagica consiste en la administracion de
bacteridfagos virulentos a un paciente con el fin de eliminar las bacterias patogenas
responsables de su infeccion. En el ciclo litico, los bacteridéfagos infectan y lisan a
sus bacterias hospedadoras, liberando asi la progenie en forma de viriones capaces
de infectar mas células bacterianas (Gordillo Altamirano and Barr, 2019). Los
bacteriofagos poseen una especifidad mucho mayor que los compuestos
antibacterianos y, por ende, son minimos los efectos adversos en células no
deseadas (Allen et al., 2014). Sin embargo, debido a esta elevada especificidad, a
menudo los bacteriéfagos deben ser administrados en cdcteles que contienen dos
o mas bacteriofagos (Rello et al., 2019). Un factor critico a considerar es el posible
desarrollo de resistencia bacteriana a los bacteriéfagos, aunque es facilmente
mitigable mediante la utilizacion de los ya mencionados cocteles (Allen et al.,
2014). El potencial antibacteriano de los bacteriéfagos ha demostrado ser sinérgico

en ocasiones con el de ciertos antibacterianos (Akturk et al., 2019).

A nivel educativo, el proyecto SEA-PHAGES (Science Education Alliance-
Phage Hunters Advancing Genomics and Evolutionary Science) es un programa de
investigacion dirigido a estudiantes de grado y coordinado por la Universidad de
Pittsburgh con el objetivo de identificar y caracterizar bacteriéfagos en muestras
de suelo. Estos bacteriéfagos son caracterizados mediante técnicas de
microbiologia clasicas (rango de hospedador, microscopia...) y sus genomas son

anotados con herramientas bioinformaticas (Hanauer et al., 2017). De hecho, en el
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caso mas reciente de terapia fagica se utilizaron bacteriofagos obtenidos, en parte,

del programa SEA-PHAGES con el objetivo de eliminar una infeccién causada por

una cepa multirresistente de Mycobacterium abscessus en una nifia de 15 afos

(Dedrick et al., 2019).

Tabla 1.1. Resumen de las diferentes estrategias para combatir la resistencia a

compuestos antibacterianos. Modificada de (Allen et al., 2014; Ghosh et al., 2019).

Estrategia
alternativa

Ventajas

Limitaciones

Inmunoterapia activa

- Elevada especificidad

- Previene infecciones
promoviendo proteccion
duradera

- Resistencia inusual

- Elevado coste de
administracion a toda la
poblacion

- Efecto no inmediato

Inmunoterapia

pasiva

- Elevada especificidad

- Accién rapida

- Elevado coste de
producciéon

- Vida til corta

Terapia fagica

- Elevada especificidad
- Auto-replicables

- Efecto rapido

- Sinergia con ciertos

antibacterianos

- Inmunogenicidad

- Limitaciones de la
farmacocinética en ciertos
focos infectivos

- Generacion de resistencia

- Preparaciones inadecuadas
por posible presencia de

restos bacterianos

Endolisinas - Elevada especificidad - Produccion
- Efecto rapido - Efectividad reducida contra
- Resistencia inusual bacterias Gram-negativas
- Sinergia con ciertos - Conocimiento aun limitado
antibacterianos
Bacterias - Efectivas contra biofilms - Interacciones con el
depredadoras - Efectivas contra infecciones hospedador y su microbiota

recalcitrantes

64



INTRODUCCION

1.6.4 Endolisinas

Las endolisinas son enzimas codificadas por bacteriéfagos que se encargan
de degradar el peptidoglicano del hospedador permitiendo la lisis celular y la
liberacion de la progenie virica (Schmelcher et al., 2012). Por consiguiente, las
endolisinas tienen potencial como agentes terapéuticos alternativos a los
antibacterianos ya que han demostrado ser de accion rapida, potentes, tienen baja
probabilidad de desarrollar resistencia, son altamente especificas, e inactivas
contra células eucariotas (Borysowski et al., 2006; Lin et al., 2017). Adicionalmente,
las endolisinas han demostrado eficacia en diferentes modelos animales, asi como
en la descolonizaciéon de mucosas (Haddad Kashani et al., 2018). Aunque son
activas contra bacterias grampositivas y gramnegativas, las endolisinas contra
grampositivos han resultado ser mas efectivas debido a la ausencia de la
membrana externa en la pared celular bacteriana, de manera que pueden acceder
directamente al peptidoglicano y destruir con mas facilidad a estos
microorganismos (Gondil et al., 2020; Schmelcher et al., 2012). Hasta la fecha, se
han explorado varias endolisinas que son efectivas contra diferentes patdgenos,
incluyendo diversas especies de los géneros Streptococcus y Mycobacterium, asi
como frente a S. aureus, P. aeruginosa, A. baumannii, E. coli y K. pneumoniae (Gondil
et al., 2020). De modo similar a la terapia fagica el uso de endolisinas ha

demostrado ser sinérgico con ciertos antibacterianos (Becker et al., 2008).

1.6.5 Bacterias depredadoras

Las bacterias depredadoras son menos convencionales que las estrategias
alternativas comentadas anteriormente, pero son una propuesta interesante, como
alternativa a los compuestos antibacterianos (Allen et al., 2014). Aunque se han
identificado numerosas bacterias depredadoras, las mas estudiadas han sido las

relacionadas con Bdellovibrio spp.. Estos microorganismos pertenecen a la clase
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Deltaproteobacteria y codifican un amplio arsenal enzimatico para la digestion de
las bacterias gramnegativas e incluso para el deterioro de biofilms (Pasternak et
al., 2013). Durante los tilltimos afos ha habido un creciente interés en el uso de estas
bacterias depredadores por su capacidad para eliminar una variedad de bacterias
gramnegativas de diversos géneros en diferentes modelos animales, incluidos
multiples aislados clinicos multirresistentes (Findlay et al., 2019; Shatzkes et al.,
2017, 2016). No obstante, aun es necesario determinar cédmo persisten estos
microorganismos en las comunidades microbianas y como interactuan con el

sistemainmunitario del hospedador.
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El desarrollo de los agentes antimicrobianos supuso uno de los mayores
avances en la medicina moderna ya que permite el tratamiento efectivo de las
infecciones causadas por microorganismos. Aunque estos compuestos han
supuesto una mejora esencial en la calidad y la esperanza de vida humana, los
agentes antimicrobianos han ido perdiendo eficacia debido a la aparicion y
diseminacion de resistencias entre patdgenos desde su uso extensivo en clinica. En
este sentido, el numero de infecciones causadas por microorganismos

multirresistentes va en aumento a nivel global.

Como ya se ha mencionado en el capitulo anterior, estd ampliamente
demostrado que los genes que confieren resistencia a los antibioticos y que estan
presentes en las bacterias patdgenas actuales se han originado a través de eventos
sucesivos de transferencia horizontal a partir de genes homodlogos disponibles
desde tiempos ancestrales en los microorganismos productores o en sus
competidores naturales. En este sentido, la introducciéon clinica de los
antibacterianos ha dibujado un escenario ideal para la rdpida seleccion y
proliferacion de cepas resistentes. No obstante, el origen de la resistencia contra
los agentes quimioterapéuticos, como las sulfamidas o el trimetoprim, es mas
dificil de elucidar. Dado que este tipo de compuestos han sido disefiados in vitro,
resulta poco probable que los genes que confieren resistencia existieran antes de
su produccion y uso clinico. En este contexto, el objetivo general de la presente
Tesis Doctoral ha sido la identificacién del origen de los genes que confieren
resistencia clinica a las sulfamidas y al trimetoprim. A continuacidn, se detallan los

objetivos especificos de este trabajo:

i) Identificacion y caracterizacion de nuevos genes codificados en
elementos genéticos moéviles que confieren resistencia a sulfamidas y

trimetoprim.
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Determinacion del origen cromosdmico de las variantes genéticas
moviles que confieren resistencia clinica a sulfamidas y trimetoprim.
Caracterizacion del perfil de resistencia a sulfamidas y trimetoprim de
los origenes cromosdmicos de los genes moviles que confieren
resistencia clinica a sulfamidas y trimetoprim.

Evaluacion de los procesos evolutivos que gobiernan la emergencia y
la diseminacion de los genes que confieren resistencia clinica a

sulfamidas y trimetoprim.
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3.1 Elucidacion del origen cromosomico de las
variantes genéticas moviles que confieren resistencia

clinica a las sulfamidas

Origin of the Mobile Di-Hydro-Pteroate Synthase Gene Determining

Sulfonamide Resistance in Clinical Isolates
Sanchez-Osuna M, Cortés P, Barbé J, Erill 1

Frontiers in Microbiology

La resistencia a las sulfamidas estd ampliamente extendida en el entorno
clinico y estd mediada por los genes moviles sull, sul2, sul3 y sul4 que codifican
variantes funcionales de la enzima dihidropteroato sintasa, pero incapaces de unir
compuestos de esta familia de antimicrobianos. Este tipo de resistencia es conocida
desde los afios cuarenta y a pesar de su importancia clinica su origen cromosémico

aun no se ha identificado.

En el presente estudio se identificd una insercion de dos aminodcidos
(motivo Sul) asociada a las proteinas codificadas por los genes sul y presentes en
las dihidropteroato sintasa codificadas por el gen folP cromosémico de dos familias
bacterianas: Rhodobiaceae (Proteobacteria) y Leptospiraceae (Spirochaetes).
Adicionalmente se identificd, mediante gendmica comparativa, un fragmento
conservado del gen glmM codificado downstream de sul2 en multiples plasmidos,

que es una disposicion genética notoriamente conservada en el filo Proteobacteria.
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La filogenia de las proteinas FolP/Sul y GImM estableci6é claramente que
los genes sull-2 y sul3 se originaron como resultado de una movilizacion
independiente de los genes folP de Rhodobiaceae y Leptospiraceae, respectivamente.
Estos resultados fueron apoyados por la similitud del contenido GC entre sul3 y el
folP de Leptospiraceae, asi como entre sull-2 y el folP de Rhodobiaceae. Ademas, la
topologia de la reconstruccion filogenética sugiere que estas movilizaciones fueron
precedidas por un evento de transferencia lateral del folP de Leptospiraceae a

miembros de la familia Rhodobiaceae.

En cuanto a la caracterizacion del perfil de resistencia a sulfamidas, los
resultados indicaron que los genes folP de las familias Rhodobiaceae y Leptospiraceae
confieren resistencia a sulfamidas, mientras que genes folP codificados en especies
estrechamente relacionadas y que no poseen el motivo Sul no confieren resistencia.
Estos resultados sugieren que el motivo Sul podria ser el responsable de la

resistencia.
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Origin of the Mobile
Di-Hydro-Pteroate Synthase Gene
Determining Sulfonamide Resistance
in Clinical Isolates

Miquel Sanchez-Osuna’, Pilar Cortés’, Jordi Barbé™ and Ivan Erill2*

" Departament de Genética i de Microbiologia, Universitat Autonoma de Barcelona, Bellaterra, Spain, * Department
of Biological Sciences, University of Maryland, Baltimore County, Baltimore, MD, United States

Sulfonamides are synthetic chemotherapeutic agents that work as competitive inhibitors
of the di-hydro-ptercate synthase (DHPS) enzyme, encoded by the folP gene.
Resistance to sulfonamides is widespread in the clinical setting and predominantly
mediated by plasmid- and integron-borne sul7-3 genes encoding mutant DHPS
enzymes that do not bind sulfonamides. In spite of their clinical importance, the
genetic origin of sul7-3 genes remains unknown. Here we analyze sul genes and their
genetic neighborhoods to uncover suf signature elements that enable the elucidation
of their genetic origin. We identify a protein sequence Sul motif associated with su/-
encoded proteins, as well as consistent association of a phosphoglucosamine mutase
gene (gimM) with the sul2 gene. We identify chromosomal folP genes bearing these
genetic markers in two bacterial families: the Rhodobiaceae and the Leptospiraceae.
Bayesian phylogenetic inference of FolP/Sul and GImM protein sequences clearly
establishes that sul7-2 and sul3 genes originated as a mobilization of folP genes
present in, respectively, the Rhodobiaceae and the Leptospiraceae, and indicate that
the Rhodobiaceae folP gene was transferred from the Leptospiraceae. Analysis of
%GC content in folP/sul gene sequences supports the phylogenetic inference results
and indicates that the emergence of the Sul motif in chromosomally encoded FolP
proteins is ancient and considerably predates the clinical introduction of sulfonamides.
In vitro assays reveal that both the Rhodobiaceae and the Leptospiraceae, but not
other related chromosomally encoded FolP proteins confer resistance in a sulfonamide-
sensitive Escherichia coli background, indicating that the Sul motif is associated with
sulfonamide resistance. Given the absence of any known natural sulfonamides targeting
DHPS, these results provide a novel perspective on the emergence of resistance to
synthetic chemotherapeutic agents, whereby preexisting resistant variants in the vast
bacterial pangenome may be rapidly selected for and disseminated upon the clinical
introduction of novel chemotherapeuticals.
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INTRODUCTION

Antibiotic resistance is a pressing problem in modern healthcare
(Carlet et al, 2014; Rossolini et al, 2014). Bacterial cells
present several mechanisms to cope with exposure to antibiotics
or chemotherapeutic agents, which may be acquired through
mutation or, most frequently, via lateral gene transfer on
mobile genetic elements (Davies and Davies, 2010). These
mechanisms include modification of the antimicrobial target,
degradation or chemical modification of the antimicrobial
molecule, targeted reduction of antimicrobial uptake, active
export of the antimicrobial through efflux pumps and use of
alternate pathways and enzymes (Davies and Davies, 2010).

It is widely accepted that many antibiotic resistance genes
present today in pathogenic bacteria originated from homologs
evolved over eons in either the microbes that naturally produce
the antibiotics or their natural competitors (Aminov and
Mackie, 2007). When coupled with the high plasticity of
bacterial genomes and their co-existence with a large variety
of genetic mobile elements, the availability of a readily evolved
pool of antibiotic resistance genes set the stage for the rapid
proliferation of multi-resistant strains in the clinical setting
shortly after the commercial introduction of antibiotics (Aminov
and Mackie, 2007). In contrast, the origins of resistance against
chemotherapeutic agents are harder to pinpoint. Since these were
designed in vitro, it seems unlikely that a large pool of genes
conferring resistance to chemotherapeutic agents existed before
their introduction. After their discovery in the 1960’s, resistance
to quinolones was initially rare and limited to chromosomal
mutations in DNA gyrase, topoisomerase IV or efflux pumps
(Hooper, 1999). However, in the early 2000’s plasmid-borne gnr
genes were first detected and spread rapidly to clinical pathogens.
Qnr is a member of the pentapeptide repeat family and was
shown to confer resistance by binding to DNA gyrase and
limiting the effect of quinolone drugs. The origin of plasmid-
borne gnr genes has been traced to environmental homologs
and these are thought to have derived from genes originally
targeting antibiotics, such as microcin B17 (Tran and Jacoby,
2002).

Aryl sulfonamides are synthetic antibacterial compounds
presenting a structure similar to para-amino benzoic acid
(PABA), and containing a sulfonamide group linked to an
aromatic group. Commonly referred to as sulfonamides or sulfa
drugs due to their clinical relevance, synthetic aryl sulfonamides
function as competitive inhibitors of the di-hydro-pteroate
synthase (DHPS) enzyme, encoded in bacteria by the foIP gene
(Skold, 2000). DHPS participates in folate synthesis using PABA
as a substrate, and the competitive inhibition of DHPS by
sulfonamides results in growth arrest (Mitsuhashi, 1993; Skold,
2000). Experiments in mice in the 1930’s demonstrated the
effectiveness of sulfonamide against bacteria, and sulfonamide
became the first antibacterial chemotherapeutic to be used
systemically (Domagk, 1935; Aminov, 2010). It remained in
use throughout World War II, but by the end of the 1940’
resistant strains started to emerge and sulfonamides were rapidly
displaced in favor of the newly discovered antibiotics (Skold,
2000; Davenport, 2012).
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Resistance to sulfonamide through increased production of
PABA was reported in the early 1940’ (Landy et al., 1943), but the
most commonly reported mechanism of sulfonamide resistance
are mutations to the chromosomal folP gene (Huovinen et al.,
1995; Skold, 2000). Mutations to the chromosomal folP gene
have been shown to provide varying degrees of trade-off
between resistance and efficient folate synthesis, decreasing
DHPS affinity for sulfonamide while maintaining or increasing its
affinity for PABA (Skold, 2000). These mutations have occurred
independently in multiple bacterial genera and target multiple
conserved areas of the DHPS protein (Skold, 2000). However,
similar mutational profiles, such as two-amino acid insertions in
Neisseria meningitidis and Streptococcus pneumoniae, have been
reported (Radstrom et al., 1992; Haasum et al., 2001), and in both
these genera there is evidence of extensive recombination within
folP genes (Fermer et al., 1995; Swedberg et al., 1998).

In spite of the multiple instances of chromosomal folP
resistant variants, clinical resistance to sulfonamides is
predominantly plasmid-borne and mediated by sul genes
encoding alternative sulfonamide-resistant DHPS enzymes
(Skold, 2000). Four different sul genes have been described to
date, with sull and sul2 being the predominant forms in clinical
isolates (Radstrom et al., 1991). The sull gene is typically found in
class 1 integrons and linked to other resistance genes (Radstrom
etal., 1991), whereas sul2 is usually associated to non-conjugative
plasmids of the IncQ group (Enne et al, 2001) and to large
transmissible plasmids like pBP1 (Treeck et al, 1981). The
sul3 gene was characterized in the Escherichia coli conjugative
plasmid pVP440. It was shown to be flanked by two copies of
the insertion element IS15A/26 and to be widespread in E. coli
isolates from pigs in Switzerland (Perreten and Boerlin, 2003).
Recently, a sul4 gene was identified in a systematic prospection of
class 1 integron-borne genes in Indian river sediments, but this
sul variant has not yet been detected in clinical isolates. Genomic
context analyses revealed that the sul4 gene had been recently
mobilized and phylogenetic inference pinpointed its putative
origin as part of the folate synthesis cluster in the Chloroflexi
phylum (Razavi et al., 2017).

Despite the importance of sulfonamides in human and
animal therapy, the putative origin of the three sul genes that
account for the vast majority of reported clinical resistance to
sulfonamide remains to be elucidated. In this work we leverage
comparative genomics, phylogenetic analysis and in vitro
determination of minimal inhibitory concentrations (MIC) of
sulfamethoxazole to unravel the origin of the sull, sul2, and
sul3 genes. Our analysis indicates that chromosomally encoded
folP genes conferring resistance to sulfonamide originated in
members of the Leptospiraceae family and were transferred to the
Alphaproteobacteria Rhodobiaceae family more than 500 million
years ago. These isolated sources of chromosomally encoded
sulfonamide-resistant DHPS were mobilized independently,
leading to the broadly disseminated sull, sul2, and sul3 resistance
genes. Our results hence indicate that resistance to synthetic
chemotherapeutic agents may be available in the form of
chromosomally encoded variants among the extremely diverse
bacterial domain, and can be rapidly disseminated upon the
release of novel synthetic drugs.
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MATERIALS AND METHODS

Data Collection

FolP, GImM, and Sull-3 homologs were identified in complete
GenBank sequences (GenBank, RRID:SCR_002760) through
BLASTP (BLASTP, RRID:SCR_001010) (Altschul et al,
1997) using the E. coli FolP (WP_000764731) and GlmM
(WP_000071134) proteins as the query. Putative homologs
were detected as BLASTP hits passing stringent e-value
(<le—20) and query coverage (75%) thresholds. FolP and
GImM chromosomally encoded proteins were identified on a
representative genome of all bacterial orders with complete
genome assemblies on RefSeq (RefSeq, RRID:SCR_003496), of
each bacterial family for the Proteobacteria, of any bacterial
species where chromosomally encoded sulfonamide resistance
mutants had been reported, and on all available complete
genomes for clades of interest (Rhodobiaceae, Spirochaetes, and
Chlamydiae) (Supplementary Table $1). All protein coding gene
sequences for these genomes were downloaded for %GC analysis.
Sul proteins encoded by mobile sul genes were identified on
complete plasmid, transposon, and integron GenBank sequences
(GenBank, RRID:SCR_002760).

Identification and Visualization of

Sul-Like Signatures in FolP Sequences

To identify sequence motifs associated with Sul proteins,
we performed a CLUSTALW alignment (Clustal Omega,
RRID:SCR_001591) using a non-redundant (<99% identity)
subset of the Sull-3 homologous sequences detected previously
and FolP sequence sampled from each bacterial clade. Following
visual inspection of the resulting alignment, a Sul-like motif
conserved in several chromosomally encoded FolP proteins was
visualized using iceLogo (iceLogo, RRID:SCR_012137) (Colaert
et al, 2009) and a consensus motif was derived and encoded
into a PROSITE-format pattern (PROSITE, RRID:SCR_003457).
The inferred PROSITE pattern was used to seed a Pattern
Hit Initiated BLAST (NCBI PHI-BLAST; RRID:SCR_004870)
search against the NCBI non-redundant Protein database
(Protein, RRID:SCR_003257) using as a query the protein
sequences of Sull-3 reported in the literature (WP_001336346,
WP_010890159, and WP_000034420) and conservative e-value
(<1e—20) and query coverage (75%) limits. Only chromosomal
hits with the identified signature characteristic of sul gene
products were retained for further analysis.

Multiple Sequence Alignment and
Phylogenetic Inference

For phylogenetic inference, multiple sequence alignments
of identified FolP/Sull-3 and GImM homologous sequences
were performed with CLUSTALW  (Clustal Omega,
RRID:SCR_001591) (Thompson et al, 1994) using variable
(5, 10, and 25) gap opening penalties. These alignments
were then integrated with local LALIGN alignments with
T-COFFEE (T-Coffee, RRID:SCR_011818) (Notredame et al.,
2000), and the resulting alignment was trimmed using the
“less stringent selection” parameters of the Gblocks online
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service (Castresana, 2000; Dereeper et al, 2008). Bayesian
phylogenetic inference on trimmed alignments was performed
with MrBayes (MrBayes, RRID:SCR_012067) (Ronquist and
Huelsenbeck, 2003). Four Metropolis-Coupled Markov Chain
Monte Carlo runs with four independent chains were carried out
for 30,000,000 generations, and the resulting consensus tree was
plotted with FigTree (FigTree, RRID:SCR_008515).

DNA Sequence Analyses

Analysis of %GC in synonymous and non-synonymous
patterns and K,/K; divergence were performed according to
the Nei-Gojobori computation method (Nei and Gojobori,
1986) and the standalone PAL2NAL program for codon-based
alignments (Suyama et al., 2006), using custom Python scripts
for pipelining. Analyses of %GC content were performed on
all sampled bacterial genomes, computing genome-wide %GC
statistics and comparing them to folP estimates. Analyses of
Ka/K, divergence were performed on pair-wise alignments
of the N- and C-terminal ends of the glmM gene sequence
of all sampled bacterial groups. One-sided Mann-Whitney
U-tests were performed using GraphPad Prism (GraphPad,
RRID:SCR_002798) to determine whether differences between
folP and chromosomal %GC content were significantly different
in the presence and absence of Sul-like signature motifs, and
whether the N- and C-terminal regions presented different
mutational profiles. The scripts used for the analysis are
available at the GitHub ErillLab repository. Nucleotide sequence
identities percentages were computed on gapless positions of
PAL2NAL codon-based alignments using a custom Python
script. Amelioration times were estimated using the Ameliorator
program (Lawrence and Ochman, 1997) under different
selection modes. K, and K values were estimated from
pairwise alignments of orthologs between the Parvibaculum
lavamentivorans and Leptospira interrogans genomes as
determined by the OMA Orthology database (OMA Orthology
database, RRID:SCR_016425) (Altenhoff et al., 2018) and species
divergence times were inferred from published molecular clock
phylogenies (Battistuzzi et al., 2004).

Cloning, Transformation and
Complementation of the folP Gene for
Broth Microdilution Assays

The L. interrogans serovar Lai str. 56601 folP and Chlamydia
trachomatis D/UW-3/CX fol[KP gene were synthesized and
adapted to E. coli codon usage at ATG:biosynthetics GmbH,
Germany; whereas P. lavamentivorans DS-1 (DSMZ 13023) and
Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 (gently provided by Professor
S. Kaplan; Health Science Center. University of Texas) folP
genes were amplified from genomic DNA. The sul2 gene was
amplified from the RSF1010 plasmid (Kushner, 1978; Honda
et al, 1991) and used as a positive control. The folP/sul genes
were amplified using suitable primers (Supplementary Table
§2), purified PCR products were then digested with Ndel
and BamHI (New England Biolabs, RRID:SCR_013517) and
cloned into a dephosphorylated pUA1108 vector (Mayola et al.,
2014), previously cut with the same restriction enzymes. The
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ligation was introduced by transformation into competent
E. coli DH5a cells and recombinant plasmids were extracted
with the NZYMiniprep kit (NZYTech, RRID:SCR_016772),
sequenced (Macrogen, RRID:SCR_014454) and introduced by
transformation in competent E. coli K-12 (CGSC 5073) (CGSC,
RRID:SCR_002303). Susceptibility to sulfamethoxazole (Sigma-
Aldrich, RRID:SCR_008988) for the strains containing the
folP/sul genes was determined using broth microdilution tests
in Mueller-Hinton broth (MH) with half serial dilutions
of sulfamethoxazole ranging from 512 to 0.125 mg/L,
following the CLSI guidelines (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2003). Colonies were grown on Luria-
Bertani (LB) agar for 18 h and then suspended in sterile
0.9% NaCl solution to a McFarland 0.5 turbidity level.
These suspensions were diluted at 1072 in Mueller-Hinton
(MH) broth, and 50 pl (5.10* cells) were inoculated onto
microtiter plates containing 50 pl of MH broth supplemented
with 1024-0.250 mg/L of sulfamethoxazole. To determine
growth, absorbance at 550 nm was measured after 24 h
incubation at 37°C (Sunrise plate reader; Tecan Life Sciences,
RRID:SCR_016771).

RESULTS

Identification of Putative Chromosomal
Origins for sul1-3 Genes

To identify putative chromosomal homologs of sull1-3 genes,
we performed a multiple sequence alignment including any
protein sequences with at most 90% similarity to those
encoded by sull-3 genes reported in the literature and by
chromosomal folP genes from a representative of each bacterial
order. Inspection of the resulting alignment (Figure 1A and
Supplementary Data 1) revealed the presence of a two-
amino acid insertion in proteins encoded by sull-3 genes
that is not present in those encoded by sul4 or the analyzed
chromosomal folP genes. This two-amino acid insertion is
located in a conserved region of the FolP protein (residues
R171-N211 of the E. coli FolP protein [WP_000764731]) that
presents other signature changes in sul-encoded proteins with
respect to chromosomally encoded FolP proteins (Figures 1A,B
and Supplementary Data 1) (Radstrom and Swedberg, 1988;
Morgan et al, 2011). We derived a PROSITE-format pattern
(PROSITE, RRID:SCR_003457) (Supplementary Data 2) of
the identified Sul motif to seed a Pattern Hit Initiated
BLAST (NCBI PHI-BLAST; RRID:SCR_004870) search against
the NCBI non-redundant (NR) protein database (NCBI,
RRID:SCR_006472). This search identified several proteins
encoded by Rhodobiaceae family members that presented a
similar insertion pattern. BLASTP (BLASTP, RRID:AB_141607)
searches with these Rhodobiaceae FolP sequences matched
proteins in several members of the Leptospiraceae and the
Chlamydiae. However, analysis of the resulting multiple sequence
alignment showed that only the Leptospiraceae FolP protein
sequences displayed the identified two-amino acid insertion
pattern (Supplementary Data 3). Heretofore, we refer to
these chromosomally encoded FolP proteins containing the
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signature Sul motif as FolP*, and to their encoding gene
as folP*.

In order to gain further insight into the possible chromosomal
origins of sul genes, we performed tBLASTX searches against the
NCBI RefSeq Genome Database (RefSeq, RRID:SCR_003496)
using the genetic surroundings (5,000 bp) of sull, sul2, and
sul3 genes with at most 90% similarity to those reported in the
literature (Supplementary Table $3). This search did not return
consistent results for the sull and sul3 genetic surroundings,
but it identified a conserved gene fragment encoding the
N-terminal region of the phosphoglucosamine mutase GlImM
protein downstream of sul2 in multiple plasmids harboring
this resistance gene. These sul2-associated GlmM sequences
lack the entire GImM C-terminal region, including three of
its functional domains (Mehra-Chaudhary et al., 2011), and it
can therefore be safely assumed that they are not functional as
phosphoglucosamine mutases. This genetic arrangement has
been reported previously as a feature of sul2 isolates (Kehrenberg
and Schwarz, 2005; Hu et al., 2016), and it is strongly conserved
in the genomic surroundings of chromosomal folP genes
in the Gammaproteobacteria, the Betaproteobacteria and
several Alphaproteobacteria lineages (Figure 1C). Analysis
of the folP genetic surroundings in complete genomes of
the Spirochaetes and the Alphaproteobacteria shows clear
differences between the genes coding for the identified
Rhodobiaceae and Leptospiraceae FolP* proteins harboring
the two-amino acid insertion pattern and those without it
(Figure 1C). The Leptospiraceae show a conserved arrangement
with folP* flanked by a peptidoglycan-associated lipoprotein
and a tetratricopeptide repeat-containing domain protein,
whereas in most other Spirochaetes folP is flanked by a 1-
deoxy-D-xylulose-5-phosphate  synthase and a diadenylate
cyclase. In contrast, the Alphaproteobacteria yield several
distinct syntenic regions for folP. In the Rhodobiaceae,
folP* is flanked by genes coding for either a FtsH-family
metallopeptidase or a TetR-family transcriptional repressor and
the phosphoglucosamine mutase glmM. In the Rhodobacterales,
folP is flanked by a dihydroneopterin aldolase and glmM, but in
the Rhizobiales it is flanked by a Zn-dependent protease and the
dihydroneopterin aldolase. This last arrangement, in which the
dihydroneopterin aldolase is followed by a 2-amino-4-hydroxy-
6-hydroxymethyldihydropteridine diphosphokinase is also part
of the genetic surroundings of folP in most Actinobacteria
(Figure 1C).

Phylogenetic Analysis of sul/folP and
glmM Genes

The presence of a signature two-amino acid insertion
characteristic of sul gene products in chromosomally encoded
FolP* proteins and the identification of a genetic environment
for sul2 genes that is conserved in multiple bacterial genomes
suggested that it might be possible to pinpoint the evolutionary
origin of sul genes. To further investigate this possibility,
we performed a rigorous phylogenetic analysis of FolP/Sul
protein sequences. We sampled a representative genome of
all bacterial orders with complete genome assemblies, of each
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FIGURE 1 | (A) Segment of the multiple sequence alignment including any su/ genes with at most 90% similarity to reported sul genes and a representative
chromosomal folP gene for all bacterial phyla with complete genomes available in NCBI RefSeq. (B) IceLOGO highlighting the difference in amino acid frequency at
each position of the region of the folP protein sequence containing the identified insertion between the multiple sequence alignment of sul gene products and the
chromosomally encoded FolP proteins. The upper part of the iceLOGO plot shows residues overrepresented in the sul-encoded FolP proteins; the bottom part
shows residues overrepresented in chromosomally encoded FolP proteins for all bacterial phyla with complete genomes available. Only differences with significant
z-score under a confidence interval of 0.01 are shown. (C) Schematic representation of the genetic environment of sul2 genes, similar arrangements in
chromosomally encoded folP genes of the Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, and Alphaproteobacteria, and arrangements in other major phyla. Arrow
boxes indicate coding regions. When available, gene names or NOG identifiers are provided. Boxes for folP genes containing the two-amino acid insertion are

bacterial family for the Proteobacteria and all available complete
genomes for clades of interest (Rhodobiaceae, Spirochaetes, and
Chlamydiae), and we identified chromosomally encoded FolP
homologs in each of these genomes using BLASTP (BLASTP,
RRID:SCR_001010) with the E. coli FolP protein as a query. We
used a distance tree generated with CLUSTALW (Clustal Omega,
RRID:SCR_001591) to identify and discard a set of protein
sequences from duplicated folP genes in the Actinobacteria
(Supplementary Data 4), and we performed multiple sequence
alignment and Bayesian phylogenetic reconstruction of the
remaining FolP/Sul sequences with T-COFFEE (T-Coffee,

RRID:SCR_011818) and MrBayes (MrBayes, RRID:SCR_012067)
(Supplementary Data 5).

The resulting tree (Figure 2) provides strong support for
the hypothesis that sull-3 genes originated in the Rhodobiaceae
and Leptospiraceae families. In particular, the topology inferred
by MrBayes suggests that the Leptospiraceae folP* gene gave
rise to both sul3 and the folP* gene encountered in the
Rhodobiaceae, most likely through a lateral gene transfer event
in an ancestor of this Alphaproteobacteria family. According to
the reconstructed FolP phylogeny, the Rhodobiaceae folP* gene
was subsequently mobilized as sul2, and later evolved into the
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integron-borne sull gene (Orman et al., 2002). The fact that the
Leptospiraceae FolP* sequences branch independently of other
Spirochaetes sequences and immediately after the Chlamydiae
suggests that the Leptospiraceae folP* gene might have originated
as a result of lateral gene transfer event from the Chlamydiae,
and that it subsequently incorporated the signature two-amino
acid insert present in sul-encoded DHPS proteins. Importantly,
the trimmed multiple sequence alignment used for FolP/Sul
Bayesian phylogenetic inference (Supplementary Data 5) does
not incorporate the two-amino acid insertion of the Sul motif,
indicating that the joint branching of Sull-3 sequences with
chromosomally encoded Rhodobiaceae and Leptospiraceae FolP
proteins is based on sequence similarity beyond this insertion and
its immediate vicinity (Figures 1A,B).

The existence of a genetic environment for sul2 genes
conserved in bacterial chromosomes provides the means to
independently assess the likelihood of the evolutionary scenario
inferred from the FolP phylogeny. Using the same sampling
methods utilized for sul/folP protein products, we collected
protein sequences for phosphoglucosamine mutase (GlmM)
homologs and performed Bayesian phylogenetic inference on the
aligned N-terminal regions. The resulting GlmM tree (Figure 3)
provides further support for a Rhodobiaceae origin of the
sul2 gene, with the sul2-associated GImM sequences branching
with the Rhodobiaceae GImM protein sequences deep within
an otherwise monophyletic Alphaproteobacteria clade. Taken
together, the consistent branching with the Rhodobiaceae of the
protein sequences encoded by both sul2 and its accompanying
glmM gene fragment firmly establish this Alphaproteobacteria
family as the chromosomal origin for the sul2 gene. The
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phylogenetic evidence thus indicates that the sul2 gene was
excised with the N-terminal fragment of the glmM gene during
the mobilization event that led to their incorporation into
plasmid vectors. Given that the folP-glmM arrangement is only
seen in the Proteobacteria, this also excludes the possibility
that the sul2 gene was mobilized directly from a Leptospiraceae
background, where the folP gene presents an unrelated, yet
conserved, genomic environment (Figure 1C).

Analysis of sul/folP and gimM Gene

Sequences

The phylogenetic analysis of FolP and GImM sequences puts
forward an evolutionary scenario wherein the Leptospiraceae
folP* was transferred to the members of the Rhodobiaceae
family before being mobilized independently into the sul3-
and sull/2-harboring mobile genetic elements reported in
sulfonamide-resistant clinical isolates. To further investigate this
hypothesis, we undertook a systematic analysis of folP and
glmM coding sequences. We compiled folP gene sequences
for all the FolP proteins included in the phylogenetic analysis
(Figure 2), as well as any sul gene sequences with less
than 90% identity to those reported in the literature and
any chromosomal folP* genes encoding a DHPS with the
signature Sul motif (Figure 1A) for which there were at least
1 Mbp of whole genome shotgun sequence data (Supplementary
Data 6). We computed the overall and codon-position %GC
content on both the folP/sul coding sequences and all the
available coding sequences in their respective genome assembly
(Supplementary Table S$4). The %GC content data (Figure 4A)
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reveals that sull/2 sequences have a high %GC content
(60.76 SD =+ 1.42) that is consistent with their origin as
mobilized Rhodobiaceae folP* sequences (%GC content: 62,02
SD + 2.22). Similarly, sul3 sequences display a %GC content
(38.14 SD =+ 0.55) consistent with their mobilization from
a Leptospiraceae folP* background (39.39 SD =+ 4.17). This
similarity in %GC content precludes the dating of these
mobilization events through analysis of DNA amelioration
rates. However, examination of DNA sequence similarity
(Table 1) reveals identity values of 50-60% between the
posited chromosomal donors and their mobile counterparts.
These values are in the lower range of sequence identities
for previously described mobilization events (Table 1), and
hence point to an early mobilization of folP* genes that is
consistent with the almost universal association of sul genes
with class 1 mobile integrons (Lévesque et al., 1995). Together
with the phylogenetic inference results, these data provide strong
support for an independent mobilization of sull/2 and sul3
genes from, respectively, Rhodobiaceae and Leptospiraceae family
chromosomal backgrounds.

The independent mobilization of sull/2 and sul3 is
underpinned by a preceding lateral gene transfer of folP*

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

from the Leptospiraceae into a Rhodobiaceae ancestor. In this
context, the substantial divergence in %GC content between the
chromosomal folP* genes of both clades indicates a long process
of amelioration. In fact, statistical analysis of the differences
in codon position %GC content between folP genes and all
available coding sequences in their respective genomes shows
that Leptospiraceae and Rhodobiaceae folP* genes encoding
proteins with the Sul motif cannot be distinguished from other
folP genes (one-sided Mann-Whitney U-test p > 0.05 for GCI,
GC2, and GC3) (Figure 4B) (Supplementary Table $4). We used
Ameliorator (Lawrence and Ochman, 1997) to estimate the time
required for the observed amelioration via forward simulation
from Leptospiraceae codon position %GC values. Even under
assumptions of fast evolutionary change, the software provides a
lower bound of 476 million years for the observed amelioration
of the Leptospiraceae folP* gene into the Rhodobiaceae one.
Statistical analysis of synonymous and non-synonymous
mutation patterns in the N- and C-terminal regions of the
glmM gene also shows that mutation patterns in each region
of the Rhodobiaceae glmM gene are indistinguishable from
those observed in other glmM genes (one-sided Mann-Whitney
U-test p > 0.05). Since the glmM gene fragment associated to
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sul2 genes is likely to be non-functional and subject to genetic
drift, the absence of diverging substitution patterns between the
N- and C-terminal regions of Rhodobiaceae glmM sequences
indicates that the glmM and sul2 genes were transferred from
the Rhodobiaceae to sul2-harboring vectors, and not vice versa
(Supplementary Table S5). Lastly, given that gene loss is much
more likely than gain (Kannan et al.,, 2013), the absence of glmM
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fragments in sull isolates supports in turn the notion that sull
derived from sul2. This is consistent with the branching pattern
observed in the FolP/Sul tree (Figure 2) and the observed DNA
identity values (Table 1), which define a scenario of independent
mobilization of sul3 from the Leptospiraceae and sul2 from the
Rhodobiaceae, with the subsequent uptake of sull by class 1
integrons.
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TABLE 1 | Percent GC content and nucleotide identity between posited chromosomal donors and the corresponding mobilized resistance genes for a number of

antibiotics.
Putative donor %GC Mobile determinant %GC % Identity PMID
Sulfonamide  Leptospira interrogans 32.62 Salmonella enterica sul3 (WP_117344859.1) 37.75 51.91 (This work)
Leptospiraceae 39.39 £ 4.17 sul3 group 38.14 + 0.55 49.73 £1.55 (This work)
Spirochaetales 52,22 £9.24 sul3 group 3814+ 0.5  47.28+2.63  (This work)
Parvibaculum lavamentivorans 64.48 Pasteurella multocida sul2 (WP_010890206.1) 60.61 63.33 (This work)
Rhodobiaceae 62.02 + 2.22 sul2 group 59.6 +2.70 60.46 + 2.37 (This work)
Alphaproteobacteria 62.34 + 13.20 sul2 group 59.6 + 2.70 48.14 £ 3.28 (This work)
Parvibaculum lavamentivorans 64.48 Acinetobacter baumannii sull (AFB76381.1) 61.78 54.65 (This work)
Rhodobiaceae 62.02 £ 2.22 sull group 61.72 +£ 0.09 54.06 + 0.51 (This work)
Alphaproteobacteria 62.34 +£ 13.20 sul1 group 61.72 £ 0.10 46.50 + 3.48 (This work)
Vancomycin Amycolatopsis orientalis 64.86 vanX 64.59 76.57 22303296
Quinolones Shewanella algae 53.12 qnrA 63.27 95.6 16048974
Vibrio splendidus 44.44 qnrS 43.99 72.78 17452482
p-lactams Kluyvera cryocrescens 54.02 CTX-M-1 54.11 99.3 11709346
Kluyvera ascorbata 56.62 CTX-M-2 56.73 99.2 12183268
Kluyvera georgiana 57.07 CTX-M-8 57.08 98.5 12435721
Kluyvera georgiana 57.64 CTX-M-9 60.5 99 15855541
Kluyvera georgiana 57.63 CTX-M-25 57.99 95.9 20421403

Groups of homologs for sul genes correspond to sequences with at most 90% similarity to reported sul genes. For each donor clade and target group, the most likely
mapping is shown. Where appropriate, the PudMed identifier (PMID) for the reference establishing the correspondence between putative chromosomal donor and mobile

resistance determinant is provided.

Sulfonamide Resistance of

Chromosomal folP Genes

Phylogenetic and sequence analysis results indicate that
chromosomal folP* genes encoding proteins with the signature
Sul motif were independently mobilized into the sull-3-
harboring mobile elements found in sulfonamide-resistant
clinical isolates, but they do not address whether the presence
of this motif is associated with sulfonamide resistance. To
investigate this possibility, we cloned the folP gene coding
for DHPS in the Rhodobiaceae P. lavamentivorans DS-1
(WP_012111048), the Leptospiraceae L. interrogans serovar
Lai str. 56601 (WP_000444207), the Rhodobacteraceae
R. sphaeroides 2.4.1 (WP_011337038) and the Chlamydiae
C. trachomatis D/UW-3/CX (WP_009871981). Following
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2003), we then
performed broth microdilution assays to determine the minimal
inhibitory concentration (MIC) of sulfamethoxazole. The results
shown in Table 2 reveal that both P. lavamentivorans and
L. interrogans chromosomal folP* genes confer resistance to
sulfamethoxazole in an E. coli strain sensitive to sulfonamides.
These data are in agreement with previous reporting of
sulfonamide resistance in multiple L. interrogans strains
(Chakraborty et al., 2010, 2011; Wuthiekanun et al, 2015),
and suggest that the observed resistance was likely due
to mutations in the Leptospiraceae chromosomal folP*
gene rather than to the presence of plasmid-borne sul
genes. Moreover, our results show that complementation
with folP genes from another Alphaproteobacteria family
lacking the Sul motif, the Rhodobacteraceae, does not confer
resistance to sulfamethoxazole. These results reveal that the
chromosomal folP* genes that gave rise to sul genes are capable
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of conferring resistance to sulfonamide in E. coli. In contrast
with the Leptospiraceae and the Rhodobiaceae folP* genes, the
chromosomal folKP gene of the Chlamydiae, which encodes
a DHPS lacking the Sul motif, does not confer resistance to
sulfamethoxazole (Table 2). This is in agreement with abundant
reports of sulfonamide susceptibility in several Chlamydia
species (Hammerschlag, 1982; Fan et al, 1992; Sandoz and
Rockey, 2010; Marti et al.,, 2018). Since the Chlamydiae folKP
gene is the most closely related chromosomal folP gene to the
cluster encompassing the sul genes and the Leptospiraceae and
the Rhodobiaceae folP* (Figure 2), the lack of resistance in
Chlamydiae folKP genes strongly suggests that changes in the
region encompassing the Sul motif may be responsible for the
observed resistance. This region is located in a connector loop
within the N-terminal ‘pole’ of the eight-stranded a/p barrel of
DHPS, which is involved in sulfonamide recognition (Radstrom
and Swedberg, 1988; Morgan et al,, 2011). The two-amino acid
insertion might hence result in decreased affinity for sulfonamide
by locally disrupting folding, as has been proposed previously
for similar insertions in chromosomal folP genes (Achari et al.,
1997).

DISCUSSION

Prevalence of Sulfonamide Resistance in
Ancestral Bacteria

The evidence presented here converges toward an evolutionary
scenario in which sull-3 genes from clinical isolates derive
from ancestral chromosomal mutations in the folP* gene of the
Leptospiraceae and the Rhodobiaceae (Figure 5). The emergence
and maintenance of a sulfonamide-resistant folP* gene in the
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TABLE 2 | Broth microdilution assays.

Sulfamethoxazole (mg/L)

Escherichia coli CGSC5073 8
Escherichia coli CGSC5073 pUA1108 8
Escherichia coli CGSC5073 pUA1108::folPpy =512
Escherichia coli CGSC5073 pUA1108::folPy 512
Escherichia coli CGSC5073 pUAT108::folKP¢; 4
Escherichia coli CGSC5073 pUA1108::folPrs 8
Escherichia coli CGSC5073 pUA1108::sul2 =512

Minimum  inhibitory concentrations (MICs) of sulfamethoxazole in wild-type
Escherichia coli CGSC5073 carrying different versions of pUA1108:folP;
P, Parvibaculum lavamentivorans; Li, Leptospira interrogans; Ct, Chlamydia
trachomatis; Rs, Rhodobacter sphaeroides.

Leptospiraceae and its subsequent transfer to the Rhodobiaceae
suggests that it might have conveyed some selective advantage
prior to the introduction of sulfonamides, but the advent of
mutations providing significant resistance to sulfonamide and
their subsequent spread could also have been fortuitous. In both
scenarios, formally variants of an evolutionary exaptation process
(Gould and Vrba, 1982), a resistance-causing mutation may arise
and be maintained in the population in the absence of direct
antibiotic selection. Upon the clinical introduction of the relevant
antibiotic, selection favors the rapid spread of the resistance
determinant.

The emergence and maintenance of resistance against
synthetic chemotherapeutic agents prior to their clinical
deployment may hence reside in the evolution of resistance
as a side-effect of mutations providing some other fitness
benefit. A case in point is the evolution and rapid mobilization
via plasmid-borne gnr genes of resistance to quinolones
(Nordmann and Poirel, 2005). Qnr proteins bind to DNA
gyrase, the target of quinolones, early in the gyrase catalytic
cycle and decrease binding of quinolones to the enzyme-
DNA complex (Tran et al, 2005). Other members of the
pentapeptide repeat family are known to bind DNA gyrase and
provide some level of quinolone resistance (Hegde et al., 2005).
Conversely, gnr-encoded proteins can provide cross-protection
against naturally occurring antibiotics and synthetic agents
targeting DNA gyrase (Hooper and Jacoby, 2016). The likely
chromosomal origins of gnrA and gnrS genes have been
traced to water-borne isolates of, respectively, Shewanella
algae and Vibrio splendidus (Cantén, 2009) (Table 1). It has
been hypothesized that these ancestral gnr genes and other
pentapeptide repeat family members may have evolved to provide
resistance against other compounds targeting DNA gyrase, such
as the plasmid-borne microcin B17 (Heddle et al, 2001), as
elements facilitating or modulating the normal function of
DNA gyrase (Aminov and Mackie, 2007) or as functional
components of the adaptation of Shewanella species to cold
environments (Kim et al, 2011). In this context, the sequence
determinants associated with chromosomal folP* genes may have
originally enhanced PABA binding or another aspect of folate
biosynthesis (Skold, 2000), provided protection against hitherto
unknown antibiotics targeting DHPS, or fulfilled an unrelated
function.
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The emergence and persistence of mutations conferring
resistance against chemotherapeutic agents prior to their
discovery may also have taken place in the absence of selection
for the resistance-conferring mutations. The appearance of
sulfonamide-resistance mutations in chromosomal folP genes
has been amply documented (Huovinen et al, 1995; Skold,
2000), and these were in fact the primary drivers of sulfonamide
resistance following the introduction of sulfa drugs (Skold,
2000). Furthermore, it has been documented that the presence
of sulfonamide resistant DHPS does not necessarily impose a
fitness cost on bacteria (Enne et al., 2004). Structural studies
have suggested that most sulfonamide resistance mutations act
by modulating accessibility of sulfonamides to the PABA-binding
pocket without hindering PABA binding (Baca et al., 2000;
Morgan et al, 2011). It is hence conceivable that naturally
occurring mutations conferring resistance to sulfonamide might
not be selected against in the absence of this chemotherapeutic
agent. Subsequent complementary changes to adjust the affinity
for PABA of the altered DHPS molecule may have resulted
in fixation of the original mutations conferring resistance to
sulfonamide (Andersson, 2006).

Alternatively, sulfonamide resistance mutations in folP may
have arisen and persisted in response to naturally occurring
sulfonamides produced by competing organisms. Sulfonamides
are rare in nature, with only eight known natural sulfonamides
reported to date (Petkowski et al, 2018). Of these, only
two naturally occurring sulfonamides are aryl sulfonamides,
produced in very small amounts by recombinant Streptomyces
species harboring the complete xiamycin biosynthesis gene
cluster (Baunach et al., 2015). Although these sulfonamides show
potent antimicrobial activity, their bulky substitution pattern
suggests that their mode of action and molecular target are
likely different from synthetic aryl sulfonamides (Baunach et al.,
2015).

Mobilization of Ancestral Resistance
Reservoirs

The phylogenetic inference and genomic analysis results
reported in this work uphold an evolutionary scenario wherein
chromosomally encoded sulfonamide resistant folP variants were
independently mobilized from Leptospiraceae and Rhodobiaceae
backgrounds, and that mobile folP* genes subsequently spread
very rapidly following the clinical introduction of synthetic aryl
sulfonamides, giving rise to the sull/2 and sul3 genes routinely
detected in clinical isolates (Figure 5). The rapid mobilization
and dissemination of genes conferring resistance to antibiotic
and chemotherapeutic agents upon the clinical or agricultural
use of these compounds has been amply documented (Aminov
and Mackie, 2007; Stokes and Gillings, 2011). Mobilization and
spread may be mediated by plasmids encoding transposons and
integrons, as well as integrative and conjugative elements, mobile
pathogenicity islands and bacteriophages, but the common tenet
is that sustained exposure of bacterial populations to antibiotics
or chemotherapeutic agents induces a strong selective pressure
to elicit the mobilization of resistance determinants (Stokes and
Gillings, 2011).
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FIGURE 5 | Schematic diagram of the evolutionary process leading to the emergence of sul1/2- and sul3-harboring mobile genetic elements. (1) A set of mutagenic
events in the Leptospiraceae folP gene generates the signature motif observed in folP* and sul genes. (2) Following the diversification of the Alphaprotecbacteria, the
Leptospiraceae folP* gene is transferred to the Rhodobiaceae. (3) Upon the clinical and agricultural introduction of sulfonamides, folP* genes from the
Leptospiraceae and the Rhodobiaceae are independently mobilized, giving rise to the sul-containing mobile elements reported in clinical isolates. This figure was
constructed using some Servier Medical Art templates, which are licensed under a Creative Commons - Attribution Unported License.

(Kumar et al., 2005). The widespread and intensive use of
sulfonamides in agriculture, aquaculture and animal husbandry

Together with penicillin and tetracycline, sulfonamides
have been the antibacterial agents most frequently used

at sub-therapeutic levels in livestock production (Franco
et al, 1990), and it has been reported that sulfonamides
have higher mobility, lower removal efficiency and deeper
environmental penetration than most other antibacterial agents

since the mid 1960’s, and their persistence in soil, sediments
and subterranean aquatic communities where Leptospiraceae
and Rhodobiaceae abound, provides an ample window of
opportunity for the spread of chromosomally encoded or already
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mobilized folP* genes within these bacterial communities and the
subsequent transfer of these mobile resistance determinants to
other bacterial clades.

Recent mobilization from a Chloroflexi chromosomal folP
background has been postulated as the likely origin of the sul4
gene (Razavi et al., 2017), and this result is in agreement with the
phylogenetic analysis reported here (Figure 2). In the case of the
chromosomal folP* genes identified here and their mobilization
into sul-harboring resistance vectors, several sources of evidence
provide additional support for the frequent mobilization of
chromosomal folP genes. For instance, phylogenetic evidence
(Figure 2) indicates that the Rhodobiaceae folP* was incorporated
at some point by the Actinobacterium Amycolatopsis, which
harbors three folP orthologs (Supplementary Data 7). Similarly,
a plasmid broadly distributed among Azospirillum isolates
(e.g., AP010951, FQ311873), a member of the Rhodospirillaceae
Alphaproteobacteria family, contains a folP gene flanked by genes
coding for a flagellar export pore protein (FIhB) and the full
length phosphoglucosamine mutase (GlmM) (Supplementary
Data 7). This folP does not contain the signature two-amino acid
insertion, indicating that its mobilization occurred independently
of those leading to sul1/2 genes.

More significantly, a partial genomic sequence from a
Pseudomonas aeruginosa isolate (LLMY01000073.1) harbors a
folP* gene with high sequence and genetic neighborhood
similarity to the Rhodobiaceae P. lavamentivorans DS-1 (van
Belkum et al, 2015). The genes immediately upstream and
downstream of this P. aeruginosa folP*, which contains the
Sul motif, encode a TetR family regulator and a partial
phosphoglucosamine mutase (GImM) protein (Supplementary
Data 7). These three genes are flanked by 1891 and ISL3 family
transposases. Importantly, the IS91 transposase contains similar
sequence motifs and shares termini identity with ISCR elements,
which are present in both sull and sul2-harboring plasmids
(Toleman et al,, 2006; Toleman and Walsh, 2011). Moreover,
this P. aeruginosa folP* presents 72.76% nucleotide identity with
the P. lavamentivorans folP*, which is significantly higher than
the one observed between P. lavamentivorans folP* and sul2
(Table 1). It is hence highly likely that the P. aeruginosa folP*
represents an intermediate step or an independent mobilization
of the Rhodobiaceae folP*.

Taken together, the protein sequence phylogeny and genomic
context evidence (Figures 1-3), the absence of Sul-containing
motifs in any other chromosomal folP genes (Figure 1), the tight
alignment in %GC content between the different chromosomal
folP* and mobile sul genes (Figure 4), and the identification of
multiple folP mobilization events consistently point toward an
independent mobilization from Leptospiraceae and Rhodobiaceae
chromosomal backgrounds that gave rise to, respectively, sul3
and sul2/1 genes. The close similarity in %GC content between
the putative donor and mobilized sequences (Figure 4), and
the lack of suitable models for sequence evolution in mobile
elements make it difficult to estimate precisely the timing of
this mobilization using sequence analysis methods. The relatively
low nucleotide sequence identity between the Leptospiraceae and
Rhodobiaceae chromosomal folP* genes and sul genes (Table 1)
suggests that folP* genes were mobilized and diversified long
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before the clinical introduction of sulfonamides. Nonetheless,
extensive recombination and unusual selection pressures on
mobile elements could in principle also account for the observed
sequence divergence within a shorter timescale. What seems
abundantly clear is that shortly after the clinical introduction of
sulfonamides, sul genes spread rapidly on a variety of mobile
elements, as attested by the well-established association between
sul genes and integrons (Lévesque et al., 1995; Davies, 2007).

Metagenomics analysis and prospective studies of preserved
ancient environments, such as permafrost and remote cave
habitats, have largely displaced the notion that antibiotic
resistance emerges in response to anthropogenic antibiotic use
(D'Costa et al., 2011; Bhullar et al,, 2012; Perron et al,, 2015;
Crofts et al., 2017). These studies have conclusively shown that
antibiotic resistance predates the use of antibiotics by humans,
and that it is widely distributed across the bacterial pangenome.
In a few isolated cases, resistance determinants for synthetic
chemotherapeutic agents that predate or have rapidly arisen upon
human use has been documented, but their existence can be
attributed to cross-resistance to naturally occurring antibiotics
[e.g., microcin B17 for quinolones (Tran and Jacoby, 2002),
sisomicin for amikacin (Perron et al., 2015)]. The identification
in this work of ancient chromosomal mutations in folP conferring
resistance to sulfonamide as the likely origins of the sull-3 genes
present in sulfonamide-resistant clinical isolates puts forward
an alternative scenario. Given the absence of known naturally
occurring aryl sulfonamides targeting DHPS, our results suggest
that resistance to novel synthetic chemotherapeutic agents may
be already available in the vast microbial pangenome, and that
its global dissemination can take place in a very short amount
of time upon the clinical introduction of novel chemotherapeutic
compounds.
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3.2 Caracterizacion del origen cromosomico de los
genes moviles que confieren resistencia clinica al

trimetoprim

Exploration into the origins and mobilization of di-hydrofolate reductase genes

and the emergence of clinical resistance to trimethoprim
Sanchez-Osuna M, Cortés P, Llagostera M, Barbé J, Erill I

Microbial Genomics

En estudios previos (Sdnchez-Osuna et al., 2019) se demostro que la
resistencia clinica a las sulfamidas surgié hace millones de afos sugiriendo que en
el amplio pan-genoma bacteriano pueden existir también genes que confieran
resistencia a compuestos quimoterapéuticos e incluso a antimicrobianos atin por
desarrollar. Por consiguiente, en el presente estudio se analiz6 el origen genético
de la resistencia clinica a otro compuesto quimioterapéutico, el trimetoprim. La
resistencia al trimetoprim es comun y estd mediada por los genes mdviles dfr que
codifican versiones funcionales de la enzima dihidrofolato reductasa resistentes a

este compuesto.

La exploracién filogenética de las proteinas codificadas por el gen folA y
por los homologos que confieren resistencia al trimetoprim (dfr) permitié
identificar cuatro nuevos genes dfr (dfrA38-41) que confieren resistencia in vitro al
trimetoprim en A. baumannii. Este andlisis filogenético, respaldado por estudios de
gendmica comparativa y de contenido GC, ademads permitié determinar el origen
cromosdmico de ciertos genes dfr. Asi, se identifico el género Fluviicola como el
origen putativo del gen dfrA20, el género Alcanivorax del gen dfrA26, el género
Flavobacterium del gen dfrA38, el género Acinetobacter de los genes dfrA39-41y el

género Bacillus como el origen de los genes dfrD-K. De modo que, al contrario que
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las sulfamidas, se encontro evidencia de reiteradas movilizaciones que resultaron

en las diferentes variantes de los genes dfr que confieren resistencia al trimetoprim.

Finalmente, los resultados in vitro indicaron que los genes folA identificados
como origen de los genes mdviles que confieren resistencia a trimetoprim, con
excepcion del gen folA codificado por Acinetobacter, confieren resistencia a
trimetoprim. De este modo, el presente trabajo revela que la resistencia al
trimetoprim puede ser anterior al uso clinico de este agente quimioterapéutico,
pero al contrario a lo que ocurre con las sulfamidas, ciertas variantes con
mutaciones seleccionadas por el uso extensivo del trimetoprim pueden ser

movilizadas y diseminadas en el entorno clinico.
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Exploration into the origins and mobilization of di-hydrofolate
reductase genes and the emergence of clinical resistance
to trimethoprim

Miquel Sanchez-Osuna', Pilar Cortés', Montserrat Llagostera’, Jordi Barbé't and Ivan Erill**,t

Abstract

Trimethoprim is a synthetic antibacterial agent that targets folate biosynthesis by competitively binding to the di-hydrofolate
reductase enzyme (DHFR). Trimethoprim is often administered synergistically with sulfonamide, another chemotherapeutic
agent targeting the di-hydropteroate synthase (DHPS) enzyme in the same pathway. Clinical resistance to both drugs is wide-
spread and mediated by enzyme variants capable of performing their biological function without binding to these drugs. These
mutant enzymes were assumed to have arisen after the discovery of these synthetic drugs, but recent work has shown that
genes conferring resistance to sulfonamide were present in the bacterial pangenome millions of years ago. Here, we apply
phylogenetics and comparative genomics methods to study the largest family of mobile trimethoprim-resistance genes (dfrA).
We show that most of the dfrA genes identified to date map to two large clades that likely arose from independent mobilization
events. In contrast to sulfonamide resistance (sul) genes, we find evidence of recurrent mobilization in dfrA genes. Phyloge-
netic evidence allows us to identify novel dfrA genes in the emerging pathogen Acinetobacter baumannii, and we confirm their
resistance phenotype in vitro. We also identify a cluster of dfrA homologues in cryptic plasmid and phage genomes, but we
show that these enzymes do not confer resistance to trimethoprim. Our methods also allow us to pinpoint the chromosomal
origin of previously reported dfrA genes, and we show that many of these ancient chromosomal genes also confer resistance
to trimethoprim. Our work reveals that trimethoprim resistance predated the clinical use of this chemotherapeutic agent, but
that novel mutations have likely also arisen and become mobilized following its widespread use within and outside the clinic.
Hence, this work confirms that resistance to novel drugs may already be present in the bacterial pangenome, and stresses the
importance of rapid mobilization as a fundamental element in the emergence and global spread of resistance determinants.

DATA SUMMARY INTRODUCTION

« Nucleotide and protein sequences analysed in this study Bacterial resistance to antibacterial agents remains an increas-
ingly challenging and global problem in modern health care

[2, 3]. Bacterial cells display a diverse array of mechanisms
to cope with exposure to antibacterial compounds, including

have been downloaded from publicly available National

Center for Biotechnology Information databases.

+ The scripts used for data collection and analysis can be modification or overexpression of the antibacterial target,
obtained at the GitHub ErillLab repository (https://github. efflux or reduction of antibacterial uptake and the use of
com/ErillLab/). alternate pathways [4]. Constant exposure to non-lethal

concentrations of antibacterial agents may lead to the selec-
. i tion of partial resistance to antibiotics over relatively short
iTOL (https://itol.embl.de/tree/855674159451585133078) time spans [5], and this evolution may be hastened by simul-

[1]; taneous exposure to multiple antibacterials [6]. However,

« The Bayesian phylogenetic tree can be visualized online on
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the rapid proliferation of multidrug-resistant nosocomial
pathogens in the last 50 years has not been driven by the
independent evolution of resistance traits, but through the
extensive dissemination of mobile genetic elements carrying
resistance genes [4, 7]. It is widely accepted that most genes
conferring resistance to antibiotics present in pathogenic
bacteria were obtained by successive lateral gene transfer
of homologues that originally evolved in the microbes that
produce the antibiotic or in their natural competitors [7, 8].
The high plasticity of bacterial genomes, enabled by a large
repertoire of mobile genetic elements, and the availability of
a large pool of ancient antibiotic-resistance determinants,
hence, set the stage for the rapid proliferation of antibiotic
resistance, giving rise to multi-resistant clinical strains just a
few years after the commercial introduction of antibiotics [7].

Synthetic chemotherapeutic agents predate antibiotics in
the clinical setting, and continue to be used synergistically
with antibiotics to treat microbial infections [9]. Following
the initial discovery and clinical use of arsphenamine in
1907 [10], interest in chemotherapeutic agents quickly took
off after the development of sulfa drugs in the 1930s [11].
The discovery of trimethoprim (a di-aminopyrimidine) was
received with interest because, like sulfonamides, trimetho-
prim targets the bacterial synthesis of tetrahydrofolic acid,
which is a necessary cofactor in the synthesis of thymine
and purines [12]. Sulfonamides are structural analogues of
para-aminobenzoic acid (PABA) and inhibit the synthesis
of di-hydropteroate by competing with PABA for binding
to the di-hydropteroate synthase (DHPS) enzyme, resulting
in sulfonamide-bound di-hydropterin [13]. Trimethoprim
is a structural analogue of di-hydrofolic acid, derived from
di-hydropteroate. It acts by competitively binding to the
di-hydrofolate reductase (DHFR) enzyme; hence, inhibiting
the production of tetrahydrofolic acid [13, 14]. The synergistic
use of trimethoprim and sulfonamides was expected to have
a potent bactericidal effect by producing a serial blockade on
the tetrahydrofolic acid pathway [12, 15].

Unlike antibiotics, chemotherapeutic agents are not produced
by natural organisms, yet resistance to these novel drugs arose
quickly after their mass-production and it is today pervasive
among clinical isolates [7]. In the case of sulfonamides and
trimethoprim, which are usually administered in tandem,
resistance via chromosomal mutations to both chemothera-
peutics was reported soon after their clinical introduction
[13]. Chromosomal resistance to sulfonamides can occur
through mutations yielding increased production of PABA
[16] or, more commonly, via mutations to the chromosomal
folP gene (encoding DHPS), which decrease the affinity of
DHPS for sulfonamide without detriment to PABA binding
[13, 17]. Such mutations have been reported in multiple
bacterial groups and target different conserved regions of
DHPS [13]. Similarly, chromosomal resistance to trimetho-
prim may arise via mutations that increase transcription of
the folA gene (encoding DHFR) [18], or through mutations
that decrease the affinity of DHER for trimethoprim [13]. The
vast majority of resistant clinical isolates to both sulfonamides
and trimethoprim, however, are not due to chromosomal

Impact Statement

Antibiotic resistance is a pressing and global phenom-
enon. It is well established that resistance to conven-
tional antibiotics emerged millions of years ago in
either antibiotic-producing bacteria or their competitors.
Resistance to synthetic chemotherapeutic agents cannot
be explained by this paradigm, since these drugs are
not naturally produced. Hence, resistance is assumed to
have evolved rapidly following the clinical introduction of
these drugs. Recently, we showed that resistance to one
such drug, sulfonamide, evolved not recently, but millions
of years ago, suggesting that the diversity of bacterial
genomes may well contain genes conferring resistance
to drugs yet to be developed. Here, we analyse the origin
of resistance to trimethoprim, another chemothera-
peutic agent developed in the 1960s. Using phylogenetic
methods, we identify new variants of the trimethoprim-
resistance genes that had not previously been reported,
and we trace the chromosomal origins for a number of
already known resistance variants. Our results show that
resistance to trimethoprim is very diverse, and has origi-
nated both from recent mutations and from pre-existing
ancient variants. These results stress the importance of
gene mobilization mechanisms as the main drivers of the
current antibiotic-resistance phenomenon.

mutations, but to the acquisition of resistance determinants
on mobile genetic elements [13]. Parallel to their systematic
combined use in both clinical and agricultural settings, genes
conferring resistance to sulfonamides and trimethoprim are
frequently found together on mobile elements, such as class
1 integrons [19] or conjugative plasmids [13, 20]. The mobile
genes conferring resistance to sulfonamide are homologues
of the chromosomally encoded folP gene and are collectively
known as sul genes (for sulfonamide resistance). Mobile genes
conferring resistance to trimethoprim are either homologues
or functional analogues of the chromosomally encoded
folA gene and are collectively known as dfr genes (for di-
hydrofolate reductase) [17].

In spite of their frequent co-occurrence on mobile genetic
elements, there are significant differences between the mobile
genes conferring resistance to sulfonamides (sul genes) and
trimethoprim (dfr genes). To date, only three sul gene classes
have been described in clinical isolates [21], whereas more
than 30 different dfr genes have been reported in clinically
relevant strains [22]. Trimethoprim-resistance (dfr) genes
have been further classified into two families (dfrA and dfrB).
These two families encode evolutionarily unrelated proteins
of markedly different sizes. Sequence similarity indicates that
dfrA genes are homologues of the chromosomally encoded
folA genes, whereas dfrB genes are functional analogues of
unknown origin [23, 24]. Most dfrA genes follow a standard
naming convention consisting of dfrA followed by a numerical
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value indicating their discovery rank order. However, several
dfrA genes first identified in Gram-positive bacteria, and
thought at the time to be unrelated to the Gram-negative
dfrA genes, were originally named following an alphabetical
convention (dfrC-K). The disparity in genetic diversity
among sulfonamide and trimethoprim mobile resistance
determinants is suggestive of different evolutionary processes
leading to the onset and spread of resistance to these two
chemotherapeutic agents [13]. It was suggested that resistance
to sulfonamide had arisen in a few isolated organisms and
rapidly spread upon the introduction of sulfa drugs, whereas
trimethoprim resistance had independently evolved, and had
been subsequently mobilized multiple times [13].

Recently, we examined the origins of sul genes through
comparative genomics, phylogenetic analysis and in vitro
assays [25]. We identified a well-defined mutational signa-
ture in sul-encoded proteins with respect to chromosomally
encoded folP genes, and we used this conserved motif to map
the origins of sul genes in bacterial chromosomes. Our work
revealed that the three groups of sul genes identified in clinical
isolates originated in the Leptospiraceae and were transferred
to the Rhodobiaceae more than 500 million years ago. These
two ancient resistant determinants were later independently
mobilized, and rapidly disseminated following the commer-
cial introduction of sulfa drugs. By tracing the phylogenetic
lineage of sul genes and demonstrating that these two bacte-
rial families were resistant to sulfonamides long before their
discovery and clinical use, our work indicated that resistance
to novel drugs could very well pre-exist, and be ready for
mobilization, within the vast bacterial pangenome. Here, we
apply similar methods to examine the phylogenetic relation-
ships among dfrA and chromosomally encoded folA genes.
Our aim is to shed light on the evolutionary processes giving
rise to mobile trimethoprim-resistance genes. Our work illus-
trates significant similarities and differences in the processes
leading to the emergence and spread of trimethoprim- and
sulfonamide-resistance determinants, reveals previously
unreported clusters of dfrA genes, and suggests that system-
atic analyses of the bacterial pangenome may be of use in the
design of novel antibacterials.

METHODS
Sequence data collection

To identify homologues of DfrA proteins, we first compiled a
panel of Dfr proteins reported in the literature. Dfr proteins
belong to two distinct families of unrelated sequences (DfrA
and DfrB; Fig. S1, available with the online version of this
article). We mapped these sequences to PEAM models of DfrA
(PF00186) and DfrB (PF06442) (Table S1) using HMMER
version 3.1b2 (hmmscan) [26], and we discarded sequences
mapping to the DfrB family, retaining only DfrA proteins
for analysis (Table S2). We further excluded redundant
DfrA sequences (amino acid sequence identity >90%) using
T-COFFEE version 11.00.8cbe486 seq_reformat command
[27], and used the resulting non-redundant panel to identify
DfrA homologues in protein records associated with National

Center for Biotechnology Information (NCBI) GenBank/
RefSeq sequences corresponding to mobile genetic elements.
These were defined as sequences containing the keywords
‘plasmid; ‘integron’ or ‘transposon’ in their title, belonging
to complete genome records [28, 29]. Protein records corre-
sponding to BLASTP hits matching stringent value (<1e ) and
query coverage (>75%) thresholds were added to the panel
if non-redundant (amino acid sequence identity <90% with
respect to existing panel members), and their classification as
mobile elements was validated by assessing that the nucleotide
record encoding them contained at least one gene encoding
an integrase, transposase or plasmid replication protein, as
determined by HMMER (hmmscan, E value <le ) with refer-
ence PFAM models (Table S3) [30-34]. To detect putative chro-
mosomally encoded folA genes associated with mobile dfrA
genes, we used the sequences in the extended non-redundant
panel of DfrA homologues as queries for TBLASTN searches
against NCBI GenBank complete genomes with stringent E
value (<1e ") and query coverage (>75%) settings. Hits with
nearby genes annotated as resistance determinants, trans-
posases or integrases were considered to encode chromosom-
ally integrated mobile DfrA homologues and not considered
for further analysis. For each mobile DfrA homologue in the
panel, the first, if any, TBLASTN hit satisfying these thresholds
was considered, for the purposes of this study, to be a proxy
for the closest putative chromosomally encoded FolA protein.
The choice of representative DfrA sequences did not alter the
TBLASTN results. To complete the panel of protein sequences
used to reconstruct the evolutionary history of DfrA/FolA
sequences, we used the non-redundant panel of mobile DfrA
sequences to identify via BLAsTP (E value <le ™, coverage
>75%) FolA proteins encoded by the chromosomes of NCBI
RefSeq representative species for all bacterial orders, and for
each bacterial family in the Proteobacteria. In addition, the
closest archaeal homologues of bacterial FolA sequences were
determined by searching with BLAsTP the NCBI protein data-
base, restricted to Archaea (taxid:2157), with the Escherichia
coli FolA protein. A member of each family from the order
(Halobacteriales) of the identified best archaeal hit of E. coli
FolA was sampled to populate the outgroup.

Phylogenetic analysis

For phylogenetic inference, we performed a T-COFFEE
multiple sequence alignment of protein sequences for the
complete panel of DfrA and FolA homologues, combining
three cLusTALw (version 2.1) profile amino acid sequence
alignments with different (5, 10, 25) gap opening penalties
and leveraging the E. coli FolA crystal structure (POABQ5) to
adjust gap penalties [35]. The resulting amino acid sequence
alignment was processed with Gblocks version 0.91b (allowed
gap positions, with half; minimum number of sequences for
a conserved position, 86; minimum number of sequences
for a flanking position, 95; maximum number of contiguous
nonconserved positions, 5; minimum length of a block,
4) [36]. Bayesian phylogenetic inference on the trimmed
multiple amino acid sequence alignment was carried out with
MrBayes version 3.2.6 [37]. Four Metropolis-coupled Markov
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chain Monte Carlo simulations with four independent chains
were run for 20000000 generations, using a mixed four-
category gamma distributed rate plus proportion of invariable
sites model [invgamma] and a JTT (Jones-Taylor-Thornton)
amino acid substitution model [38]. Chains were sampled
every 100 iterations and stationarity was analysed with Tracer
version 1.7.1 [39] by monitoring the estimated sample size
(ESS). To determine burn-in, chain results were summarized
with MrBayes imposing the restriction that ESS be above 200
and that the potential scale reduction factor be within 0.005 of
1. Based on summarization results, the burn-in was set at 20%
of iterations. A consensus tree was generated with the half-
compat option and visualized using the GGTREE version 1.14.6
R library [40]. Clades of reported DfrA proteins were deter-
mined as branches with posterior probability values higher
than 0.8 containing at least five reported DfrA sequences.
Ancestral state reconstruction of a single binary trait (mobile/
chromosomal) was performed with BayesTraits version 3.0.2
[41]. The mobile/chromosomal state of each sequence was
determined through the data collection pipeline outlined
above. Known states at tree tips were labelled, and ancestral
states were reconstructed using the multistate and maximum-
likelihood settings.

DNA techniques and in vitro trimethoprim-
susceptibility assay

With the exception of the Ralstonia solanacearum GMI1000
(Marc Valls, Center for Research in Agricultural Genomics,
Barcelona, Spain) and E. coli K-12 (CGSC5073) folA genes,
which were amplified from genomic DNA, dfrA and folA
homologues were adapted to E. coli codon usage, synthesized
(ATG:biosynthetics) and then subcloned into a dephospho-
rylated pUA1108 vector [42] using an Ndel and BamHI (New
England Biolabs) double digest when possible. Genes with
internal restriction sites for any of these two enzymes were
subcloned into the same vector using the HiFi DNA assembly
kit (New England Biolabs), following the manufacturer’s
protocol. Oligonucleotides used in this work are listed in Table
S4. All constructs were validated by sequencing (Macrogen)
prior to their use in transforming E. coli K-12 (CGSC5073).
The minimum inhibitory concentration (MIC) for trimetho-
prim (Sigma-Aldrich) for strains of E. coli K-12 (CGSC5073)
carrying different versions of pUA1108 encoding folA or dfrA
homologues was determined following the Clinical and Labo-
ratory Standards Institute guidelines using microdilution tests
in Mueller-Hinton (MH) broth (Merck) [43]. All MIC assays
were performed in triplicate. Colonies were grown on Luria—
Bertani agar for 18 h and then suspended in sterile 0.9% NaCl
solution to a McFarland 0.5 turbidity level. Suspensions were
then diluted at 10 in MH broth, and 50 pl (5x107) cells were
inoculated into microtitre plates that contained 50 ul MH
broth supplemented with 1024-0.250 mg trimethoprim 1™
To determine growth, optical density at 550 nm was measured
after 24h incubation at 37°C. The dfrAl gene was used as a
positive control [44] and the E. coli folA gene as a negative
control [45].

Sequence analysis

To assess whether the identified chromosomal gene associated
with a mobile dfrA gene is the canonical folA gene for the
genus, and not the product of a subsequent recombination
of the mobile dfrA gene into the chromosome, we computed
the pairwise amino acid identity among the products of all
chromosomal folA homologues and then compared this
distribution with the pairwise amino acid identity of the
putative origin versus the chromosomal folA homologues. We
used a one-sided Mann-Whitney U test to determine whether
the two distributions were significantly different. To analyse
the mol% G+C content relationship between sul/dfrA genes
and their host chromosomes, we used pre-compiled panels of
sequences for non-redundant Sul [25] and DfrA homologues
to search protein records associated with NCBI GenBank/
RefSeq sequences of mobile genetic elements. The nucleo-
tide sequences of the genes encoding these proteins was then
retrieved. The mol% G+C content of the corresponding sul
and dfrA genes, as well as the overall mol% G+C content in
both the mobile genetic element and the chromosome of the
species harbouring it, were computed with custom Python
scripts. To analyse whether mobile dfrA genes with mol%
G+C content close to their hosts’ genomes are more similar to
the hosts’ folA genes than expected if dfrA-host associations
were arbitrary, we performed a permutation test comparing
the mean pairwise amino acid sequence alignment distance
between DfrA proteins and host-encoded FolA proteins. We
randomly permuted DfrA-host assignments 1000 times and
computed the corresponding P value as the rank of the non-
permuted mean pairwise alignment distance. The input files
and scripts used for data collection and analysis are available
in public repositories: (i) input files (JSON, TXT and FASTA)
and BLAST database for Python scripts used in data collection
and analysis - https://doi.org/10.6084/m9.figshare.12156891.
v1, and (ii) GitHub repository containing the Python scripts
used for data collection and analysis — https://doi.org/10.
5281/zen0do.3760352.

RESULTS AND DISCUSSION

A large fraction of reported dfrA genes share a
common evolutionary origin

To explore the phylogenetic relationship of trimethoprim-
resistance determinants with their chromosomally encoded
folA counterparts, we used a non-redundant panel of protein
sequences encoded by reported dfr genes (Table S2) to detect
putative DHFR homologues in sequenced mobile elements.
We discarded sequences associated with the dfrB gene family,
and retained for analysis non-redundant sequences mapping
to the clades defined by dfrA genes reported in the Proteobac-
teria and by dfrDEFGK genes associated with Gram-positive
bacteria. For convenience, and in accordance with recent
reports on dfr nomenclature [46], we hereinafter designate
these two groups (dfrA and dfrDEFGK) with the umbrella
term dfrA. These reference mobile DfrA homologues were
then combined with FolA homologues sampled from repre-
sentative genomes of all bacterial orders with complete
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Fig. 1. Consensus tree of DHFR protein sequences. Branch support values are provided as Bayesian posterior probabilities estimated
after four independent runs of 20000000 generations. Support values are only shown for branches with posterior probability values
higher than 0.8. For chromosomal DHFR, the species name is displayed. Mobile DHFRs are denoted by their established dfrA name or
by their NCBI GenBank accession number. Reported dfrA genes deemed redundant (>90% identity) are listed next to the corresponding
non-redundant taxon included in the analysis. Next to each tip label, coloured boxes designate trimethoprim-resistant (orange) and
-sensitive (purple) DHFR. Numbers between brackets indicate the mol% G+C content of the sequence for the gene encoding the DHFR.
Tip label colouring denotes previously reported (green) and novel (blue) DHFRs. Bold label text indicates that resistance has been
experimentally assessed in this work. DHFR variants marked with an asterisk are encoded in megaplasmids (>400kbp). The internal
ring shows the mol% G+C of the gene encoding the DHFR in a yellow-red colour scale, while the external ring displays the ratio between
the mol% G+C content of the genome harbouring the DHFR gene and the mol% G+C content of the gene. Dotted lines from the inner ring
to tip labels denote genes discussed in the text. Reconstructed mobile/chromosomal states are displayed on ancestral nodes as pink/
black pie charts.

genome assemblies, and of each bacterial family within the
Proteobacteria (Table S5). The resulting multiple amino acid
sequence alignment was used to perform Bayesian phyloge-
netic analysis of FolA/DfrA sequences.

The phylogenetic tree shown in Fig. 1 showcases the genetic
diversity of DfrA/FolA proteins, which encompass sequences
with pairwise amino acid sequence identities ranging from
99 to 20% (Table S6). The resulting phylogeny also reveals
that the vast majority (70.7%) of known DfrA sequences map

to two well-supported (>0.8 posterior probability), distinct
clades that likely arose from two different ancestors. The first
clade (clade 1), typified by the DfrAl and DfrA12 proteins
[47], includes 22 sequences encoded by previously reported
dfrA genes with a mean amino acid identity of 51.19 %+17.63
sp, divided into two subgroups (containing 17 and 5 known
dfrA genes, respectively) and associated with Gammapro-
teobacteria pathogens. This clade also includes a basal set of
taxa composed of the Clostridioides difficile dfrF gene and
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Fig. 2. Correlation between the mol% G+C content of mobile dfrA (red
circles) and sul (green squares) genes and that of their host genome.
Large open circles/squares denote representatives of clusters of
redundant sequences (identity >90%), and dfrA genes from clade 1
and clade 2 in Fig. 1 are marked with an additional corona. A 0.75%
jitter to both x- and y-axis values has been applied for visualization
purposes. The red line shows the linear regression for representative
dfrA gene values. The Pearson R? coefficient is superimposed. Vertical
background bars in (a) designate DfrA sequences harboured by
mobile genetic elements (MGEs) identified in E. coli and K. pneumoniae
isolates, which are heavily overrepresented in the dataset. Sequences
from clusters with more than 100 sequences (represented by dfrA12,
dfrA5 and dfrAT) are shown with specific markers, and highlighted
by horizontal background bars. The number of MGEs identified as
harbouring dfrA genes, before and after filtering DfrA sequence identity
(>90%), is shown in (b).

two newly identified mobile dfrA homologues also from
Firmicutes isolates. The second clade (clade 2), exemplified
by DfrA18 [48], comprises a group of six highly diverged
(34.37%+10.15 sp mean amino acid identity) DfrA sequences
from Gammaproteobacteria isolates.

Analysis of the dfrA gene sequences in these two clades reveals
an unexpected degree of heterogeneity in mol% G+C content.
In the first clade, several dfrA homologues, including the
C. difficile dfrF gene, show relatively low mol% G+C content
(Fig. 1, inner ring), matching the Firmicutes species they
were reported on (Table S7, Fig. 1, outer ring). Similarly, dfrA
genes in the dfrA12 group show a mol% G+C content (53.28
mol%=+1.80 sp) that is well in line with that of the Enterobac-
teriaceae isolates harbouring them. Conversely, the largest
group in this clade, encompassing dfrAl, dfrA7 and dfrA14,
shows a mean mol% G+C content of 41.03 mol%+3.99 sp,
which is substantially lower than the average mol% G+C
content of the Enterobacteriaceae harbouring these mobile
elements. The same holds true for the second clade (dfrA18),

which also shows lower mol% G+C content (43.88 mol%=+4.91
sp) than expected for the Enterobacteriaceae. To ascertain
whether this pattern of mol% G+C heterogeneity extended
to other previously reported and putative dfrA genes, we
examined the mol% G+C content of dfrA (935 genes) and
sul (408 genes) homologues identified in this analysis with
respect to the genome mol% G+C content of the host species
harbouring these mobile resistance genes.

The results shown in Fig. 2(a) and Table S8 reveal that dfrA
genes tend to align with host genome mol% G+C content
(Pearson p=0.56), whereas sul genes display a two-tiered distri-
bution of mol% G+C content that is essentially independent
of host genome mol% G+C (Pearson p=0.14). Available dfrA
and sul sequences are dominated by variants of a known dfrA
and sul genes that have been isolated predominantly in a select
group of bacterial hosts (Fig. 2b). To correct for this skew,
we filtered dfrA sequences based on the amino acid identity
(<90%) of their encoded proteins. This filtering resulted in a
significantly smaller number of non-redundant representa-
tive dfrA (63 genes) and sul (4 genes) sequences (Table S9).
The four representative sul genes correspond to one exemplar
of the sull and sul2 families, and two exemplars of the sul3
family. Among representative dfrA genes, 14 map to the first
clade (clade 1) of Fig. 1 and 4 to the second clade (clade 2).
The correlation of dfrA genes with host genome mol% G+C
increases significantly (Pearson p=0.78) when considering
only non-redundant representative dfrA sequences. The fact
that the mol% G+C content of representative dfrA sequences
aligns well with their host genome mol% G+C could suggest
that mol% G+C content in dfrA genes has been ameliorated
to match the host’s. Alternatively, it could indicate that the
mobile dfrA gene originated via mobilization of a chromo-
somal folA gene from a bacterium in the same clade as the
current host. The later scenario posits that, besides mol%
G+C content similarity, representative dfrA genes should
also encode proteins with significant sequence similarity to
their hosts’ FolA protein. We performed a permutation test
to analyse whether representative dfrA gene products show
significant similarity with their hosts’ FolA protein (Table
$10). Our results indicate that this is the case (P<0.001),
suggesting that most mobile dfrA genes are still associated
with species from the same clade they originated in.

The filtering of dfrA sequences based on amino acid identity
brings forward three large clusters (represented by dfrA12,
dfrA5 and dfrAl, and belonging to clade 1 from Fig. 1)
containing more than 100 genes with amino acid identity
larger than 90%. The dfrA genes in these clusters show a distri-
bution of mol %G+C content that is essentially independent
of the host genome mol% G+C, as in the case of sul genes
(Fig. 2a), and their products show no significant sequence
similarity with the hosts” FolA (permutation test P>0.1).
This indicates that the dfrA genes in these large clusters have
spread across distantly related bacterial clades, primarily
through their association with sul-containing integron-based
transposable elements that are widely disseminated among
clinically relevant bacteria [49, 50]. This analysis also brings to
the fore the presence of multiple dfrA cluster representatives,
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with widely divergent mol% G+C, on narrow bands of host
genome mol% G+C content. These bands correspond to
E. coli (50.7 mol% G+C) and Klebsiella pneumoniae (57.4
mol% G+C) isolates, which are heavily oversampled in the
dataset (Fig. 2b). The marked divergence in mol% G+C
content (E. coli, 9.55mol%+6.15 sp; K. pneumoniae, 6.93
mol%=+4.63 sp) and amino acid sequence identity (E. coli,
38.57 %=+15.24 sp; K. pneumoniae, 38.39 %+14.02 sp; Table
S11, Fig. S2) among these representative dfrA genes suggests
that they originated via mobilization from a diverse set of
chromosomal backgrounds.

The fact that the mol% G+C of dfrA genes aligns with their
host genome’s mol% G+C, and that DfrA proteins display
higher amino acid sequence identity when aligned to their
host genome FolA proteins than to other FolA proteins,
strongly supports the notion that dfrA genes have been
mobilized multiple times within different bacterial clades
[13]. In a few instances, typified by the large dfrA clusters
illustrated in Fig. 2, dfrA genes have been captured by highly
efficient mobile elements and dispersed widely across unre-
lated groups of bacteria [49]. These mobile elements often
harbour sul genes, which also display a host-independent
mol% G+C distribution. Many of the dfrA genes identified
here are associated with clinical isolates. The divergent mol%
G+C content and amino acid identity of these dfrA genes indi-
cates that pathogenic bacteria have obtained dfrA genes on
multiple occasions and from different sources, highlighting
the ability of mobilized resistance determinants to reach clini-
cally relevant pathogens [17, 51].

Novel trimethoprim-resistance determinants of
Acinetobacter clinical isolates identified through
phylogenetic methods

The phylogenetic tree in Fig. 1 includes reported DfrA
proteins and their putative homologues, as well as FolA
proteins identified via TBLASTN as putative DfrA homo-
logues or sampled uniformly across bacterial clades. The
inferred phylogeny also reveals several groups of previ-
ously unreported mobile DHFR homologues that form
well-supported clades in association with chromosomal
FolA proteins. Hence, these FolA proteins could constitute
the chromosomal origins of the associated mobile DHFR
homologues, and provide insights into the emergence
and dissemination of trimethoprim-resistance genes. To
determine whether these mobile DHFR homologues did
confer resistance to trimethoprim, we cloned a subset
of dfrA/folA genes and performed broth microdilution
assays to determine the MIC of trimethoprim. Consid-
ering that the clinical breakpoint for trimethoprim in
E. coliis 4mgl™' [52], the results, shown in Table I, reveal
that most of the mobile DHFR homologues identified
here do confer significant resistance to trimethoprim. The
sole exception is the protein AQW32254. Close inspec-
tion revealed that this DHFR homologue is encoded by
a megaplasmid (1.2Mb) from a Ralstonia isolate, and
that this is the only DHFR homologue present in its
complete genome. Hence, we determined that this DHFR

homologue was a bona fide FolA protein and not a mobile
DHFR homologue, and we excluded from further analysis
all other DHFR homologues identified in megaplasmids
(>400 kbp).

Two remaining clades of novel mobile DHFR homologues
from clinically relevant bacteria associated with chromo-
somal FolA proteins were shown to confer resistance to
trimethoprim on E. coli (Table 1). To investigate whether
the sequence determinants conferring resistance had
originated in the associated chromosomal background, we
cloned the most closely related chromosomal folA gene as
well as a gene encoding an additional DHFR homologue
from the same genus, and performed broth microdilution
assays to determine the MIC of trimethoprim. We also
performed ancestral state reconstruction of the molecule
encoding the DHFR homologues (chromosomal/mobile
trait), as determined during the data collection process
(Tables S5 and S12).

The combined results of Table 1 and Fig. 1 reveal different
patterns of trimethoprim-resistance acquisition. The
protein KMV08986 is a DHFR homologue harboured by
a conjugative plasmid from an Acinetobacter baumannii
clinical isolate. Its most closely related chromosomally
encoded DHFR homologue is the FolA protein of Flavo-
bacterium branchiophilum, which confers resistance to
trimethoprim (Table 1). To ascertain whether this chro-
mosomally encoded DHFR homologue was encoded by a
bona fide folA gene, instead of a mobile dfrA gene that inte-
grated into the chromosome, we compared the genus-wide
distribution of pairwise amino acid sequence alignment
distances between FolA proteins to the pairwise distance
of the identified homologue versus all other FolA proteins
in the genus. The Flavobacterium branchiophilum FolA
sequence is significantly different from other Flavobac-
terium FolA sequences (Mann-Whitney U P<0.05; Table
S13), raising the possibility that this chromosomal gene
could be in fact a recombined mobile dfrA gene. However,
phylogenetic analysis with a broader representation of
Flavobacterium sequences (Fig. S3) confirms the well-
supported branching of Flavobacterium branchiophilum
FolA with other Flavobacterium species FolA proteins,
and comparative genomics analysis reveals that the genetic
neighbourhood of the chromosomal folA gene is conserved
in the genus Flavobacterium (Fig. S4). Furthermore, the
FolA protein of a prototypical genus member, Flavobacte-
rium faecale, also confers resistance to trimethoprim on E.
coli (Table 1). These results indicate that the FolA protein
was likely resistant to trimethoprim in the ancestor of
extant Flavobacterium species, which diverged more than
50 million years ago [53]. The branching of the Acineto-
bacter baumannii protein KMV08986 in the reconstructed
phylogeny and the associated ancestral state reconstruction
indicates that this mobile DHFR homologue likely origi-
nated via mobilization of a chromosomal folA gene within
the phylum Bacteroidetes. The encoded FolA protein
was likely resistant to trimethoprim, but the exact donor
species remains to be elucidated.
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Table 1. MICs of trimethoprim for wild-type E. coli K-12 (CGSC5073) and derivatives carrying different versions of dfr/folA or the control empty vector

Values are representative of four independent replicates.

Strain Mobile / Nucleotide accession  Cloned protein ID Trimethoprim (mg1™)
chromosomal no.
E. coli CGSC5073 = = = 0.25
E. coli pUA1108 - - - 0.25
E. coli pUA1108::folA E. coli c NC_000913 WP_000624375 4
E. coli pUA1108::dfrAl M NC_002525 WP_000777554 >512
E. coli pUA1108::folA Flavobacterium branchiophilum C NC_016001 WP_014083133 256
E. coli pUA1108::folA Flavobacterium faecale (o NZ_CP020918 WP_108740183 >512
E. coli pUA1108:dfrA38 Acinetobacter baumannii M CP021344 KMV08986 256
E. coli pUA1108::folA Acinetobacter schindleri C NZ_CP025618 WP_004813248 0.25
E. coli pUA1108::dfrA39 Acinetobacter baumannii M NZ_CP021785 WP_031380727 512
E. coli pUA1108:dfrA40 Acinetobacter baumannii M NZ_JEVW01000010 WP_034702334 128
E. coli pUA1108::dfrA41 Acinetobacter defluvii M NZ_CP029396 WP_004729503 >512
E. coli pUA1108::folA Fluviicola taffensis C NC_015321 WP_013685591 >512
E. coli pUA1108::folA 'Candidatus Fluviicola riflensis’ (o CP022585 ASS49886 >512
E. coli pUA1108::f0lA Alcanivorax pacificus C NZ_CP004387 ‘WP_008736147 32
E. coli pUA1108::folA Alcanivorax borkumensis C AM286690 CAL17791 16
E. coli pUA1108::folA Bacillus mobilis (o NZ_CP031443 WP_000637217 >512
E. coli pUA1108::folA Ralstonia solanacearum Cc NC_003295 WP_011000898 0.5
E. coli pUA1108::folA blood disease bacterium A2-HR MARDI M CP019912 AQW32254 1
E. coli pUA1108::folA E. coli O104:H4 M CP003298 AFS59762 2

In contrast to Flavobacterium proteins, the Acinetobacter
schindleri FolA protein does not confer resistance to
trimethoprim, in agreement with previous reports of
Acinetobacter schindleri susceptibility to trimethoprim
[54], and with the well-established susceptibility of Acine-
tobacter baumannii FolA to trimethoprim [55, 56]. The
Acinetobacter schindleri FolA protein is closely related to
three mobile DHFR homologues conferring resistance to
trimethoprim and harboured by Acinetobacter baumannii
(protein ID: WP_031380727, WP_034702334) and Acine-
tobacter defluvii (protein ID: WP_004729503) clinical and
environmental isolates. These mobile DHFR homologues
branch within a well-supported clade of chromosomal
Acinetobacter FolA proteins, as supported by ancestral
state reconstruction (Fig. 1, Table S12). The trimethoprim
susceptibility of Acinetobacter chromosomal folA genes and
the phylogenetic placement of these DHFR homologues,
hence, indicates that the observed resistance to trimetho-
prim was acquired immediately prior to or after mobiliza-
tion from an Acinetobacter chromosomal background. This
is supported by the observation that these mobile DHFR
homologues confer different levels of resistance to trimeth-
oprim (Table 1), and that the largest MIC correlates with the
location of the DHFR homologue on a plasmid harbouring

multiple antibiotic-resistance determinants (Fig. S5). The
gene encoding this DHFR homologue is preceded by an
insertion sequence transposase (Fig. S5), in an arrangement
that has been reported to drive up expression of the DHFR
homologue through promoter enhancement [57]. However,
the MIC determined here corresponds to that of the isolated
DHEFR OREF, indicating that it confers heightened resistance
irrespective of the promoter driving its expression. This
suggests that these DHFR homologues have acquired muta-
tions conferring heightened resistance to trimethoprim in
parallel to their broader dissemination on multi-resistant
mobile elements. Based on their validated trimethoprim-
resistance phenotype and their level of amino acid sequence
identity versus previously reported DfrA proteins (<95%;
Table S14) [13], we propose to designate these Acinetobacter
DHFR homologues as DfrA38 (protein ID: KMV08986),
DfrA39 (protein ID: WP_031380727), DfrA40 (protein ID:
WP_034702334) and DfrA41 (protein ID: WP_004729503).

Here, we report the identification of trimethoprim-
susceptible chromosomal folA genes that are closely related
to mobile dfrA genes, as well as the discovery of chromosom-
ally encoded folA genes conferring resistance to trimetho-
prim. This indicates that, in contrast to sulfonamides [25],
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trimethoprim-resistance mutations with small or negligible
fitness cost must occur frequently enough in natural envi-
ronments. These folA variants can then be selected for
and mobilized upon exposure to trimethoprim. It is well-
documented that resistance to trimethoprim, mediated by
mutations in the chromosomal folA gene, develops very
rapidly and in a fairly structured way [58-60], whereas
resistance to sulfonamides takes much longer to evolve
in a laboratory setting. Moreover, sulfonamide-resistant
mutants typically show significantly reduced affinity to
PABA. This results in a net fitness cost in the absence of
sulfonamide that is only palliated by the emergence of
subsequent compensatory mutations [61, 62]. Beyond
structural constraints on the respective binding pockets, a
crucial difference between both chemotherapeutic agents
lies in their respective targets. While trimethoprim directly
inhibits DHFR, sulfonamides compete with PABA for
access to DHPS, yielding a non-productive sulfonamide-
bound di-hydropterin. For sulfonamides, therefore, it is
the PABA-to-sulfonamide ratio that limits the produc-
tion of di-hydropteroate from a limited pool of pteridine
di-phosphate, and this cannot be altered via overexpres-
sion of DHPS [63]. Conversely, DHFR overexpression can
provide partial resistance to trimethoprim, and mutations
enhancing DHFR expression have been reported to be the
first to appear in directed evolution experiments [60]. The
ability to obtain partial resistance through overexpression
may provide a stepping stone for the gradual accumula-
tion and refinement of mutations conferring substantial
resistance with little fitness cost and, hence, facilitate the
development of trimethoprim resistance [59, 60].

Trimethoprim resistance in chromosomally
encoded folA genes

Besides uncovering novel dfrA genes, the phylogenetic
analysis in Fig. 1 also identifies several chromosomal folA
genes associated with previously reported dfrA genes. Two
of these chromosomal folA genes have already been reported
in the literature as putative origins of dfrA genes, and their
identification here provides some degree of validation for
the phylogenetic approach implemented in this work. The
putative chromosomal origin for Staphylococcus aureus
Tn4003 S1-DHFR has been identified as the chromosom-
ally encoded dfrC gene (Staphylococcus epidermidis) and is
reported to be susceptible to trimethoprim [64]. The Ente-
rococcus faecalis dfrE gene, identical to the chromosomally
encoded folA gene of Enterococcus faecalis, was reported
to confer moderate resistance to trimethoprim in E. coli,
but only when cloned in a multicopy plasmid, which could
easily result in overexpression-mediated resistance [63, 65].

To ascertain whether the chromosomal folA genes found
here to be associated with other known dfrA genes (dfrA20,
dfrA26 and the dfrDGK cluster) confer resistance to
trimethoprim, we performed broth microdilution assays
to determine the MIC of trimethoprim on these chro-
mosomally encoded FolA proteins and on another FolA
protein from the same genus. In all cases, both related

FolA proteins confer resistance to trimethoprim (Table 1).
The most closely associated chromosomal folA genes are
not significantly different from other folA genes in their
respective genera (Mann-Whitney U P>0.05; Table S13),
as reflected also by substantial conservation of the folA
genomic neighbourhood (Fig. S4). Together, these data
indicate that resistance to trimethoprim was present in
the ancestor of these genera. The dfrA26 gene was iden-
tified in a K. pneumoniae clinical isolate and its most
closely associated chromosomal folA gene is a member of
the genus Alcanivorax. The branching pattern of dfrA26
within this clade and ancestral state reconstruction results
(Fig. 1, Table S12) suggest that it arose via mobilization of
a chromosomal folA gene from the genus Alcalinivorax. The
dfrDGK genes have been reported in Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium and Staphylococcus aureus, and ances-
tral state reconstruction results indicate that these mobile
dfrA genes originated through mobilization of a member of
closely related genus Bacillus, members of which have been
reported to be naturally resistant to trimethoprim [66]. In
both cases, therefore, the phylogenetic evidence and the
similarity in mol% G+C content among chromosomal and
mobile genes (Fig. 1, Table S15) point towards a mobili-
zation event that has to date remained circumscribed to
related genera. Conversely, the dfrA20 gene was identified
in a Pasteurella multocida isolate, yet the chromosomal folA
gene most closely associated to it is encoded by Fluviicola
taffensis, a Bacteroidetes; hence, suggesting a much more
distant mobilization event (Fig. 1, Table S15). In all three
cases, however, we find evidence that pre-existing resistant
folA genes can be readily mobilized from both close (e.g.
dfrDGK) or distant (e.g. dfrA20) species.

The resistance to trimethoprim reported here for the chro-
mosomal folA genes of two different genera of Bacteroi-
detes, two distinct Alcanivorax species and a Bacillus strain
underscores the deep ancestry of chromosomal mutations
yielding resistance to trimethoprim. The folA genes of
Flavobacterium and Fluviicola were shown here to confer
resistance to trimethoprim. These two genera are thought to
have diverged more than 500 million years ago and define
major lineages within the Flavobacteriales, suggesting
that resistance to trimethoprim emerged in an ancestor of
this bacterial order. It is worth noting that several of the
chromosomal folA genes shown here to be associated with
mobile DHFR homologues (Alcanivorax, Flavobacterium
and Fluviicola) appear to be resistant at the genus level and
correspond to genera of aquatic bacteria. This parallels our
recent identification of soil and subterranean water bacteria
as the likely originators of clinical sulfonamide-resistance
genes [25], and suggests that the intensive use of trimetho-
prim/sulfamethoxazole in agriculture, aquaculture and
animal husbandry in the last 50 years may have acted as
a trigger for the selection and mobilization of pre-existing
folA and folP genes conferring resistance to trimethoprim
and sulfonamides. Conversely, trimethoprim-susceptible
chromosomal folA genes found here to be associated
with dfrA genes belong to clinically relevant genera
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Fig. 3. Schematic representation of the two proposed evolutionary processes (based on the results presented in Figs 1 and 2, and Table 1)
leading to the dissemination of trimethoprim-resistance determinants. Left panel: upon the introduction of trimethoprim, mobilization
events involving pre-existing resistant chromosomal folA genes can be favourably selected. Right panel: following the introduction of
trimethoprim, mobilization events involving folA genes with novel mutations that confer resistance to this chemotherapeutic agent may

be selected for and disseminated among closely related bacteria.

(Staphylococcus and Acinetobacter) that may have been
under more direct trimethoprim pressure. This suggests that
among relatively isolated bacterial populations, frequent
exposure to high levels of trimethoprim may trigger the
mobilization of spontaneous folA mutants, whereas longer
term exposure to sub-lethal doses of trimethoprim in
ecological rich habitats might instead rely predominantly
on the mobilization of naturally resistant folA genes (Fig. 3).

Phage-encoded folA genes do not confer resistance
to trimethoprim

Our phylogenetic analysis also identifies a well-defined
clade of Enterobacteriaceae cryptic plasmids derived from
Salmonella phage SSU5 and encoding DHFR homologues
[67-70]. Genes encoding DHFR homologues occur
frequently in many bacteriophage families, often in tandem
with thymidylate synthase genes [71], but their functional
role has not been fully elucidated. We performed broth
microdilution assays to determine the MIC of trimetho-
prim of E. coli 0104:H4 DHFR (protein ID: AFS59762).
This phage-encoded DHFR does not confer resistance to
trimethoprim (Table 1). The high amino acid sequence
identity and neighbourhood conservation among the
DHFR enzymes encoded by these Enterobacteriaceae
cryptic plasmids and phages (Table S16, Fig. S4) would
presumably suggest that these DHFR enzymes are suscep-
tible to trimethoprim.

Bacteriophages can transfer substantial amounts of
genetic material via generalized transduction, and their
potential as reservoirs of antibiotic-resistance determi-
nants has gained increased attention with the advent

of metagenomics [72, 73]. However, recent studies
have shown that many potential resistant determinants
encoded by phages do not confer resistance against their
putative targets. Furthermore, only a small proportion
of complete phage genomes contain putative antibiotic-
resistance genes [74]. Enzymes participating in the folate
biosynthesis pathway, however, are relatively frequent in
phage genomes. These include homologues of the folP
gene encoding DHPS, of the thyX gene encoding flavin-
dependent thymidylate synthase [75-77] and, predomi-
nantly, homologues of the folA gene encoding DHFR,
often found in tandem with the thyA gene encoding type
1 thymidylate synthase [71].

Early work on Enterobacteria phage T4 showed that the
phage-encoded thyA and folA gene products are functional
and also participate in the phage baseplate structure [78],
and thyX has been shown to be functional in a number of
phages [75-77]. It has been proposed that these genes help
bacteriophages overcome shortages in the deoxynucleotide
pool during replication, but their potential in conferring
resistance to sulfonamides or trimethoprim remains largely
unexplored. The detection here of DHFR homologues in
Enterobacteriaceae cryptic plasmids and phages, and the
subsequent assessment of their trimethoprim susceptibility,
reinforces the notion that these genes have been function-
ally co-opted by phages principally for deoxynucleotide
synthesis. Nonetheless, these genes may still confer partial
trimethoprim resistance as a by-product of folA overexpres-
sion, as recently reported for Stenotrophomonas maltophilia
phage DLP4 [79].
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Conclusions

Recent work has shown that resistance to sulfonamide,
a synthetic chemotherapeutic agent, can be present in
the bacterial pangenome well before the discovery of the
agent. Here, we have used a combination of in silico and in
vitro techniques to identify novel trimethoprim-resistance
genes, and to identify chromosomal folA genes that are
strongly associated with novel and previously reported
dfrA genes. We find that most of the chromosomal folA
genes associated with mobile dfrA genes confer resistance
to trimethoprim, but we detect cases of novel mutations
being rapidly mobilized. Hence, our work shows that
the observations from sulfonamide resistance extend to
trimethoprim, with generalized chromosomal resistance
determinants predating the origin of several genera and
several clusters of resistance genes disseminated broadly
among clinical isolates. Moreover, this work also reveals
that, unlike sulfonamides, resistance to trimethoprim is
relatively easy to generate and frequently associated with
species from the same clade it originated in. The identifica-
tion of ancient resistance determinants for two synthetic
chemotherapeutic agents strongly suggests that resistance
to any novel drugs is likely to be already present in the
bacterial pangenome. Systematic screening of existing
natural variants could provide, therefore, the means to pre-
emptively identify derivatives presenting widely distributed
natural resistance determinants and, conversely, to engineer
derivatives that circumvent most, if not all, natural resistant
variants.
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El uso de los compuestos antibacterianos desde su descubrimiento el pasado
siglo, conjuntamente con el importante aumento en el conocimiento sobre las
bacterias patdgenas, han acrecentado enormemente la esperanza de vida humana
(Aminov, 2010). En los ultimos afios, sin embargo, las infecciones causadas por
bacterias patogenas se estan convirtiendo en un serio problema de salud a nivel
mundial. Alarmantemente, una gran parte de los aislados clinicos son resistentes
a practicamente todos los antibacterianos. Por ello, la emergencia de cepas
multirresistentes provoca que, a pesar del amplio arsenal de antibacterianos

disponible, algunas infecciones sean practicamente intratables (Khan et al., 2018).

Las bacterias se caracterizan por su gran capacidad para desarollar y para
adquirir nuevas estrategias de resistencia frente a un amplio ntmero de
compuestos antibacterianos. Las céulas bacterianas presentan mecanismos muy
diversos para hacer frente a la exposicion de compuestos antibioticos o
quimioterapéuticos que pueden ser adquiridos mediante mutaciones, o mas
frecuentemente, mediante transferencia lateral de elementos genéticos moviles.
Estas estrategias incluyen, por ejemplo, la modificacion quimica del
antimicrobiano, la disminucion de su disponibilidad intracelular o el uso de vias y

enzimas alternativas (Davies and Davies, 2010).

Como ya se ha indicado en los apartados anteriores, los diferentes genes que
generan auto-resistencia en las bacterias productoras de antibidticos, han sido
relacionados reiteradamente como el origen de los genes que confieren resistencia
a los antibidticos en las bacterias patogenas de la actualidad (Aminov and Mackie,
2007). No obstante, los origenes de los genes de resistencia contra los agentes
quimoterapetticos sintéticos son mas dificiles de explicar puesto que han sido

disefiados in vitro y no se producen de forma natural.
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Por este motivo, la presente Tesis Doctoral tiene el objetivo de elucidar el
origen de los genes que confieren resistencia clinica a las sulfamidas y al
trimetoprim, que constituyen dos de los agentes quimoterapéuticos

antibacterianos mas utilizados en clinica desde mediados del siglo pasado.

4.1 Identificacion y caracterizacion de nuevos genes
codificados en elementos genéticos moviles que

confieren resistencia a sulfamidas y trimetoprim

Las sulfamidas son agentes antibacterianos sintéticos usados desde los
anos treinta (Domagk, 1935). A partir de los afios cuarenta se empezaron a aislar
cepas mutantes resistentes a sulfamidas que contenian mutaciones en el gen folP
cromosdmico, que codifica la enzima dihidropteroato sintasa (DHPS). Sin
embargo, la resistencia clinica a las sulfamidas esta principalmente mediada por
elementos genéticos mdviles que contienen los genes sul, que codifican versiones
alternativas resistentes del enzima dihidropteroato sintasa (Skold, 2000). Hasta la
fecha se han identificado cuatro versiones diferentes de los genes sul (sull-4),
siendo sull y sul2 las que tienen mas importancia clinica (Razavi et al., 2017; Skold,

2000).

El trimetoprim, por otro lado, es también un agente antibacteriano sintético
usado desde los anos sesenta (Cooper and Wald, 1964). La resistencia cromosdmica
a trimetoprim, de forma similar a lo ya comentado para las sulfamidas, puede
originarse mediante mutaciones en el gen folA, que codifica la dihidrofolato
reductasa (DHFR), pero la resistencia clinica estd asociada principalmente a las
mas de treinta versiones de los genes dfr, que codifican variantes alternativas

resistentes del enzima dihidrofolato reductasa, esparcidos en elementos genéticos
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moviles (Tagg et al., 2019). Los genes dfr estan clasificados en dos familias (dfrA y
dfrB) que codifican proteinas evolutivamente no relacionadas de tamafos
marcadamente diferentes. Por similitud de secuencia, los genes dfrA estan
relacionados con los genes folA cromosdmicos mientras que los genes dfrB son
analogos funcionales de origen desconocido (Alonso and Gready, 2006). La
nomenclatura de los genes dfrA varia en bacterias grampositivas ya que
originalmente se consider6 que no debian estar relacionados con los dfrA,
codificados en bacterias gramnegativas, de manera que se nombraron siguiendo

una convencion alfabética (dfrC-dfrK).

Una de las principales ventajas del uso sistematico de métodos
filogenéticos, partiendo de la totalidad de secuencias disponibles en las bases
publicas de datos, es la capacidad que presentan estas metodologias para
identificar nuevas variantes de genes sul y genes dfrA que, si bien no han sido
reportados hasta el momento, pueden presentar relevancia clinica. En este
contexto, a pesar de que no se detectaron nuevas variantes de los genes sul, se
identificaron dos grupos nuevos de homdlogos de DHFR que confieren resistencia
al trimetoprim en aislados clinicos del patégeno nosocomial A. baumannii. En base
a la capacidad de estos genes de generar resistencia in vitro a trimetoprim y el
porcentaje de identidad respecto a los productos codificados por otros genes dfrA
previamente reportados (la identidad entre dos DfrA diferentes debe ser <95%
(Skold, 2000)), estas variantes se designaron como DfrA38, DfrA39, DfrA40 y
DfrA41.

A. baumannii es un microorganismo perteneciente al grupo ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.), causante de infecciones en
hospitales de todo el mundo, afectando normalmente a pacientes
inmunodeprimidos ingresados en unidados de cuidados intensivos. El factor mas
preocupante de este microorganismo es su habilidad de desarrollar y adquirir
resistencia contra multiples antibacterianos, siendo intratable en muchas ocasiones

(Peleg et al., 2012).
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4.2 Evaluacion de los procesos evolutivos que
gobiernan la emergencia y diseminacion de los genes
que confieren resistencia clinica a sulfamidas y

trimetoprim

4.2.1 Emergencia y mantenimiento de las mutaciones causantes

de la resistencia clinica a sulfamidas y trimetoprim

La presente Tesis Doctoral ilustra similitudes y diferencias significativas en
los procesos que conducen a la aparicion y diseminacion de los genes mdviles que

confieren resistencia a trimetoprim y sulfamidas.

En primer lugar, los resultados relativos al estudio de los origenes de los
genes que confieren resistencia a las sulfamidas demuestran que los genes sul1-3
identificados en cepas clinicas surgieron de dos eventos de movilizacion
independientes de genes folP cromosémicos que se caracterizan por la presencia
de un motivo de aminoacidos bien definido y exclusivo de los genes moviles
(motivo Sul). La evidencia presentada en el presente trabajo sugiere un escenario
evolutivo en el cual los genes mdviles sul1-3 que confieren resistencia clinica a
sulfamidas derivan de mutaciones cromosdmicas ancestrales en el gen folP que
confieren resistencia a sulfamidas y que esta codificado en las familias Rhodobiaceae

y Leptospiraceae.

La aparicion de mutaciones que generan resistencia a sulfamidas esta
ampliamente documentada (Huovinen et al., 1995; Skold, 2000). Diversos estudios
estructurales sugieren que la mayoria de mutaciones que confieren resistencia a
sulfamidas modulan la accesibilidad de las sulfamidas al dominio de union a

PABA manteniendo inalterable la unién de éste (Baca et al., 2000; Morgan et al.,
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2011). Adicionalmente, se ha documentado que la presencia de DHPS resistentes
a sulfamidas no supone necesariamente un coste de fitness para la bacteria (Enne
et al., 2004). Por lo tanto, es concebible que algunas de estas mutaciones que
confieren resistencia a sulfamidas puedan haberse seleccionado en ausencia de
este agente quimioterapéutico. En este sentido, podrian haberse producido
posteriores mutaciones complementarias para ajustar la afinidad por PABA de la
molécula DHPS alterada que den como resultado la fijacion de las mutaciones

originales que confieren resistencia a sulfamidas (Andersson, 2006).

A pesar de que la emergencia y el mantenimiento de dicha mutacion en
Leptospiraceae puede haberse dado de forma fortuita, la transferencia y
mantenimiento del gen en la familia Rhodobiaceae sugiere que podria suponer
alguna ventaja selectiva antes de la introduccién de sulfonamidas. Sin embargo,
las sulfamidas son poco comunes en la naturaleza y inicamente se han reportado
ocho moléculas diferentes hasta la fecha (Petkowski et al., 2018). A pesar de que
dos de ellas muestran actividad antibacteriana, su modo de acciéon y su diana
molecular son completamente diferentes a las que se usan en clinica (Baunach et

al,, 2015).

En segundo lugar, y en marcado contraste con los genes sul, el analisis
realizado para los genes que confieren resistencia clinica a trimetoprim pone de
manifiesto una mayor diversidad en los origenes cromosdmicos de los genes dfr.
Los genes cromosdmicos identificados varian enormemente y abarcan varios
genes fol A cromosdmicos resistentes, como en el caso de las sulfamidas, asi como
susceptibles. De este modo, los datos presentados en esta memoria sugieren que
existen dos procesos evolutivos alternativos que conducen a la aparicion de genes

moviles que confieren resistencia clinica a trimetoprim.

Por un lado, y a semejanza con el caso de la resistencia a las sulfamidas,
puede producirse la movilizacion de genes folA resistentes que son preexistentes a
la introduccién del trimetoprim. La resistencia a trimetoprim generada por los
genes fol A cromosdmicos de dos géneros diferentes de Bacteroidetes (Flavobacterium
y Fluviicola divergidos desde hace mas de 500 millones de afos), de dos especies
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distintas de Alcanivorax y de Bacillus subraya el caracter ancestral de las mutaciones
cromosomicas que producen resistencia a trimetoprim. Por otra parte, nuevas
mutaciones fol A que confieren resistencia a trimetoprim pueden surgir en especies
ambientales tras la exposicion a este compuesto y movilizarse (por ejemplo, los
genes dfrA39-dfrA41 encontrados en Acinetobacter o el gen S1-DHFR de S. aureus)
(Dale et al., 1995).

Este ultimo escenario pone de manifiesto que las mutaciones que generan
resistencia a trimetoprim ocurren con suficiente frecuencia en entornos clinicos
(Acinetobacter y Staphylococcus son microorganismos clinicamente relevantes) para
ser seleccionados y movilizados tras la exposicion a trimetoprim. Esta
ampliamente documentado que la resistencia a trimetoprim, mediada por
mutaciones en el gen folA cromosdémico, se desarrolla muy rapidamente y de
manera bastante estructurada (Toprak et al., 2011; Vickers et al., 2009; Watson et
al., 2007), mientras que el aislamiento de cepas mutantes resistentes a las
sulfamidas son mas dificiles de obtener en un laboratorio a la vez que
generalmente presentan una afinidad significativamente menor para el PABA, lo
que resulta en una disminucion de fitness en ausencia de sulfamidas que puede
aliviarse con la aparicion de mutaciones compensatorias posteriores (Griffith et al.,
2018; Swedberg et al., 1993). Ademads, como ya se ha indicado previamente, al
contrario de lo que ocurre con las sulfamidas, la sobreexpresion del gen folA
produce resistencia parcial al trimetoprim y este tipo de mutaciones son las que
primero aparecen en experimentos de evolucion dirigida (Toprak et al., 2011). Por
consiguiente, la capacidad de obtener resistencia parcial a través de la
sobreexpresion proporciona un trampolin para la acumulacién gradual y el
refinamiento de mutaciones que confieren una resistencia sustancial con un coste
de fitness menor y, por tanto, facilita el desarrollo de resistencia a trimetoprim

(Toprak et al., 2011; Watson et al., 2007).

El mantenimiento de mutaciones ancestrales que han originado las
variantes moviles que confieren resistencia clinica a las sulfamidas y al

trimetoprim es dificil de explicar puesto que, como ya ha sido mencionado, no se
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han aislado atin compuestos naturales de estas familias que inhiban la DHPS o la
DHFR. El mantenimiento de la resistencia ancestral frente sulfamidas y
trimetoprim puede ser consecuencia de un efecto secundario de las mutaciones
que proporcionen ciertos beneficios y que aumenten la fintess bacteriana como ha
sido propuesto para los genes gnr que confieren resistencia a quinolonas
(Nordmann and Poirel, 2005). Como ya se ha indicado previamente, las proteinas
Qnr se unen a la DNA girasa, diana molecular de las quinolonas, y disminuyen la
unidon de las quinolonas generando resistencia (Tran et al., 2005). Se ha
determinado que los origenes cromosomicos de los genes qnrA y gnrS son los
microorganismos acuaticos S. algae y V. splendidus, respectivamente (Canton, 2009).
Se ha planteado la hipdtesis de que estos genes gnr ancestrales pueden haber
evolucionado para proporcionar resistencia contra otros compuestos naturales que
inhiben la DNA girasa, como la microcina B17 (Heddle et al., 2001), como
elementos que facilitan o modulan la funciéon normal de la DNA girasa (Aminov
and Mackie, 2007), o como mecanismos para facilitar la adaptacion de Shewanella
a ambientes frios (Kim et al., 2011). En este contexto, las mutaciones cromosomicas
que generan resistencia ancestral a las sulfamidas y al trimetoprim podrian
haberse mantenido originalmente como un mecanismo para mejorar ciertos
aspectos de la sintesis del folato, para proteger a la DHPS o DHEFR de antibidticos

desconocidos o para cualquier otra funcién no relacionada.

4.2.2 Movilizacion de las variantes genéticas causantes de la

resistencia clinica a sulfamidas y trimetoprim

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral apoyan un escenario
evolutivo en el que los genes folP cromosomicos resistentes a sulfamidas o bien
genes folA cromosdmicos resistentes a trimetoprim se movilizaron
independientemente dando lugar a los genes moviles sul y dfrA que confieren

resistencia clinica a sulfamidas y trimetoprim, respectivamente. Adicionalmente,
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los resultados obtenidos en este trabajo indican que nuevas mutaciones que
confieren resistencia al trimetoprim se pueden seleccionar y movilizar

rapidamente como consecuencia del extensivo uso de este agente antimicrobiano.

La rapida movilizacion y diseminacion de genes que confieren resistencia
a los antibidticos y agentes quimioterapéuticos como consecuencia del uso clinico
o agricola de estos compuestos han sido ampliamente documentadas (Aminov and
Mackie, 2007; Stokes and Gillings, 2011). La movilizacién y la propagacion de
genes de resistencia pueden estar mediadas por plasmidos que codifican
transposones e integrones, asi como por ICE (Integrative Conjugative Elements),
islas de patogenicidad moviles y bacteriofagos, pero el principio comun es que la
exposicion sostenida de las poblaciones bacterianas a antibidticos o agentes
quimioterapéuticos induce una fuerte presion selectiva que selecciona la

movilizacidn de genes de resistencia (Stokes and Gillings, 2011).

En este sentido, el uso generalizado e intensivo de las sulfamidas en
agricultura, acuicultura y la cria de animales desde mediados de los sesenta, y su
persistencia en el suelo y en las comunidades acudticas donde abundan las
bacterias de las familias Leptospiraceae y Rhodobiaceae, han creado un escenario
idoneo para la propagacion de genes folP cromosdmicos resistentes a sulfamidas
dentro de estas comunidades bacterianas y la posterior transferencia de estos
determinantes de resistencia mévil a otros grupos bacterianos. En el caso de los
genes folP cromosomicos identificados en Rhodobiaceae y Leptospiraceae, de los que
derivan, respectivamente, los genes sull-2 y sul3 clinicos (Figura 4.1), los
resultados obtenidos en este estudio indican que se han producido frecuentemente

movilizaciones adicionales de estos genes cromosomicos.

Por ejemplo, el gen folP de la familia Rhodobiaceae fue incorporado en algiin
momento por la actinobacteria Amycolaptosis, que alberga tres genes folP. Del
mismo modo, se ha detectado en este andlisis un plasmido ampliamente extendido
en bacterias del género Azospirillum, miembros de la clase Alphaproteobacteria, que
contiene un gen folP flanqueado por los genes fIhB y glmM. Curiosamente, este gen
folP no contiene el motivo Sul, indicando que su movilizaciéon ocurrié
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independientemente de la que dio lugar a sull y sul2. De forma mas significativa,
una secuencia gendmica parcial de un aislado de P. aeruginosa alberga un gen folP
con elevada similitud de secuencia y entorno genético con bacterias de la familia
Rhodobiaceae (van Belkum et al., 2015). Los genes codificados upstream y downstream
de dicho folP, que contiene el motivo Sul, codifican un regulador transcripcional
de la familia TetR y la ya mencionada mutasa GImM. Estos tres genes estan
flanqueados a su vez por transposasas de la familia IS91 e ISL3. Es importante
destacar que la transposasa IS91 contiene motivos de secuencia similares y
comparte identidad terminal con los elementos ISCR, que estan presentes en los
plasmidos que albergan sull y sul2 (Toleman et al., 2006; Toleman and Walsh,
2011). Este hecho, juntamente con que presenta una similitud mayor con el folP de
Rhodobiaceae que sull y sul2, indica que este gen podria representar un paso
intermedio de la movilizacién del folP de las bacterias de la familia Rhodobiaceae.
Asimismo, se ha postulado la movilizacion del gen folP cromosomico de bacterias
del género Chloroflexi recientemente como el origen probable del gen sul4 (Razavi
et al., 2017), aunque atin no se han aportado datos sobre si confiere resistencia a
sulfamidas. En conjunto, lo que parece evidente es que poco después de la
introduccion clinica de sulfamidas, los genes sul fueron diseminados rapidamente

en una variedad enorme de elementos moviles.

En el caso del trimetoprim, la filogenia de DHEFR revela eventos multiples
de movilizacion que dan lugar a los genes dfrA moviles que confieren resistencia
clinica a trimetoprim en la que la gran mayoria de DfrA conocidos se correlacionan
con dos clusters bien soportados y distintos que probablemente tienen dos origenes
diferentes aun no identificados. El primer cluster, tipificado por DfrAl y DfrA12,
incluye 22 DHFR modviles previamente reportados, divididos en dos subgrupos
(que contienen 17 y 5 genes dfrA, respectivamente) y asociados con patdgenos de
la clase Gammaproteobacteria. Este cluster incluye en la base un conjunto de
secuencias asociadas a Firmicutes de la que se destaca el gen dfrF de C. difficile. El

segundo cluster, representado por DfrA18, comprende un grupo de seis secuencias

117



DISCUSION

altamente divergidas encontradas en especies de patogenos de la clase

Gammaproteobacteria.

No obstante, el andlisis filogenético llevado a cabo a lo largo de este trabajo
ha permitido identificar varios genes folA cromosdmicos asociados a los genes
moviles dfrA. El gen dfrA26 se identifico en un aislado clinico de K. pneumoniae
(PMID: 17307981) y el gen fol A cromosOmico, mas estrechamente asociado es un
miembro del género Alcanivorax. La topologia del cluster de dfrA26 y los resultados
de reconstruccion del estado ancestral sugieren que este gen mavil surgio a traveés
de la movilizacion de un gen folA cromosomico dentro del orden Oceanospirillales
(Figura 4.1). Los genes dfrDGK se han identificado, respectivamente, en E. faecalis,
E. faecium y S. aureus, y los resultados de la reconstruccion del estado ancestral
indican que estos genes moviles dfrA se originaron mediante la movilizacion de un
miembro del género Bacillus, relacionado filogenéticamente con los
microorganismos que hospedan los genes moviles dfrDGK (Figura 4.1). Del mismo
modo, los genes dfrA39-41 identificados en Acinetobacter y el gen S1-DHFR
identificado en el Tn4003 de S. aureus se originaron a partir de la movilizacion de
genes folA cromosdmicos codificados en el género Acinetobacter y S. epidermidis,
respectivamente (Figura 4.1). En estos casos, por tanto, la evidencia filogenética y
la similitud en el porcentaje GC entre los genes cromosdmicos y moéviles apuntan
hacia un evento de movilizacion que permanece circunscrito a bacterias

taxondmicamente relacionadas.

Por el contrario, el gen dfrA20 identificado en Pasteurella multocida
(Kehrenberg and Schwarz, 2005), cuyo gen fol A cromosdmico mas relacionado esta
codificado en Fluviicola, una bacteria del filo Bacteroidetes, sugiere un evento de
movilizacion mucho mas distante (Figura 4.1). En la misma linea, la topologia del
arbol filogenético y la reconstruccion del estado ancestral asociado sugiere que el
gen dfrA38, identificado en este trabajo en un pldsmido conjugativo de A.
baumannii, se origind a través de la movilizacion de un gen folA cromosémico
dentro del filo Bacteroidetes (relacionado con bacterias del género Flavobacterium)

(Figura 4.1).
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Es conveniente sefialar que todos los origenes cromosdmicos resistentes
identificados parecen preservar esta caracteristica a nivel de género (Alcanivorax,
Bacillus, Flavobacterium vy Fluviicola) y corresponden a géneros de bacterias
ambientales (principalmente acuaticas), de forma similar a lo ya comentado con
respecto a bacterias del suelo y de agua subterrdnea como posibles fuentes de
genes clinicos de resistencia a las sulfamidas. Este hecho sugiere que el uso
intensivo de sulfamidas y trimetoprim en la agricultura, la acuicultura y la cria de
animales en los tltimos cincuenta afios puede haber actuado como un detonador
para la seleccion y movilizacion de genes folA y folP preexistentes que confieren
resistencia a trimetoprim y sulfamida. Sin embargo, también se han identificado
dos géneros bacterianos que presentan genes folA susceptibles al trimetoprim
como origen de genes moviles. En este caso, se trata de dos bacterias clinicas
(Acinetobacter 'y Staphylococcus) que se encuentran en ambientes altamente
expuestos al trimetoprim y que, por tanto, se puede hipotetizar que, una vez
producidas, las mutaciones que comportan resistencia se seleccionaron con mucha

rapidez ya sea inmediatamente antes o después de la movilizacion.

El andlisis filogenético llevado a cabo en este trabajo permiti¢ identificar en
Enterobacteriaceae un cluster bien definido de pldsmidos cripticos derivados del
fago de Salmonella SSU5 (Kim et al., 2011; Octavia et al., 2015). Los bacteriéfagos
pueden transferir cantidades sustanciales de material genético a través de la
transduccion, y el surgimiento de la metagendmica (Balcazar, 2014), ha hecho
aumentar su relevancia como posible reservorio de genes de resistencia a los
antibioticos. Sin embargo, estudios recientes han reportado que muchos de los
posibles genes de resistencia codificados por bacteriéfagos en realidad no la
confieren (Enault et al., 2017). No obstante, es frecuente encontrar genes que
codifican DHFR en ciertas familias de bacteridfagos, a menudo en combinacion
con el gen thyA que codifica la timidilato sintasa, aunque su funcién en la biologia
del bacteriéfago aun no se conoce por completo (Asare et al., 2015). Estudios
preliminares con el bacteriéfago T4 han demostrado que los productos de sus

genes thyA y folA son funcionales (Kozloff et al., 1977), aunque la posibilidad de
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que puedan conferir resistencia a trimetoprim aun no se ha estudiado. Por tanto,
la deteccion de homdlogos de DHFR en genomas de bacteriéfagos y plasmidos
cripticos que no confieren resistencia al trimetoprim refuerza la idea que la
captacion de estos genes por parte de los bacteridfagos va destinada a la sintesis
de deoxinucledtidos. No obstante, y como se ha reportado recientemente en el fago
DLP4 de Stenotrophomonas maltophilia algunos de estos genes pueden conferir

resistencia parcial a trimetoprim como consecuencia de la sobreexpresion de folA

(Peters et al., 2019).
A. Entorno cromosémico B.
Entorno cromosémico
‘ MOVILIZACION MOVILIZACION
MUTACION MOVILIZACION
teria teria Eechorichia Escherichia ‘ ‘ Pasteurella H Acinetobacter ‘ Listeria ‘ Staphy(umccus Acinetobacter
Actmobactena Actr:nol?acteria Salmonella Staphylococcus
Firmicutes Enterococcus
bac i
Elementos genéticos méviles Elementos genéticos méviles

[ Resistente [ Susceptible

Figura 4.1. Representacion esquematica de los procesos evolutivos propuestos que
conducen a la diseminacién de los genes que confieren resistencia clinica a las sulfamidas

(A) y al trimetoprim (B).

4.2.3 Evaluacion de la diseminacion de los genes mdviles

causantes de la resistencia clinica a sulfamidas y trimetoprim

El andlisis de las secuencias de los genes mdviles que confieren resistencia
a sulfamidas y a trimetoprim revela un grado inesperado de heterogeneidad en el
porcentaje GC. Como ya se ha mencionado con anterioridad, la gran mayoria de
DfrA con relevancia clinica se enmarcan filogenéticamente en dos clusters. El
primer cluster esta dividido en dos subgrupos, representados por DfrA1l y DfrA12,

respectivamente; que incluye ademas un conjunto de secuencias, tipificadas por
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DfrF, asociadas a Firmicutes en la parte basal. El segundo cluster, representado por

DfrA18, comprende un grupo de secuencias altamente divergidas.

En el primer cluster, los homologos de dfrA que se encuentran en la base,
incluido el gen dfrF de C. difficile, muestran un contenido GC relativamente bajo
que coincide con el de los Firmicutes en los que han sido reportados. De forma
similar, los genes dfrA en el subgrupo del dfrA12 muestran un porcentaje GC que
estd en linea con el de los aislados de enterobacterias que los albergan. Por el
contrario, el subgrupo mas grande, que abarca dfrA1, muestra un contenido GC
sustancialmente mads bajo al porcentaje GC de las enterobacterias portadoras de los
elementos moviles que los contienen. Esta misma situacion se puede apreciar en el
segundo cluster, el representado por dfrA18, que también muestra un menor

contenido GC de lo esperado para las enterobacterias.

Para determinar si este patron de heterogeneidad de porcentaje GC se
extiende a otros genes, se comparo el contenido GC de los genes dfrA y sul con el
porcentaje GC del genoma de la especie hospedadora que alberga los
correspondientes genes moviles. Los resultados revelaron que el contenido GC de
los genes dfrA tienden a alinearse con el contenido GC del genoma del hospedador,
mientras que el contenido GC de los genes sul es esencialmente independiente del
genoma del hospedador. En este ultimo caso, se encuentran dos grupos con un
porcentaje GC muy diferente. Se comprobd que al eliminar las secuencias
redundantes (<90%) aumenta significativamente la correlacion del contenido GC
de los genes dfrA con el genoma del hospedador. En el caso de los genes sul no se
pueden extraer conclusiones tan rotundas dado que el nimero de secuencias no
redundantes es de cuatro (un representante de las familias sull y sul2 y dos
representantes de la familia sul3). El hecho que el contenido GC los genes dfrA se
alinee con el contenido del genoma del hospedador podria sugerir que el
porcentaje GC de los genes dfrA se equilibra, por sesgo mutacional, con el del
hospedador o, alternativamente, que el gen dfrA se origind mediante la
movilizacion de un gen folA cromosdémico de una bacteria filogenéticamente

relacionada con el hospedador actual. Los resultados obtenidos muestran que,
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ademas de la similitud del contenido GC, los genes dfrA también codifican
proteinas con una similitud de secuencia significativa con la proteina FolA de sus
hospedadores. Este hecho sugiere que la mayoria de los genes dfrA moviles
todavia estan asociados con especies del mismo grupo filogenético en el que se
originaron. El resto de genes dfrA (es decir, aquellos que tienen una identidad
superior al 90%) muestran una distribucion de contenido GC que es esencialmente
independiente del genoma del hospedador, como en el caso de los genes sul. Este
hecho indica que los grandes grupos de genes dfrA se han extendido ampliamente
y rapidamente a través de los diferentes clados bacterianos no relacionados
filogenéticamente, principalmente a través de la asociacion con elementos
genéticos moviles que estdn ampliamente diseminados entre bacterias

clinicamente relevantes.

Este analisis pone también de manifiesto la presencia de multiples dfrA con
una elevada divergencia en el porcentaje GC y secuencia en cepas de E. coli y K.
pneumoniae analizados. Dicha divergencia sugiere que se originaron a través de
multiples eventos de movilizacion de un conjunto diverso de genes folA
codificados cromosdmicamente y, su presencia en este tipo de microorganismos
destaca la capacidad que presentan los genes de resistencia movilizados para

alcanzar patogenos clinicamente relevantes.

Finalmente, estos datos respaldan la nocidon de que, a diferencia de los
genes que generan resistencia a sulfamidas, la resistencia a trimetoprim ha surgido
varias veces, se ha movilizado repetidamente entre especies estrechamente
relacionadas y se ha integrado con éxito en elementos genéticos modviles hasta

alcanzar en multiples ocasiones cepas de importancia clinica.
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5. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones que se pueden extraer en base a los resultados

obtenidos en el presente trabajo son las siguientes:

ii.

iii.

iv.

El producto de los genes moviles sull, sul2 y sul3 que confieren resistencia
a las sulfamidas en cepas clinicas, asi como de los genes folP cromosdmicos
de las familias Rhodobiaceae y Leptospiraceae se caracterizan por la presencia
de una insercidon (motivo Sul) de dos aminodcidos (Phe y Leu/Val) en una
region conservada de la proteina responsable de la resistencia a dichos

antibacterianos.

El motivo Sul se origind una tnica vez en el gen folP cromosdmico de un
miembro de la familia Leptospiraceae y posteriormente fue incorporado por
un ancestro de la familia Rhodobiaceae a través de un evento de transferencia

lateral acaecido aproximadamente hace unos 500 millones de afios.

Los genes sull y sul2 contenidos en elementos genéticos moéviles surgen de
un evento de transferencia lateral del gen folP cromosdmico codificado en
la familia Rhodobiaceae, mientras que el gen movil sul3 surgido como
consecuencia de la movilizacidn del gen folA cromosémico codificado en la

familia Leptospiraceae.

La resistencia a sulfamidas determinada por los genes folP cromosdmicos
portadores de la insercién Sul es un fendmeno ancestral y anterior al uso
clinico de este antibacteriano. Eventos sucesivos de transferencia lateral de
dichos genes conjuntamente con la presion selectiva ejercida por la
utilitzacién masiva de dicho quimioterapico han facilitado la seleccién y

diseminacién de esta resistencia.
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Vi.

Vii.

Viii.

126

La mayoria de genes dfrA codificados en elementos genéticos moviles
(dfrA20, dfrA26, dfrA38 y dfrDGK) provienen de eventos de transferencia
lateral independientes de genes folA cromosdmicos (Fluviicola, Alcanivorax,
Flavobacterium y Bacillus, respectivamente) que ya determinaban en su

origen resistencia a dicho antibacteriano.

Los genes moviles dfrA39, dfrA40 y dfrA41, identificados en este trabajo, y
que confieren resistencia a trimetoprim en el patégeno nosocomial A.
baumannii, provienen de la movilizacion del gen folA cromosémico de
bacterias de este género bacteriano que no determina resistencia a
trimetroprim. El fenotipo de resistencia codificado por dichos genes dfrA

debio originarse inmediatamente antes o después de la movilizacion.

La resistencia a trimetoprim mediada por elementos mdviles se puede
explicar por dos procesos independientes y complementarios: i) la
transferencia lateral de genes folA cromosomicos ancestrales portadores de
una mutacion responsable de dicha resistencia, originada en ausencia del
agente quimioterdpico, y ii) la movilizacibn de genes mutantes
espontdneos folA cromosdmicos, presentes en una poblacion bacteriana
coetdania, junto con la exposicion al citado antibacteriano y la consiguiente

seleccion.

Los genes homdlogos de folA/dfr, codificados en ciertas familias de
bacteriofagos no confieren resistencia a trimetoprim. Este hecho revela que
la captaciéon de dichos genes por parte de los bacteridfagos tiene la
finalidad de facilitar la sintesis de nucle6tidos necesarios para su

replicacion y no contribuye a la diseminacion de genes de resistencia.



ix.

CONCLUSIONES

El disefio de nuevos antibacterianos sintéticos debe ir acompafiado de un
rastreo sistematico del pangenoma bacteriano para identificar
preventivamente la posible existencia de variantes genéticas que confieran

resistencia a estos nuevos compuestos.
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