UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

TESIS DE MAESTRIA EN BIOLOGIA MOLECULAR MEDICA

Deteccion del determinante genético (cfiA) de la
resistencia a carbapenems y su entorno
molecular en aislamientos clinicos de bacilos

gram negativos anaerobios

Autor: Biog. Mirta Rosa Litterio
Directora: Dra. Marcela Radice

Directora Adjunta: Dra Daniela Cejas

2016
Céatedra de Microbiologia - Laboratorio de Resistencia

Bacteriana- Facultad de Farmacia y Bioquimica- UBA

Servicio de Microbiologia - Hospital de Pediatria J.P.Garrahan



Los resultados del presente trabajo han dado lugar a las siguientes

presentaciones en congresos internaciones:

» Characterization of cfiA from Bacteroides fragilis in Argentina. Litterio,
M; Cejas, D; Rincén, G ; Rocchi, I.; Gutkind, G; Radice, M. Presentado
en ICAAC 2014 (Interscience Conference on Antimicrobial Agents and

Chemotherapy) (ASM). Washington DC. USA.

» Characterization of CfiA metallo-B-lactamase in Bacteroides fragilis, in
Argentina. Litterio, M; Cejas, D; Gutkind, G; Radice, M. Presentado en

MICROBE 2016. (ASM). Boston. USA.



INDICE

AGRADECIHMIENTOS. .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeeens 4
RESUIMEN ..ttt ettt ettt sttt et e s bt e s bt e sae e st e et e bt e sbeesbeesae e et e enbeenbeenneesanesane 8
INTRODUGCCION ..ttt ettt ettt ettt sttt st sttt e s bt e sheesaeesatesate e bt e beeameesmeeeneeenreenseens 10
OBJETIVOS ..ttt ettt sttt e b e bt e s bt s et e e st e et e e sbeesaeesaeesaneeabeenbeebeennees 23
MATERIALES Y METODOS.......cuvviveieeeeeeeeetetetetetetseeeeesesese s s s s esesesesssssssssssstsassesesesesessssssasasssnas 24
Aislamientos BaCteriaNOs ......cooviiiiiie e s 24

1. Deteccion de 1a presencia de CfiA ... e e 31
1.1 Extraccion de ADN total por lisis tErmMiCa.....cc.ueieeciiiieeciieee e 31

1.2 Extraccion de ADN cromosOmMal [86] ...cccecuvveeeiiiiiiiiiiieeeeeee e eeeiireee e e e e e eeeareere e e e e seeaens 32

1.3 Deteccién del fragmento interno de 339 pb de cfiA por amplificacién por reaccién en

cadena de [a Polimerasa (PCR).....c.uicciieiieeeieeeciee et et e et e erre e ste e s bae e s be e e taeesateesnraeenanes 32

2. 1dentificacion de ClIA/CRIA .. ..o ettt ettt e e tae e et eeaee s 36
2. | Deteccion del gen cfiA completo PorPCR ........ooociiii i 36

2. 2 Identificacion del alelo d& CFiAl ... e e e 37

2.3 Traduccion del alelo d& CfiA.....ou et e e 38

3. Estudio del entorno SeNEtiCO d@ CAiA ....uriiiiiiiiii ettt eare e 38
3.1 Identificacién de IS previamente reportadas upstream a cfiA........ccoceveeevieeeiicieeeennee, 38

3.2 Identificacién de las regiones flanqueantes a cfiA por PCR Inversa .........ccccceecuveeenneee. 39

3.3 Analisis de secuencias d& ADN .........cocieiiiieenienie ettt st 42
RESULTADOS Y DISCUSION....ceiiieiititetee ettt e ettt te e e e s s e e e e e e e s sasnsre et e e e e e e saannneeeeaaaans 43
1. Deteccidn de 1a presencia de CfiA ... iiee et 43

2. Identificacion del alelo de CiA/CHIA ..ottt 45

3. Estudio del entorno geNétiCo de CfiA ...t 63
CONCLUSIONES ...ttt ettt e e ettt e e e e e e e e b et e e e e e e e e bbbt et eeeeeesannrnaeeeaeeaesannnenenens 77
ANEXO | ettt ettt e e e ettt e e e e e ettt e e e e e e e e bbb et e e e e e e e e b rraeeeeeeeeaannrereeeeeeeeaaannn 79
BIBLIOGRAFIA .....coueiitiieiieeiseisete ettt 85



AGRADECIMIENTOS

| padres
Il Tios

Il Hermano y familia. Sobrinada

Zona incierta_____ IV Chivilcoy

WV Amigos de la infancia

. VI Colegic CHN5M
Tesina MEMM

2016

VIl Residencia universitaria

Tesina MBMM Vil FFyB-UBA
Metele 2\ X Hospital Gutierrez
Metele 1 X Hospital Muniz
-10 Dany Xl Hosp Garrahan
-358 Dany Xl Subcomision de Anaercbios

Daniela Cejas K AAM
XV Catedra de Microbiclogia-FFyB-UBA XIV Residentes
¥Vl Becaria XV Monsters MBRM

XV Grupete del gimnasio

I. A mis padres que fueron el buffer, el CIMg,, los dNTPs, los primers, el
agua miliQ, la Taqg y el templado de donde sali®6 mi secuencia original:
Alfonso Damian Litterio y Mirta Noemi Burki de Litterio.

Y a todos los que contribuyeron con inserciones y deleciones,
permanentes o transitorias con las que llegué hasta hoy:

lI. A mis tios

[ll. A mi hermano y su familia, mis sobrinos.

IV. A miciudad de origen: Chivilcoy.

V. A mis amigas de la infancia: Malila, Carmen, Eugenia, Alicia.

VI. A mi colegio primario y secundario: Colegio Nuestra Sefora de la

Misericordia, mis profesores todos y las hermanas de la institucion:

4



VII.

VIII.

XI.

Juanita, Agleda, Silvia, Virginia, Piedad, Dominga, Victoria y Laura. A mi
"5 Sol".

Residencia Universitaria. Marita Narbaitz y flia. Nora Dackiewick. Ana
Maria Pefaloza Chej.

A mi Facultad de Farmacia y Bioquimica-UBA. 1976-1986. Ana Lia
Maso, Sara Teper. Gabriela Pini.

Al Hospital de Nifios R Gutierrez, el Dr Cesar Bergada, bioquimicos,
auxiliares y técnicos del Laboratorio de Bacteriologia, la Dra Rubeglio-
me abrid las puertas a la practica hospitalaria, Marta Tokumoto,
Mabel Woloj- aprendi de Mabel lo que despues puse en practica
muchas veces: pruebas de dilucion en agar, entre otras cosas,
Laura Galanternik, Adriana Procopio. 1981-1986.

Al Hospital F. J Muiiiz, el Dr Negroni, la Dra Alicia Arechavala, la Dra
Hardie, la Dra Di Lonardo, la Dra Martha Ambroggi, la Dra Isola. Mis
compafieros de Residencia en Microbiologia: Claudia Vellani, Ricardo
Marino, Jorge Velazquez, Nora Costa, Rolando Soloaga. Alicia Rossi y
José Maria Casellas: dos referentes de sensibilidad antibidtica que
"habia que escuchar" en cualquier congreso. 1987-1990.

Al Hospital de Pediatria J.P.Garrahan, sus profesionales médicos, al
Servicio de Microbiologia, su secretaria, las nuevas generaciones de
bioquimicos, los auxiliares y técnicos, Horacio Lopardo, Claudia
Hernandez, Ma del Carmen Ceinos, Lidia Casimir. A los técnicos: Laura
Lovadina, Marta Yuckosky, Alejandra Mastroiani, Miriam Quinteros,
Noelia Dirialdi, Mariana Gareis, Veronica D’Amore y Gabriela Perez.

1990-a la fecha.



XIl.

XIII.

XIV.

XV.

XVI.

XVII.

XVIII.

A la Subcomision de Bacterias Anaerobias- SADEBAC-AAM: Hebe
Bianchini, Liliana Fernandez Canigia, Liliana Castello, Silvia Predari,
Adelaida Rossetti, Cristina Legaria, Claudia Barberis, Raquel Rollet,
Graciela Carloni, y sus ex integrantes. A los colegas "anaerobios” del
interior. 1990 -a la fecha.

A la Asociacion Argentina de Microbiologia. Sus profesionales y su
personal administrativo. Bety, Ana, Luis

A mis Residentes. 1990- al fecha

A mi grupo de cursada de la MBMM: "Monsters": Bertone, Garcia, Aya
Castafieda, Castillo, Vaccaro, Cabral. 2008-2010.

A mis profesores de gimnasia: Varze y Garelik. A mi "grupete": Nilda
Alvarez , Cris Pogany, Caty Pogany, Julia Fernandez, Eli Cataldo, Caro
Gonzalez, Isabel Ramos, Gisella Cardozo, Sabrina Domecq, Pao Rotolo.
Sus familias.

A mi Becaria, Maldonado, M.L. 2016-2616.

A la Cétedra de Microbiologia - Laboratorio de Resistencia Bacteriana-
Facultad de Farmacia y Bioquimica- UBA. ElI Dr Gabriel Gutkind un
grande que me conoce de chiquita y como un amigo, y como si nada,
me ofrecié su laboratorio para llevar a cabo el proyecto. La Dra Marcela
Radice, LA DRA MARCELA RADICE, me supo esperar con todo y me
apuré justo a tiempo. La Dra Daniela Cejas, mi secuencia de
insercion y la de mi tesina, mi promotora, le agradezco su paciencia
y su impaciencia, todo el caudal de conocimientos conque fue
llenando mi cabezota, las respuestas a todas mis preguntas, su

entusiasmo, su fortaleza, su tiempo, su buen humor y su



dedicacion. La Dra Giovanna Rincon, sus cuidados, su paciencia,
su inmenso aporte en "los detalles” de mi aprendizaje, su tiempo,
su dedicacion. Por el apoyo, las respuestas y la compafia con que
alivianaron las horas de trabajo Barby Ghiglione, Melina Ruggiero,
Silvina Fernandez, Sabrina Di Gregorio, Mariana Papalia, y los "en via
de": Johana Dominguez, Veronica Kovacec y Alan Elena. GRACIAS A

TODOS.



RESUMEN

Bacteroides fragilis es la especie del grupo Bacteroides fragilis que se asila con
mayor frecuencia de especimenes clinicos, debido, en parte, a que es la
especie mas virulenta del grupo.

La mayoria de los aislamientos de B. fragilis resultan resistentes a los
antibioticos B-lactamicos, excepto a los carbapenems, siendo el principal
mecanismo de resistencia la produccion de B-lactamasas. En B. fragilis se han
descripto 3 B-lactamasas diferentes: - CepA, una cefalosporinasa endogena
que le confiere resistencia a la mayoria de los antibidticos B-lactdmicos con
excepcion de las cefamicinas y carbapenems, y es inhibida por los inhibidores
de B-lactamasas. - CfxA la cual confiere resistencia a cefaloridina, cefoxitina y
otros antibidticos B-lactamicos excepto imipenem. Y una metalo-B-lactamasa
CfiA con actividad frente a penicilinas, cefalosporinas, incluyendo las
cefamicinas, y carbapenems. CfiA no es inhibida por el acido clavulanico ni el
sulbactam pero si por EDTA y su actividad se recupera por el agregado de
Zn2+.

En nuestro pais, la actividad de los antimicrobianos frente a los aislamientos
del grupo Bacteroides fragilis se ha mantenido inalterable a lo largo de
diferentes relevamientos efectuados. Sin embargo en un estudio de vigilancia
llevado a cabo entre los afios 2006 y el 2009, en 363 aislamientos clinicos de
bacilos gram negativos anaerobios pertenecientes a este grupo, se detectaron
3 aislamientos con alto nivel de resistencia (CIM=32 ug/ml) a los carbapenems.
Este hallazgo constituyo el primer reporte en nuestro pais en aislamientos de B.

fragilis procedentes de materiales clinicos.



En dichos aislamientos la presencia de una metalo-B-lactamasa fue

sospechada a partir de ensayos de inhibicion con EDTA

El objetivo general de este trabajo fue analizar la presencia del marcador de
resistencia cfiA en aislamientos de B. fragilis recuperados durante el estudio de
vigilancia mencionado previamente, asi como analizar el entorno genético de
dicho marcador.

Este es el primer estudio en Argentina donde se informan 7 aislamientos de B.
fragilis portadores de cfiA. Tres de ellos correspondieron a los aislamientos que
presentaban resistencia a carbapenemes (CIM=32 ug/ml). En 2/3 se identificd
CfiA1l3 asociada a IS pertenecientes a la familia 1S1380, grupo 1S942. En el
restante aislamiento resistente se identificO CfiA4 asociada a una IS

perteneciente a la familia IS21 asociada al gen codificante.

En los 4 aislamientos sensibles a imipenem se identificaron las variantes CfiA
4, CfiA 2 y dos nuevas variantes, de CfiA4 y CfiA1l3. No se hallaron IS en la
regibn upstream al gen codificante. Solo en el aislamiento, que resultd
intermedio para doripenem se identificaron las secuencias promotoras -10 y -35

en la region adyacente a cfiA2



INTRODUCCION

Las bacterias anaerobias son los microorganismos numeéricamente dominantes
de la microbiota humana normal de las mucosas. Viven y se multiplican en
condiciones de bajo potencial redox (Eh) y en ausencia de oxigeno, cuya
accion es directamente toxica sobre ellas [1]. La mayoria de las infecciones por
bacterias anaerobias en humanos son de naturaleza endogena y
polimicrobiana [2]. Los bacilos gram negativos anaerobios recuperados con
mayor frecuencia pertenecen al grupo Bacteroides fragilis (GBF) [3]. En el
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology en 1984, se proponia, basado en
la clasificacién que Holdeman y col., el género Bacteroides el cual comprendia
una coleccion heterogénea de mas de 50 especies de bacilos gram negativos
anaerobios obligados. El andlisis efectuado por Shah y col. mostré que estas
especies exhibian una gran variedad de morfologias celulares y eran
bioquimica y fisiologicamente muy heterogéneas. Por lo tanto, en 1989
propusieron que el género Bacteroides sensu stricto se restringiera a 10
especies muy relacionadas de acuerdo a la secuencia del gen codificante del
ARN 16S [4]. La especies comprendidas en este grupo fueron: Bacteroides
caccae, Bacteroides distasonis, Bacteroides eggerthii, Bacteroides merdae,
Bacteroides ovatus, Bacteroides stercoris, Bacteroides thetaiotaomicron,
Bacteroides uniformis, Bacteroides vulgatus y Bacteroides fragilis,
estableciéndose esta ultima como especie tipo. En los ultimos 10 afios, merced
a las técnicas de biologia molecular, nuevamente se han producido
modificaciones y hoy son mas de 20 las especies incluidas en el género

Bacteroides sensu stricto [5]. En este trabajo, con la denominacion GBF, se
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hara referencia en especial a las 10 especies postuladas por Shah y col., en

1989.

Los miembros del GBF son patdgenos oportunistas. Normalmente son
residentes benignos de la microbiota intestinal pero cuando ocurre ruptura del
tracto gastro intestinal o cirugia intestinal pueden causar patologias serias
incluyendo la formacién de abscesos en distintos sitios del cuerpo (abdomen,
cerebro, higado, pelvis, pulmones) y bacteriemias [6-9]. La proporcion de B.
fragilis es 10 a 100 veces menor que la de otras especies de Bacteroides a
nivel intestinal, sin embargo es el que se aisla con mayor frecuencia a partir de
materiales clinicos. Asimismo B. fragilis es el mas virulento dentro GBF, ya que
presenta fimbrias y aglutininas que funcionan como adhesinas permitiéndole
establecerse en los tejidos del huésped. Por su parte, el polisacérido capsular,
el LPS y una variedad de enzimas lo protegen de la respuesta inmune. La
capsula es responsable de la formacion de abscesos y las enzimas histoliticas
encontradas en B. fragilis pueden mediar la destruccion tisular [10]. Por otro
lado, se han reportado cepas de B. fragilis, productoras de una enterotoxina
con actividad metaloproteasa dependiente de Zn?*, pero aln se investiga su rol

en el desencadenamiento de cuadros diarreicos [11-14] .

Dado que la formacion de abscesos es una complicacion frecuente en las
infecciones por anaerobios en general y Bacteroides en particular, uno de los
puntos claves en la terapéutica, es el drenaje [2]. Por otro lado, uno de los
dilemas que se presenta al decidir el tratamiento antimicrobiano en las
infecciones en las que participan las bacterias anaerobias es la naturaleza
polimicrobiana de las mismas y el otro, es la decision, por lo general empirica,

en cuanto a la seleccion del antibidtico. El tratamiento entonces debe apuntar
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siempre a la cobertura de microorganismos aerobios y anaerobios [15]. En el
pasado se consideraba que las infecciones por encima del diafragma raras
veces involucraban B. fragilis, en contraste, era probable que en las infecciones
subdiafragmaticas estuviera involucrado. Los farmacos de eleccion entre 1960-
1970 eran pencilinas en infecciones por encima del diafragma, y clindamicina,
cefoxitina, cloranfenicol y metronidazol para infecciones subdiafragmaticas [2].
Los cambios en la sensibilidad a antimcrobianos de las bacterias anaerobias y
la cobertura inadecuada produjeron fallas en el tratamiento [16, 17]. En la
actualidad en lineas generales, los antimicrobianos de uso empirico inicial mas
activos son la combinacion B-lactdmicos con inhibidores de B-lactamasas, los
carbapenems y el metronidazol (este utimo generalmente asociado a un
antibiotico efectivo contra bacterias anaerobias facultativas). Aunque ya se han
detectado cepas del GBF resistentes, las quinolonas fluoradas de cuarta
generacion como la moxifloxacina y la levofloxacina, también son una
alternativa en infecciones en las que se sospechan anaerobios como las
infecciones ginecolodgicas, las de piel y partes blandas y las infecciones por

mordeduras [18, 19].

El GBF se destaca del resto de las bacterias anaerobias: 1) por constituir el
grupo mas frecuentemente aislado de infecciones clinicas relevantes y 2) por
su resistencia a los antibiéticos de uso habitual, principalmente los -lactamicos

[20-26].

La produccion de B-lactamasas es el principal mecanismo de resistencia a los
antibiéticos B-lactdmicos entre las bacterias gram negativas. Las B-lactamasas
catalizan la hidrdlisis irreversible del enlace amida del anillo B-lactamico,

liberando productos biol6gicamente inactivos. La gran mayoria de las B-
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lactamasas clinicamente relevantes presentan una serina en su sitio activo
responsable de la hidrdlisis del B-lactamico. Otras, las metalo-B-lactamasas,

utilizan iones de zinc para romper el anillo 3-lactdmico [27, 28].

Las B-lactamasas se clasifican de acuerdo a su secuencia de aminoacidos y la
presencia de motivos conservados (clasificacion de Ambler), asi como
mediante un esquema funcional (clasificacion de Bush y col.). La clasificacién
de Ambler fue propuesta en 1980 y establece cuatro clases moleculares: A, B,
C y D. Las B-lactamasas de clase A, C y D son serino-enzimas y las de clase B
son metalo-B-lactamasas [29]. Por otro lado, el esquema propuesto por Bush y
col. inicialmente en 1989, modificado en 1995 y actualizado en 2010,
contempla el perfil de sustratos e inhibidores de las B-lactamasas, asi como el
peso molecular y el punto isoeléctrico de las mismas [30]. En la clasificacion de
Bush y col. del 2010, se definen cuatro grupos de p-lactamasas que
comprenden: 1) cefalosporinasas pobremente inhibidas por el &cido
clavulanico, pertenecientes a la clase molecular C de Ambler; 2) penicilinasas,
cefalosporinasas y B-lactamasas de espectro extendido que son generalmente
inhibidas por inhibidores clasicos y pertenecen a la clase molecular A o D; 3)
metalo-B-lactamasas, clase molecular B, que hidrolizan penicilinas,
cefalosporinas y carbapenems, y que son inhibidas por EDTA y p-
cloromercuribenzoato (pCMB) y 4) penicilinasas que no son inhibidas por el

acido clavulanico.

Hace aproximadamente 50 afios surgieron las primeras publicaciones sobre la
resistencia en B. fragilis debida a la produccion de B-lactamasas [31-33].
Rogers y col., en 1993, caracterizaron el gen cepA que codifica para una serino

B-lactamasa perteneciente a la clase A de Ambler [34]. Esta cefalosporinasa
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cromosémica se encuentra en mas del 90% de los aislamientos de B. fragilis,
confiere resistencia a la mayoria de los antibiéticos p-lactamicos con excepcion
de las cefamicinas y carbapenems, y es inhibida por los inhibidores de -
lactamasas. Un afio mas tarde, Rogers y col. describieron en la zona upstream
a cepA una region que presentaba alta homologia con la secuencia de
insercion (I1S) 1S21, sugiriendo que la expresion de cepA estaria sujeta a la

presencia de estos elementos que activarian la transcripcion del gen [35].

Por otro lado, Parker y col., en 1993, caracterizaron el gen codificante de la 3-
lactamasa CfxA en un aislamiento de B. vulgatus, la cual confiere resistencia a
cefaloridina, cefoxitina y otros antibidticos B-lactamicos excepto imipenem [36].
La expresion de cfxA esta asociada a la presencia de IS tales como 1S614B

[37].

Hasta 1990, sélo tres aislamientos de B. fragilis habian sido reportados como
resistentes a los carbapenems. El primero de ellos, en 1983, fue dado a
conocer por Akira Yotsuji y col. en Japon (B. fragilis G-237) [33]. La actividad
de la enzima purificada a partir del B. fragilis G-237 comprendia a los
siguientes sustratos: benzilpenicilinas, ampicilina, carbenicilina, cloxacilina y
piperacilina, mas activamente que cefaloridina, cefuroxima y cefamicinas, e
imipenem. El segundo y tercero de los aislamientos fueron publicados por
Cuchural y col. en el aflo 1986, en USA. Este trabajo daba cuenta de dos
aislamientos clinicos de B. fragilis (TAL2480 y TAL3636) con resistencia a
imipenem mediada por la produccién de una B-lactamasa dependiente de Zn?*
[38]. Posteriormente, Thompson y col. identificaron en los aislamientos

TAL2480 y TAL3636 la secuencia del gen cfiA cromosémico (750-pb), también
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conocido como ccrA, responsable de la sintesis de la proteina CfiA de 249

aminoéacidos y PM 25-33 kDa [39, 40].

En 1990 Hurlbut y col. también describieron una carbapenemasa cromosémica
en una cepa de Parabacteroides distasonis (TAL6870) pero, a diferencia de

CfiA descripta en B. fragilis, era inhibible por acido clavulanico [41].

La metalo-p-lactamasa cromosoOmica CfiA pertenece a la clase B de Ambler,
grupo 3a de K. Bush [29, 30]. En el esquema 1 se muestra el modelo
computacional de CfiA construido con el Programa VMD1.8.7 Biologia

computacional, MBMM 2008-2010.

El perfil de sustratos de CfiA incluye
a todos los antibidticos -
lactdmicos: penicilinas,
cefalosporinas, incluyendo las
cefamicinas, y carbapenems [42]. A
diferencia de la cefalosporinasa de
B. fragilis codificada por el gen

cepA [34], la actividad de CfiA no es

Esquema 1l

VMD 1.8.7 Estructuras secundarias

inhibida por el acido clavulanico ni

el sulbactam pero si por EDTA, y se recupera por el agregado de Zn?* [42, 43].
El gen cfiA ha sido mayoritariamente detectado en la especie B. fragilis, sin
embargo, Boente y col. han reportado recientemente su presencia en un

aislamiento de P. distasonis procedente de la microbiota intestinal [44].

La presencia diferencial de cfiA y cepA en la poblacién de B. fragilis ha sido

propuesta por diferentes autores como Gutacker y col. y Podglajen y col. entre
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otros, para separar dicha poblacion en dos Divisiones, las cuales exhiben entre
si una distancia genética muy grande [45, 46]. La Division | se caracteriza por
la presencia frecuente del gen cepA y la ausencia de cfiA, mientras que la
Division 1l se caracteriza por la presencia de cfiA, un alto grado de homologia
genética, y la ausencia de cepA. Se ha propuesto que la conservacion en los
genes de cfiA y cepA en cada una de las divisiones propuestas estaria
vinculada con su transferencia de tipo vertical [45, 46]. En contraste, la
diseminacién de cfxA entre Bacteroides y otros géneros se deberia a su
transmision horizontal [37, 47, 48]. A pesar de estas observaciones Ayala y col.
describieron dos cepas de B. fragilis con valores de concentracion inhibitoria
minima (CIM) de imipenem de 2 y 4 ug/ml portando a su vez los genes cepA 'y

cfiA de manera conjunta [49].

El gen cfiA puede ser silente o expresarse en diferentes grados, dando lugar a
un amplio rango de niveles de resistencia a los B-lactamicos, incluyendo a los
carbapenems [21, 46, 50]. Los diferentes niveles de expresion de cfiA resultan
de la introduccién de IS upstream del gen mas que por variaciones en su
secuencia codificante [51, 52]. En este sentido, Edwards y col. plantearon la
posibilidad de la seleccion intra-tratamiento de B. fragilis resistente a imipenem

a partir de un cepa sensible, debido a la adquisicion de un elemento IS [53].

Las IS son elementos moviles que por su capacidad de translocacion generan
mutaciones y re-arreglos gendmicos. La presencia o movilidad de estos
elementos puede afectar la expresion de factores de virulencia o patogenicidad

bacterianos, y/o genes de resistencia a antibioticos [51, 54-56].
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IS >

. > iﬂ
> > < >

DR IR Transposase IR DR

wiics of 15 clemenis, DR, direct repeat; IR, imvened repea; - 35/ - 10 and - 35, approximaie locsisons of

PIMOLCE CONSCNsUS

Esquema 2: Organizacion tipica de una IS

En su organizacion tipica (Esquema 2 [56]) las IS poseen 2 terminaciones
repetidas invertidas, izquierda y derecha (Terminal inverted repeats, Left-Right,
IRL-IRR) de aproximadamente 50 pb, flanqueando el marco de lectura (Open
reading frame, ORF) de la transposasa, enzima que promueve su movilidad.
Flanqueando al elemento IS se encuentran secuencias de repeticion directa
corta (Direactly repeated sequences, DR) de 5-11-pb [56, 57]. Las
terminaciones repetidas, IR, son especificas de cada elemento IS y deben estar
integras para lograr la transposicion, siendo o no sitio especifica. Es importante
destacar que pueden contener promotores generalmente localizados en sus
extremos y orientados hacia afuera con capacidad para activar genes vecinos

[56]. Las IS se agrupan en familias, algunas muy heterogéneas [55].

Asimismo, la zona upstream a cfiA puede presentar plasticidad genética, la cual
fue evidenciada en un aislamiento clinico (B. fragilis K2-28) en el que Walsh y
col. identificaron un promotor hibrido localizado a 158 pb del coddn de
iniciaciéon de cfiA cuya region -10 presentd 100% de identidad con 1S613 y la -

35 con 1S612 [58].

En una revision realizada en el afio 1998, Mahillon y col. mostraron las
diferentes IS asociadas a cfiA descriptas hasta ese momento en B. fragilis, B.

vulgatus y B. thetaiotaomicron: 1S942, 1S1168, 1S1168F, 1S1169, 1S1179,
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IS1186, 1S4351, ISBf1, ISBf2 [55]. Posteriormente se han descripto otras IS, asi
como su rol como promotores en la expresion del gen cfiA [51, 59-62]. La
eficiencia en la transcripcion de cfiA en B. fragilis depende de la presencia
completa de la IS y los promotores en las regiones -35 y -10 reconocidos por
los factores o’° [56]. Algunas IS como 1S942, 1S1186 y 1S4351 funcionan como
promotores eficientes y se asocian con altos niveles de resistencia a los

carbapenems [63].

Ademas, se han descripto aislamientos de B. fragilis resistentes a
carbapenems, portadores de cfiA donde no se observa la presencia de IS en la
region upstream. En estos casos se sugiere que diferentes mecanismos
podrian estar involucrados, como por ejemplo la existencia de mutaciones en la
zona upstream que originen regiones promotoras para cfiA, alteraciones en el
perfil proteico de la membrana externa o sobreexpresion de bombas de eflujo

[46, 61, 64-66].

Diferentes estudios de sensibilidad a nivel mundial han reportado un
incremento paulatino de los niveles de resistencia a antibidticos entre las

bacterias anaerobias [6, 67-77].

En una actualizacion realizada por Snydman y col., publicada en el afio 2011,
sobre la resistencia del GBF en USA entre los afios 2006-2009, sobre mas de
1000 aislamientos, se observé un aumento en los porcentajes de resistencia en
B. fragilis frente a cefoxitina, piperacilina-tazobactama, imipenem, doripenem,
meropenem, ertapenem, moxifloxacina y tigeciclina. En el estudio se incluyeron
también especies de GBF no B. fragilis (Bnf) como B. distasonis, B. ovatus, B

thetaiotaomicron, B. uniformis y B. vulgatus. Todos los Bnf estudiados
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aumentaron sus porcentajes de resistencia frente a cefoxitina y ninguno fue
resistente a imipenem o piperacilina-tazobactama excepto la especie B.
tethaiotaomicron. Solo B. ovatus aumento el porcentaje de resistencia frente a
ampicilina-sulbactama. En el resto de los antibidticos probados el aumento de
la resistencia varié con la especie de Bnf. SOlo se encontré un aislamiento
resistente a metronidazol. De los 20 aislamientos resistentes a los
carbapenems 15 correspondieron a B. fragilis, 13 de éstos fueron portadores
de cfiA y sélo 3 presentaron valores de CIM= 32 ug/ml a los carbapenems. En 2
de ellos la secuencia upstream a cfiA presenté identidad con 1S1170, y en el
tercero con el Tn4555, un transposén que en B. fragilis se asocia generalmente

al gen cfxA [23].

Boyanova y col. revisaron la evolucion de la resistencia utilizando datos de
aislamientos recuperados entre los afios 2000 y 2013 procedentes de Canada,
USA y varios paises de Europa y Asia. Estos autores reportaron un incremento
en la resistencia de Bacteroides / Parabacteroides spp. frente a cefoxitina,
clindamicina, amoxicilina-acido clavulanico, moxifloxacina y metronidazol.
También se reporté un aumento en la resistencia de B. fragilis frente a

ampicilina-sulbactama y meropenem [69].

En Brasil, Boente y col. en un estudio publicado en el afio 2010 sobre 60
aislamientos de Bacteroides spp. procedentes de materiales clinicos y
contenido intestinal reportaron dos aislamientos con sensibilidad disminuida a
metronidazol (CIM=8ug/ml). La resistencia a cefoxitina y clindamicina fue de
9,6% y 19,2%, respectivamente. En el estudio observaron 9 aislamientos

portadores de cfiA. Ocho correspondieron a B. fragilis (1 de material clinicoy 7
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de contenido intestinal) y 1 a P. distasonis. Solo 1 de los aislamientos de B.

fragilis presento resistencia a imipenem [44].

El comUn denominador observado, también en relevamientos efectuados en
Argentina, fue la variabilidad en los patrones de resistencia entre las especies
gue componen el GBF [78, 79]. B. fragilis sigue siendo la especie mas sensible
comparada con el resto de la especies del GBF. Ferndndez Canigia y col.
observaron, en un estudio de tendencias en el perfil de sensibilidad de
aislamientos del GBF obtenidos en Buenos Aires entre 1989 y 2002, un
aumento significativo en la resistencia frente a cefoxitina y clindamicina y un

100% de sensibilidad frente a metronidazol [79].

El desarrollo de técnicas moleculares ha permitido identificar los mecanismos
involucrados en la resistencia aun mucho tiempo después del aislamiento del
microorganismo [42, 63, 80]. En la actualidad el porcentaje de aislamientos de
B. fragilis resistentes a carbapenems es bajo, sin embargo a nivel mundial se
han reportado infecciones por B. fragilis resistentes debido a la produccion de

CfiA, asi como la emergencia de cepas multi-resistentes [7, 58, 81-83].

Los estudios de vigilancia sobre B. fragilis portadores de cfiA son escasos. En
un estudio realizado por Soki y col en el afio 2004, analizaron 224 muestras de
materia fecal entre las cuales se recuperaron 5 aislamientos de B. fragilis
portadores de dicho marcador. De estos aislamientos, 2 presentaron
resistencia a imipenem y meropenen, sin embargo no se detecto la presencia
de IS upstream a cfiA [84]. En el mismo afo, Paula G, R. y col. en Brasil, sobre
76 muestras de microbiota intestinal y 17 de tracto genital encontraron 3

aislamientos portadores de cfiA y cfxA [52].
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Antecedentes en el tema de investigacion:

En nuestro pais la actividad de algunos antimicrobianos frente al GBF se ha

mantenido inalterable a lo largo de diferentes relevamientos efectuados [20].

En un estudio de vigilancia llevado a cabo entre los afios 2006 y el 2009 se
evaluo la sensibilidad de 363 aislamientos clinicos de bacilos gram negativos
anaerobios pertenecientes al GBF [21]. Los microorganismos fueron
identificados por pruebas bioquimicas convencionales [3] y métodos
comerciales de galerias miniaturizadas, APl 20 A System Bio- Merieux S.S.,
Marcy I' Etoile, France. La sensibilidad a antibioticos se determiné mediante la
prueba de dilucion en agar siguiendo las recomendaciones del CLSI
Documento M11A7 [85]. Se emplearon los puntos de corte establecidos por
dicho documento; los valores de concentracion inhibitoria minima (CIM) que
correlacionaban con las categorias sensible, intermedia y resistente a
imipenem y ertapenem fueron <4, 8 y 216 ug/ml, respectivamente [85]. Estos
puntos de corte se aplicaron también para doripenem. Se detectaron 3
aislamientos con alto nivel de resistencia (CIM=32 ug/ml) a los carbapenems
probados: imipenem, doripenem y ertapenem. Subrayamos este hallazgo
porque constituye el primero de los reportados en nuestro pais en aislamientos

de B. fragilis procedentes de materiales clinicos.

En dichos aislamientos la presencia de la metalo-B-lactamasa CfiA se evaluo
fenotipicamente por la inhibicion de la enzima ante el agregado de EDTA. La
inhibicion se considerd positiva cuando se obtuvo una reduccion de por lo

menos tres diluciones en el valor de CIM de imipenem en presencia de 0.4mM
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de EDTA con respecto al valor de CIM de imipenem solo. Tabla 1 de Materiales

y Métodos.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue analizar la presencia del marcador de

resistencia cfiA en aislamientos de B. fragilis recuperados durante el estudio de

vigilancia mencionado previamente, asi como analizar el entorno genético de

dicho marcador.

Objetivos especificos:

1.

Investigar la presencia de cfiA en los aislamientos de B. fragilis
resistentes a carbapenems.

Investigar la presencia de cfiA en aislamientos de B. fragilis
categorizados, segun CLSI Documento M11A7, como intermedios ()
(CIM=8pg/ml) y sensibles (S) (CIM < 4pg/ml) a los carbapenems, a fin de
detectar la portacion de cfiA en aislamientos que no presentan
resistencia fenotipica a estos antibiéticos.

Identificar los alelos de cfiA en los aislamientos portadores.

Estudiar la asociacion de cfiA a diferentes IS descriptas en la literatura,
localizadas upstream y reportadas como responsables de la expresion

de dicho marcador.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamientos bacterianos

En el presente estudio se incluyeron los 3 aislamientos que presentaron
resistencia a los carbapenems. A continuacion se muestran los datos de
sensibilidad de estos aislamientos (Tabla 1) y los datos clinicos de los

pacientes de los cuales fueron recuperados (Tabla 2).

Asimismo se incluyeron 76 aislamientos que no presentaban resistencia a
carbapenems segun CLSI Documento M11A7. Estos aislamientos se

recuperaron de los siguientes hospitales:

o Hospital Nacional de Pediatria J. P. Garrahan (HG), CABA (n: 27)

o Hospital Aleman (HA), CABA (n: 25)

o Hospital General de Agudos Dr. E. Tornu (HT), CABA (n: 12)

o Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari (IL), CABA (n: 11)

o HIGA Dr. A Pifiero, Junin, (BA), Pcia. de Buenos Aires (n: 1)

En la tabla 3 se muestran los valores de sensibilidad de dichos aislamientos.
En la tabla 4 y en el grafico 1 se muestra la distribucion de los valores de CIM
para cada carbapenem. En base a esta distribucion los aislamientos sensibles
fueron divididos en dos categorias: sensibilidad disminuida (SD) (CIM >0.25 -

<4 pg/ml) y extrema sensibiidad (ES) (CIM <0,25 pg/ml).
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Tabla 1: Sensibilidad antibiética segun las normas CLSI Documento M11A7 (ug/ml) y screening fenotipico de la MBL en
los 3 aislamientos resistentes a carbapenems.

Antibiético 2 CIM (pg/ml) ( categoria de sensibilidad) IMI+

Aislamiento/ Origen® 0.4m
AMS TAZ CXT IMI DOR ERT CLI MOX TIG MET M

EDTA

B fragilis 3091 / HG 32(R) 4(S) 64 (R) 32 (R) 32(R) 32(R) 2 (S) 0,5(S) 0,125(S) 0,5(S) 0,125

B fragilis 3189 / HG 128(R) 256 (R) 256 (R) 32(R) >64(R) >64(R) 2(S) 1(S) 0,125(S) 0,25(S) 0,06

Bfragilis 3409/Cba  ,oqpy s512(R)  64(R) 64 (R) >64(R) >64(R) 512(R) 0125(S) 0125(S) 1(S) 0,015

YHG: Hospital Garrahan, Cba: Pcia. de Cérdoba. 2AMS: ampicilina-sulbactama, TAZ: piperacilina-tazobactama, CXT: cefoxitina, IMI:
imipenem, DOR: doripenem, ERT: ertapenem, CLI: clindamicina, MOX: moxifloxacina, TIG: tigeciclina; MET: metronidazol. (S) sensible, (R)
resistente
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Tabla 2: Datos clinicos de los pacientes de los cuales se
resistentes a carbapenems

recuperaron los B. fragilis

Pacientel Paciente2

Paciente3

Aislamiento (afio) 3091 (2007) 3189 (2007)

3409 (2008)

Edad/sexo la/M 5a/F 65 a/M
Antecedentes Malformacion Transplante Céncer rectal y de vejiga.
intestinal. cardiaco. Absceso glateo.
Cirugia Dialisis Peritonitis.
abdominal. peritoneal. Cirugia abdominal.
Perforacion y Drenaje Infeccion herida.

reseccion mediastinal y
intestinal. pleural.
Colostomia
permanente.
Flora acompafiante  Ninguna Ninguna Polimicrobiana
recuperada
Tratamiento Vancomicina Vancomicina Ceftazidima
Antibidtico Colistin ) o
_ Meropenem Clindamicina
previo Meropenem
Muestra Sangre Liquido Herida Qx abdominal
pericardico
Tratamiento continda continla Metronidazol
Antibidtico
posterior
Evolucion buena buena Mala
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Tabla 3: Sensibilidad antibiética segun las normas CLSI Documento M11A7 (ug/ml) en los 76 aislamientos no resistentes a

carbapenems

Aislamiento/ Origen*

Antibidticos * CIM (ug/ml)

AMS TAZ CXT IMI DOR ERT CLI MOX TIG MET
B fragilis 3010 / HG 4 0,03 32 0,25 4 2 2 05 0125 1
B fragilis 3116 / HG 16 0,03 64 1 4 4 1 0,5 0,25 0,5
B fragilis 3178 / HG 2 0,5 32 1 4 4 4 1 0,25 0,5
B fragilis 3527 / BA 2 0,5 32 0,25 8 4 2256 05 0,125 05
B fragilis 3603/ HG 16 0,03 64 2 2 4 2 05 0125 0,5
B fragilis 3654 / HG 8 8 128 0,5 1 4 2 4 1 0,5
B fragilis 3584 / HG 8 1 64 2 2 2 1 1 0,125 0,5
B fragilis 3589 / HG 4 0,258 16 0,25 0,25 0,5 <0,125 0,5 0,25 0,5
B fragilis 3590/ HG 4 0,25 16 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,25 1
B fragilis 3469 / HG 4 8 16 0,5 0,25 0,5 1 0,5 0,25 1
B fragilis 3176 / HG 2 0,5 32 0,125 0,125 0,5 1 1 0,25 0,5
B fragilis 3592 / HG 2 0,125 32 0,06 0,25 0,25 2 0,5 0,25 0,5
B fragilis 3465/ HG 0,5 0,125 16 0,5 0,25 0,25 1 1 0,25 1
B fragilis 3449 / HG 1 0,125 16 0,25 0,25 0,25 2 0,25 0,125 0,25
B fragilis 3350/ HG 4 0,25 8 0,125 0,125 0,25 2 0,5 0,25 0,25
B fragilis 3601/ HG 4 0,03 16 0,5 1 0,25 1 2 0,125 0,5
B fragilis 3653/ HG 8 8 128 0,06 0,125 0,25 2 1 1 0,5
B fragilis 3543/ HG 1 0,125 8 0,03 0,125 0,125 2 0,5 0,125 0,25
B fragilis 3579/ HG 1 0,06 8 0,5 0,25 0,125 1 0,5 0,06 1
B fragilis 3593/ HG 4 0,125 8 0,06 0,125 0,125 0,5 05 0,125 0,5
B fragilis 3596 / HG 0,5 0,25 8 0,25 0,25 0,125 1 05 0125 1
B fragilis 3597 / HG 2 4 16 0,5 0,25 0,125 4 0,25 0,125 1
B fragilis 3598 / HG 2 2 16 0,25 0,25 0,125 1 8 0,125 1
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Tabla3: continuacion

B fragilis 3460/ HG

B fragilis 3455/ HG

B fragilis 3452/ HG

B fragilis 3447/ HG

B fragilis 3586 / HG

B fragilis 7068-102 / HA
B fragilis 8051-12 / HA

B fragilis 8056-13 / HA

B fragilis 302062 / HA

B fragilis 7085-121 / HA
B fragilis 7123-90 / HA

B fragilis 7177-61 / HA

B fragilis 8244-3070 / HA
B fragilis 7240-3085 / HA
B fragilis 8012-27 / HA

B fragilis 8037-3002 / HA
B fragilis 8244-3052 / HA
B fragilis 8111-5/ HA

B fragilis 8114-25 (1) / HA
B fragilis 8218-47 / HA

B fragilis 6072-2 / HA

B fragilis 7050-95 / HA

B fragilis 7040-77 / HA

B fragilis 7979-87 / HA

B fragilis 7116-129 / HA
B fragilis 8276-47 | HA

B fragilis 8233-3132 / HA
B fragilis 7133-18 / HA

0,5

gI\JHCD-bH-bNCOCONHHNH-

A

=

0,25
0,5
0,5
0,5

0,5
0,125
0,25
0,06
0,03
0,06

16
8
64

o]

16
16
16
32
16
32
16

16

[EnY
CDNOJ

0O OO 00 00 0O OO 0O 0O

16

0,25
0,06
0,5
<0,015
0,5
0,25
0,5
0,125
<0,015
0,125
0,125
0,06
0,125
0,03
0,03
<0,015
0,125
<0,015
<0,015
<0,015
0,125
0,25
0,03
0,03
0,03
0,03
<0,015
0,03

0,125
0,25
0,25

0,125

0,5
0,25

0,125

0,125
0,25

0,125
0,25
0,25

0,125

0,125

0,125

0,125
0,03

0,125

0,125
0,06

0,125

0,125

0,125

0,125

0,125

0,125

0,5

0,125

0,125
0,125
0,125
0,125
0,125

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
0,25
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125

>256

0,5
1

1

0,25
2
1
0,5
0,5
0,25
0,5
0,5
0,5
0,25
0,5
2
1
0,5
0,25
0,25
0,5

0,25
0,125
0,125

0,06
0,125

0,06
0,125
0,125

0,25

1
1
0,06
0,5
0,5
0,125

0,25
0,125
0,125
0,125
0,125

0,06

0,5
0,5
0,5

0,06
0,125
0,125

0,5

0,5
1
1

0,5

0,5
1

0,5

0,5
2
1
1

0,5

0,5
1
2
1

0,5
1
1
1

0,5

0,5
1

0,5

0,5

0,5

0,125

0,5
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Tabla 3: continuacion

B fragilis 9033-6 / HA

B fragilis 9070-9(1 ) / HA
B.
. fragilis H989 / IL
. fragilis H327 / IL
. fragilis L142 / IL
. fragilis L149 / IL
. fragilis H755 / IL
. fragilis L40 / IL

. fragilis H32 / IL

. fragilis L143 / IL
. fragilis L104 / IL
. fragilis H737 / IL
. fragilis 575/ HT
. fragilis 591 / HT
. fragilis 617 / HT
. fragilis 646 / HT
. fragilis 647 / HT
. fragilis 681 / HT
. fragilis 684 / HT
. fragilis 685 / HT
. fragilis 700 / HT
. fragilis 704 / HT
. fragilis 711 / HT
. fragilis 712 / HT

0 WWWWWWWW®WWWWWWWWWwWWwWw

fragilis L270 / IL

PR RPRRRPRRERMNPR

o O o
T T

R OR ORRPANRRPR

0,25
0,25
<=0,03
<=0,03
1
<=0,03
1
<=0,03
0,25
<=0,03
<=0,03
0,25
0,25
<=0,03
<=0,03
<=0,03
4
0,25
<=0,03
0,125
<=0,03
<0,03
1
<0,03
0,125

16

O 00 00 0O 00 OO 00 0O O N

=
© 00 ©

8

4
16

8
8
4
8

0,125
0,03
0,25

1

0,125

0,25
1
0,25
0,03

0,125
0,06
0,03
0,03
0,03

0,125
0,03
0,25

1
0,25
<0,015
0,06
0,03
0,5
0,03
0,03

0,125
0,06
0,125
0,125
0,25
0,125
0,25
0,25
0,125
ND
0,25
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,25
0,125
1
0,125
0,25
0,125
0,125

0,125
0,125
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,25
0,125
0,125
0,125
0,125
0,125
0,25
0,125
0,5
0,25
0,25
0,125
0,5
0,125
0,5
0,125
0,25

>256
0,125

[EnN

NFNFPEFEPDNEDN

0,5

<0,125
2

0,5
1
0,25
0,25
8
0,25
0,25
0,5
0,5
1
0,5
2
0,5
0,25
0,25
0,25
1
0,25
0,5
0,25
0,25
0,25
0,25
0,5
8

2 0,5
0,25 0,5
0,25 0,5
0,5 1
0,25 1
0,25 1
0,5 0,125

0,125 1
0,25 0,25
0,25 0,5
0,25 2
0,5 0,06

0,125 0,5
0,25 1

0,125 0,5
0,25 1

1 0,5

<0,03 1
0,25 0,25

0,125 0,125

1 0,25

1 0,5

<0,03 1

2 0,25

2 0,25

AMS: ampicilina-sulbactama, PTZ: piperacilina-tazobactama, CXT: cefoxitina, IMI: imipenem, DOR: doripenem, ERT:
ertapenem, CLI: clindamicina, MOX: moxifloxacina, TIG: tigeciclina; MET: metronidazol.
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Tabla 4: Distribucion de los valores de CIM para cada carbapenem en los 76 aislamientos no resistentes

Nro de aislamientos por antibiético

Categorias CIM ( pug/ml) (Nro. acumulado / % acumulado)
Imipenem Doripenem Ertapenem
<0.015 8 (8/10.5)
0.03 17 (25/32.9) 1(1/1.3)
ES 0.06 7 (32/42.1) 2 (3/3.9)
0.125 12 (44 /1 57.9) 40 (43 / 56.6) 37 (37/48.7)
0.25 14 (58 / 76.3) 22 (65 / 85.5) 18 (55 / 72.4)
0.5 11 (69 / 90.8) 2 (67/88.2) 13 (68 / 89.5)
1 5 (74 / 97.4) 3(70/92.1)
>P 2 2 (76 /100) 2 (72194.7) 3(71/93.4)
4 3(75/98.7) 5 (76 / 100)
| 8 1 (76 / 100)

ES: extrema sensibilidad, SD: sensibilidad disminuida, I: intermedio



Grafico 1: Distribucion acumulada de los 76 aislamientos no resistentes entre
los valores de CIM (ug/ml) de los 3 carbapenems ensayados.
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1. Deteccion de la presencia de cfiA

1.1 Extraccion de ADN total por lisis térmica

Se Inocul6 la cepa en estudio en agar sangre anaerobio y se incub6 durante

48hs a 37°C en anaerobiosis. Una ansada del cultivo se resuspendio en 200pl

de agua MilliQ, se agitoé con vortex y se hirvié a bafio Maria durante 10 minutos.

Se centrifugd 2 minutos a 13.000 rpm en microcentrifuga y el sobrenadante se

conservo a -20° C hasta su utilizacion.
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1.2 Extraccion de ADN cromosomal [86]

Se cultivaron las bacterias en caldo LB (30-50 ml) a 37°C durante 24 hs, en
atmosfera anaerobia. Se centrifugaron las células a 8000 rpm por 20 min, a 4°C
en centrifuga Sorvall, rotor SS-34. Se resuspendieron los pellets bacterianos en
5 ml de buffer NaCI/EDTA. Se agregd 1 ml de SDS 20% y se incubaron a 37°C
por 10 min. Se adicionaron 0.2 ml de KCIl 2.5 M y se mezclaron utilizando
vortex. Se realiz6 la extraccion con 5ml de cloroformo:isoamilico (24:1). Los
restos celulares se eliminaron por centrifugacion a 27000 g por 15 min, a 4C.

Se transfirio la fase acuosa a un tubo estéril y se precipitd6 el ADN por
tratamiento overnight con 2 volimenes de etanol 95% frio. Se extrajo el ADN
con varilla de vidrio y se transfirié a un tubo estéril. Se resuspendio el ADN en

40 pl de buffer TE.

1.3 Deteccion del fragmento interno de 339 pb de cfiA por amplificacion por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la deteccion del fragmento interno de cfiA se empleé la siguiente mezcla
de reaccién y condiciones de ciclado. Se emplearon los oligonucle6tidos GBI-
1F y GBI-2R, descriptos por Kato y col., cuyas secuencias se muestran en la

Tabla 3 del Anexo | [87]
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Mezcla de reaccion

Volumen (pl)

Buffer 10X de Taq polimerasa 2.5
Cl,Mg 25mM 2,5
dNTPs 10mM 1,5
GBI-1 F 10pM/ul 2.5
GBI-2 R 10pM/pl 2.5
Taq polimerasa 5 U/ul 0.2
Agua MilliQ 10.8
ADN 2.5
Volumen final 25
Condiciones de Ciclado:
Paso Temperatura °C Tiempo min
1 95 3
2 95 1
3 57 1 30 Ciclos
4 72 1
5 72 10 Extension

final

Una alicuota de 5pul del producto de amplificacion fue analizado utilizando

electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en buffer TAE 1X (Tris base, &acido

aceético glacial y EDTA). La electroforesis se llevo a cabo durante 30 min a 140

mAmp y 90 Volts. Los productos fueron revelados con bromuro de etidio (0.5

png/ml) y las bandas fueron visualizadas con un transiluminador UV, Molecular

Imager GelDoc XR Sistem, Bio-Rad.

La deteccién de cfiA se llevd a cabo de manera individual en los aislamientos

con alto nivel de resistencia a los carbapenems: imipenem, doripenem vy
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ertapenem (CIM=32 pg/ml), empleando como molde ADN extraido por lisis
térmica.
La basqueda de cfiA en los 76 aislamientos categorizados como intermedio (1),
sensibilidad disminuida (SD) y extrema sensibilidad (ES) a los carbapenems se
llevd a cabo a partir de pooles de ADN.
Se evaluaron dos formas de preparacion de los pooles de ADN a fin de
comprobar su utilidad en la deteccién de cfiA
% Pooles de mezcla de sobrenadante (MS): se prepararon incorporando 10
pul de SN obtenido por lisis térmica de cada aislamiento sensible a ser
incluido en el pool y 10 yl de SN obtenido por lisis térmica de 1
aislamiento bacteriano control positivo (B. fragilis 3409). En la Tabla 1,
Anexo | se muestra la composicién de los pooles MS
% Pooles de mezcla de colonia (MC): se prepararon mezclando colonias
de cada aislamiento bacteriano sensible a ser incluido en el pool y
colonias de 1 aislamiento bacteriano control positivo (B. fragilis 3409), en
200ul de agua milliQ las que posteriormente fueron sometidas a lisis
térmica. En la Tabla 2, Anexo | se muestra la composicion de los pooles
MC
En ambos casos los resultados obtenidos fueron equivalentes. Los pooles de
ADN de MS fueron operativamente mas sencillos de obtener y permitieron su
conservacion en freezer evitando subcultivar los aislamientos cada vez que se
requirio efectuar una experiencia. En los ensayos posteriores llevados a cabo
sobre los aislamientos que no presentaban resistencia a carbapenems se optd

por emplear estos pooles.
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Para investigar la presencia del fragmento interno de cfiA en los 76

aislamientos no resistentes a carbapenems se prepararon las siguientes

muestras:

s Pooles

de MS de los aislamientos procedentes del Hospital Nacional de

Pediatria J. P. Garrahan (HG) e HIGA Dr. A Pifiero, Junin (BA):

MSG1:

MSG2:

MSG3:

MSG4:

MSG5:

MSG6:

MSG7:

% Pooles
(HA):

MSAL:
MSA2:
MSAS:
MSA4:

MSAS:

En los pooles

B. fragilis (3409, 3189, 3091 y 3527)
B. fragilis (3178, 3603, 3116 y 3654)
B. fragilis (3584, 3010, 3589, 3590 y 3469)
B. fragilis (3176, 3592, 3465, 3449 y 3350)
B. fragilis (3601, 3653, 3543, 3579 y 3593)
B. fragilis (3596, 3597, 3598, 3460 y 3455)

B. fragilis (3452, 3447 y 3586)

de MS de los aislamientos procedentes del Hospital Aleman

B. fragilis (7068-102, 8051-12, 8056-13, 302062 y 7085-121)

B. fragilis (7123-90, 7177-61, 8244-3070, 7240-3085 y 8012-27)
B. fragilis (8037-3002, 8244-3052, 8111-5, 8114-25 y 8218-47)
B. fragilis (6072-2, 7050-95, 7040-77, 7979-87 y 7116-129)

B. fragilis (8276-47, 8233-3132, 7133-18, 9033-6 y 9070-9)

donde se obtuvieron resultados positivos, los aislamientos fueron

analizados de manera individual.

89



Los 11 aislamientos procedentes del Instituto de Investigaciones Médicas
Alfredo Lanari (IL) y los 12 del Hospital General de Agudos Dr. E. Torna (HT)

fueron analizados de manera individual.

2. Identificacion de cfiA/CfiA

2.1 Deteccion del gen cfiA completo por PCR

Se evaluo la presencia del gen codificante de la metalo-B-lactamasa CfiA en
todos los aislamientos de B. fragilis en los que se detecto la secuencia interna
de 339 pb.

Para amplificar y secuenciar el gen cfiA completo (750 pb) se disefiaron
oligonucleotidos pcfiA-START-F y pcfiA-FIN-R, basados en la secuencia
correspondiente a cfiA4, Nro de acceso AB087229, depositada en la base de
datos. Se empled el programa Vector NTI 11.0 (Invitrogen). La secuencia de los
oligonucledtidos disefiados se muestra en la Tabla 3 del Anexo |. Se empleé el

protocolo de PCR y las condiciones de ciclado que se muestran a continuacion:

Mezcla de reaccion Volumen (ul)
Buffer 10X de Tal polimerasa 2.5
Cl,Mg 25mM 2,5
dNTPs 10mM 1,5
pcfiA START F 10pM/pl 2
pcfiA FIN F 10pM/pl 2

Taqg polimerasa 5 U/ul 0.2
Agua MilliQ 11.8
ADN 2.5
Volumen final 25
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Paso Temperatura °C Tiempo min

1 95 4
2 95 1
3 57 1 30 Ciclos
4 72 1
Extension
5 72 10 .
final

En cada caso, una alicuota de 5ul del producto de amplificacion fue analizado
utilizando electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en buffer TAE 1X (Tris base,
acido acético glacial y EDTA). La electroforesis se llevoé a cabo durante 30 min
a 140 mAmp y 90 Volts. Los productos fueron revelados con bromuro de etidio
(0.5 pg/ml) y las bandas fueron visualizadas con un transiluminador UV,
Molecular Imager GelDoc XR Sistem, Bio-Rad. Los productos de amplificacion

fueron purificados y enviados a secuenciar (Macrogen Inc.).

2. 2 Identificacion del alelo de cfiA

El andlisis de las secuencias obtenidas se realizé por comparacion con base de
datos, utilizando la herramienta BLASTNn disponible en

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/.

Por otro lado se realiz6 la descarga de todos los alelos de cfiA depositados en
el GenBank. Utilizando la herramienta AlignX (ClustalwW) del Programa Vector
NTI 11.0 (Invitrogen), dichas secuencias fueron alineadas entre ellas y con las

obtenidas para los aislamientos en estudio.
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2.3 Traduccion del alelo de cfiA

Para la identificacion de los cambios aminoacidicos presentes en cada una de
las variantes de CfiA, las secuencias nucleotidicas obtenidas en los diferentes
aislamientos en estudio asi como aquellas provenientes de los alelos
descargados de la base se tradujeron a proteina utilizando el programa Vector

NTI 11.0 (Invitrogen).

3. Estudio del entorno genético de cfiA

3.1 Identificacion de IS previamente reportadas upstream a cfiA

Para detectar las IS en la regidn upstream a cfiA en primera instancia se realizo
la amplificacion con los cebadores G-F y E-R descriptos por Kato y col. [87]. Se
propone que cuando una IS se encuentra localizada upstream a cfiA, el
producto de amplificacion es de aproximadamente 1.500 pb. Por el contrario,
cuando el producto de amplificacion presenta un tamafio aproximado de 400 pb
no habria una IS asociada a cfiA [87]. Los productos obtenidos fueron

purificados y enviados a secuenciar (Macrogen Inc.).

También se utilizaron las siguientes combinaciones de oligonucledtidos
especificos para la identificacion de IS previamente reportadas en asociacion a

cfiA (Tabla 5):
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Tabla 5: Oligonucleétidos especificos para la identificacion de IS previamente
reportadas

IS Oligonucledtido-F Oligonucledtido-R  Tamafo esperado (pb)
1S942 1S942-F CfiA3-R 940

1S1186 1S1186-F E-R 1319

1S4351 IS4351-F E-R 1042

1S21 IS21-F E-R 1014
1S614-12 1S614-12-F CfiA3-R 1670

La secuencia de los oligonucleédtidos disefiados se detalla en la Tabla 3 del
Anexo |. Los fragmentos obtenidos por PCR fueron resueltos en geles de
agarosa al 0,8%, tefidos con bromuro de etidio 0,5 ug/ml y visualizados con el
transiluminador UV. Los productos de amplificacion fueron purificados vy

enviados a secuenciar (Macrogen Inc.)

3.2 Identificacion de las regiones flanqueantes a cfiA por PCR Inversa

La PCR Inversa se empled en situaciones en las que el entorno no pudo ser
mapeado usando las metodologias previamente mencionadas.

Fundamento de la PCR Inversa:

El ensayo de PCR Inversa se basa en el empleo de cebadores divergentes, es
decir, cebadores cuyos extremos 3' OH se dirigen hacia el exterior de la
secuencia conocida. Con este tipo de cebadores una reaccion de PCR
estandar no funcionaria. En la reaccién de PCR inversa, se trata el ADN con
una enzima de restriccibn que debe ser de corte frecuente en el ADN del
microorganismo portador del gen en estudio. Para analizar la frecuencia de
corte de distintas enzimas de restriccion se puede utilizar la herramienta digital

disponible en http://insilico.ehu.es/digest/.
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La region deseada debe quedar comprendida en un pequefio fragmento de
restriccion, el cual posteriormente se circulariza por complementariedad de los
extremos cohesivos. Una vez circularizado el fragmento, se lleva a cabo una
reaccion de PCR estandar utilizando los cebadores divergentes mencionados
previamente y una polimerasa que permita amplificar fragmentos grandes. Los

amplicones obtenidos son secuenciados empleando dichos oligonucledtidos.

ADN

caractenzado
R =] R
e e————— et
-—p
Nucleasa de

¥ resinccion

[

3 —

v Circularizacion

Figura: Fundamento de la PCR Inversa. Las regiones X e Y representan las secuencias desconocidas que
se desean estudiar. Los cebadores se disefian de forma que se unan a la secuencia de ADN conocida
(caracterizada), con sus extremos 3' orientados en sentidos opuestos. El ADN es sometido a la digestién
con una enzima de corte frecuente. Se circularizan los fragmentos obtenidos. Alguno de ellos sera el que
presente la secuencias X e Y de interés. Las secuencias flanqueantes quedardn en contacto y los
extremos 3' de los cebadores quedan orientados para que ahora pueda tener lugar la PCR estandar.

Protocolo de PCR inversa:

Se empled como templado de la reaccion ADN cromosomal (aprox 1.5 pg/ml)

obtenido segun se detalla en el punto 1.2 de Materiales y Métodos.

Se analizaron las frecuencias de corte de distintas enzimas con la pagina
http://insilico.ehu.es/digest/. y se eligieron las enzimas: EcoRV, EcoRI y
Hindlll.
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Se empleo la siguiente mezcla de reaccién para la digestion (Vf: 20 pl).

1 HO MilliQ 9.9 ul
2  10x Buffer EcoRI 2 pl
3 ADN 8 ul
4  EcoRV 20000U/ml 0.1

Se incubd6 overnight en bafio a 37°C y se purificd la mezcla de digestion con
columnas de purificacién de ADN Accuprep Gel Purification Kit. Se eluy6 en 30

Ml de agua MilliQ precalentada.

La ligacion de los fragmentos de la digestién se realizé segun se indica a

continuacion (Vf: 50 pl), incubando 1 hr a 22 °C.

H.O MilliQ 13 pl
Buffer Ligasa 5ul
Fragmentos de ADN digerido purificado 30 pl
T4 ADN LIGASA 2 ul

A W N P

La mezcla de ligacién se emple6 como molde para la siguiente reaccién de

PCR.

Mezcla de reaccion Volumen (ul)
Buffer 10X con 15mM MgCI2 5
dNTPs 10mM 5
pcfiADS F 10pM/ul 5
pcfiA3 R 10pM/ul 5
Long Taqg 5U/uli 0.25
Agua MilliQ 4.5
ADN Ligacion 25
Volumen final 50
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Condiciones de Ciclado:

Paso Temperatura °C Tiempo min

1 94 3

2 94 1

3 58 1 30 Ciclos

4 72 1.5

5 72 10 Ext_ensién
final

6 15 24 horas

Los fragmentos obtenidos en la PCR se purificaron y se enviaron a secuenciar

(Macrogen Inc.).

3.3 Analisis de secuencias de ADN

Las secuencias obtenidas se analizaron utilizando las herramientas

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/, Vector NTI 11.0 (Invitrogen) e IS Finder

(https://www-is.biotoul.fr/).

Con la herramienta on line BPROM disponible en http://molbiol-

tools.ca/Promoters.htm se realizé la identificacion de regiones promotoras -35 y

-10 en las zonas inmediatamente upstream a cfiA.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Deteccion de la presencia de cfiA

A partir del ADN total, obtenido por lisis térmica, de los 3 aislamientos que
presentaron alto nivel de resistencia a los carbapenems (B. fragilis 3091, B.
fragilis 3189 y B. fragilis 3409) se logré amplificar el fragmento interno de cfiA
usando los cebadores GBI1-F y GBI2-R. En estos 3 aislamientos se habia
observado una franca disminucion en el valor de CIM de imipenem en
presencia de EDTA, lo que sugeria la presencia de una metalo-

carbapenemasa.

En la Figura 1 se observa el producto de amplificacion obtenido.

Figura 1: Electroforesis en gel de agarosa al
1.5%

Calle 1: B. fragilis 3091, calle 2: B. fragilis
3189, calle 3: B. fragilis 3409, calle 4: control
«—| =5000b
negativo, calle 5: Marcador de peso
molecular 1Kb.

=339ph

Previo a la deteccion de cfiA en los 76 aislamientos no resistentes, se puso a
punto la metodologia de amplificacion del fragmento interno de cfiA empleando
pooles de muestras. Como se observa en la figura 2 se obtuvieron resultados

positivos tanto en los pooles de MS como en los de MC.

89



1 2 3.4 5 6 T Figura.2: Electroforesis en gel de agarosa al

0,8% de los amplicones obtenidos.

Arriba: Calle 1: MS1, calle 2: MS2, calle3:

5y MS3, calle 4: MS4, calle 5: control (+) (B.
—=]

fragilis 4309), calle 6: control negativo, calle
7: Marcador de peso molecular 1Kb
Abajo: Calle 1. MC1, calle 2: MC2, calle3:
MC3, calle 4: MC4, calle 5: control (+) (B.
‘_ fragilis 4309), calle 6: Marcador de peso

molecular 1Kb

[}

Para la amplificacion del fragmento interno de cfiA en los aislamientos no
resistentes se emplearon pooles de MS. Se obtuvo amplificacion positiva en los
pooles MSG1, MSG2 y MSG3. En el resto de las muestras analizadas el

resultado de los ensayos de PCR fue negativo

Posteriormente, para identificar los aislamientos portadores de cfiA, se llevo a
cabo la amplificacion de dicho marcador en cada uno de los aislamientos que
componian los pooles positivos. Se logré la deteccién del fragmento interno de
cfiA en 4 aislamientos no resistentes a carbapenems (Tabla 3): B. fragilis 3010,

B. fragilis 3527, B. fragilis 3116 y B. fragilis 3178.

Todos los aislamientos ES a doripenem (n: 65) y ES ertapenem (n: 55) fueron

negativos para cfiA.

Dos/58 aislamientos ES a imipenem (B. fragilis 3010 y B. fragilis 3527) y 2/18
aislamientos con SD a imipenem (B. fragilis 3116 y B. fragilis 3178) fueron

positivos para cfiA. Si bien estos aislamientos resultaban sensibles a imipenem,
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se observo una disminucion de los valores de CIM de este antibiotico (de al
menos 3 diluciones) en presencia de EDTA (dato no mostrado). A su vez, de
estos aislamientos cfiA positivos, 3 presentaron SD a doripenem (B. fragilis
3010, B. fragilis 3116 y B. fragilis 3178) y 1 fue intermedio a doripenem (B.
fragilis 3527). Los 4 aislamientos positivos para cfiA presentaron SD a
ertapenem (Tabla 3). Cabe mencionar que cuando se inicio el trabajo el valor
de CIM de doripenem del aislamiento B. fragilis 3527 correspondia a la
categoria intermedia (CLSI M11A7[85]). Sin embargo si se consideran los
puntos de corte actuales del CLSI para esta droga (Documento M100S([88]) la
CIM determinada para doripenem se corresponde con la categoria de

resistente.

2. Identificacion del alelo de cfiA/CfiA

Utilizando los cebadores pcfiA-START F y pcfiA-FIN R se amplificé el gen
completo cfiA (750 pb) en los 7 aislamientos donde previamente se habia
detectado el fragmento interno de 339 pb: B. fragilis 3091 (HG), B. fragilis 3189
(HG), B fragilis 3409 (Cba), B. fragilis 3527 (BA), B. fragilis 3010 (HG), B.
fragilis 3116 (HG) y B. fragilis 3178 (HG). En la figura 3 se observan los

productos de amplificacion obtenidos.

Figura.3: Electroforesis en gel de agarosa al
1.5%.

Calle 1: B. fragilis 3091 (HG), calle 2: B.
fragilis 3189 (HG), calle 3: B fragilis 3409
(Cba,), calle 4: B. fragilis 3527 (BA), calle 5:
B. fragilis 3010 (HG), calle 6: B. fragilis 3116
:(HG), calle 7: B. fragilis 3178 (HG), calle 8:
control negativo, calle 9: Marcador de peso
molecular 500 pb, calle 10: Marcador de
peso molecular 100 pb.

12345678910

[ ]

«——| =500ph




En concordancia con estudios previos realizados en Espafia, USA, Brasil y
Turquia, en todos los aislamientos que presentaban resistencia a imipenem
(CIM=16ug/ml) se detectd la presencia de cfiA [23, 44, 78, 89]. Sin embargo, en
este trabajo este marcador de resistencia se observé en algunos aislamientos
categorizados como sensibles a dicho antibiético, que presentaban valores de
CIM (CIM=0,25pg/ml) muy por debajo del punto de corte de resistencia
propuesto por las normas CLSI. Este hecho ha sido observado también por

Trevifio y col., Snydman y col. y Toprak y col [78, 89, 90].

El hecho de detectar la presencia de este marcador tanto en aislamientos
resistentes como sensibles determind la necesidad de identificar las variantes
alélicas de cfiA presentes en cada uno de los aislamientos asi como de
investigar la presencia de elementos que promuevan la expresion de este
marcador, de manera de poder comprender los diferentes perfiles de

resistencia observados.

Para identificar los alelos presentes en los 7 aislamientos en estudio. los
amplicones obtenidos fueron secuenciados en ambas cadenas. Las
correspondientes secuencias se analizaron utilizando la herramienta BLASTn

del NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). No fue posible identificar en forma

inequivoca los alelos de cfiA presentes en los aislamientos en estudio dado que
cada uno de ellos presentaba identidad con varias de las secuencias

depositadas en base de datos.

La secuencia de cfiA del aislamiento B. fragilis 3189 mostré 100% de identidad

con las secuencias cfiAl12, cfiAl3 y cfiAl5, depositadas en el GenBank. En la
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tabla 6 se muestran los alelos de cfiA con los cuales las secuencias obtenidas

en este trabajo mostraron 99% identidad.

Tabla 6: Secuencias de cfiA que presentaron 99% de identidad con las

secuencias de cfiA obtenidas en los aislamientos de B. fragilis.

Alelos de cfiA depositados en

Aislamiento GenBank
B. fragilis 3010 11,12,13,14,15
B. fragilis 3116 4,11,13,15
B. fragilis 3178 4,11,13,14,15
B. fragilis 3527 1,2,3,6,8,9,10,16
B. fragilis 3091 4,11,13,14,15
B. fragilis 3409 11,12,13,14,15

Posteriormente se llevo a cabo un analisis de los 16 alelos de cfiA depositados

en el GenBank:

cfiAl (AB087225), cfiA2 (AB087226), cfiA3 (AB087228), cfiA4 (AB087229),
cfiA5 (AB087230), cfiA6 (AB087231), cfiA7 (AB087232), cfiA8 (AB087233),
cfiA9 (AB087234), cfiA1l0 (AB087227), cfiAll (FM200784), cfiAl2 (FM200786),
cfiAl3 (FM200787), cfiAl4 (FM200789), cfiAl5 (FM200790), cfiA16

(FM200792).

Se realizo el alineamiento de las secuencias correspondientes empleando la

herramienta AlignX del Programa Vector NTI 11.0 (Invitrogen). Se incluyeron
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las 7 secuencias nucleotidicas de cfiA obtenidas en este trabajo, para los
aislamientos B. fragilis 3091, B. fragilis 3189, B. fragilis 3409, B. fragilis 3527,
B. fragilis 3010, B. fragilis 3116 y B. fragilis 3178, y las 16 secuencias
nucleotidicas depositadas en el GenBank. En la Figura 4 se muestran los

alineamientos obtenidos.

FELAAST &

(1)1 2 40 s e

ABO87225 cfiAl (1) TATCCTTATCTCCATGRTTTTCCCTATCGCAGTTATGGCACAGAAARGCGTARRAAT
ABOS7227 FA10 (1) TATCCTTATCTCCATGRTTITCCCTATCOCAGT TATGGCACAGAAAAGCG TAAAAAT
ABOB7228 fiA3 (1) ATCCTTATCTCCATGRTTITCCCTETCOCAGTTATGGTACAGAAAAGTS TAAAAAT
ABOS7234 cfias (1) TATCCTTATCTCCATGRTTTICCCTGTCGCAGTTATOGCACAGAAAAGCGTAAAAAT
ABOS7231 cfiAs (1) TTIICCCTOTCOCAGTTATGGCACAGAARMAGCGTAAAAAT
ABOS7233 A8 (1) TTITCCCTGTCECAGTTYATGGCACAGAAAAGCATAAAAAT
FM200792 ciA16 (1) ATCCTTATCTCCATGR T T I TCCCTETCGCAGTTATGGCACAGAAAAGCGTARARAT
ABOG7226 fiA2 (1) ATCCTTATCTCCATGR T T T TCCC TG TCGCAGTTATGGCACAGAAAAGCGTAAAAAT
FA3S27 (1 ATCCTTATCTCCATGR T TTTCCCTGTCGCAGTTATGGCACAGAAAAGCGTAARAAT
ABO87229 cfidd (1 TATCCTTATCTCCATGRTTTTCCCTOTCGCAGTTATGGCACAGAAAAGCGTAAARAT
ABOS7230 fiAS (1 TATCCTTATCTCCATORTTTTCCCTOTCSCAGTTATSGCACAGAARAGCOTARARAT
ABOST232 FA7 (1 ATCCTTATCTCCATGRTIITCCCTGTICGCAGTTATGGCACAGAAAAGCG TAAARAT
FM200784 cfiAtl (1) ATCCTTATCTCCATERTTITCCC TG TCECACTTATGRCACAGAAAAGCGTAARAAT
A3l (1) TATCCTTATCTCCATGRTTTICCCTATCOCAGTTATOOCACAGAAAAGCATAAAAAT
fA3178 (1) AT AT T AT R T T T T CCCTOTCGCAGTTATEGCACAGAAAAGCGTAAAAAT
A3116 (1) AT T AT T AT S TT T I TCCC TaTCOCAGTTATCGCACAGARAAAGCATAAARAT
FA3010 (1 ATCCTTATCTCCATGR T TITCCC TG TCGCAGTTATGGCACAGAARAAGCGTAAARAT
FM200789 cfiAl4 (1 ATCCTTATCTCCATGRTTTTCCCTGTCGCAGTTATGGCACAGARAAGCGTARRAAT
1 TATCCTTATCTCCATGRTTITCCCTGTCGCAGTTATGGCACAGAAARGCGTAARAAT

FM200786 cfA12 (1) - v v vmnn TIATCCTTATCTCCATGRTTTTCCCTGTICSCAGTTATGGCACAGAAAAGCGTAAARAT

fA3189 TATCCTTATCTCCATGRTTTTCCCTATCCCAGTYATCECACAGAAAAGTATAAAAAT
FM200787 cfiAl3 TATCCTTATCTCCATGRTTTTCCCTGTCOCACTTATCOCACAGAAAAGCGTAAAAAT
FM200790 cfiAlS (l) AT T AT T CCAT R T T T ICCCTOTCOCAGTTATCGGCACAGAAAAGCGTAAAAAT

R J10 J20 J3 142
ABOB722S FiAl m) M:canuunrcaanrcuccuctc'rcoucnmuucncrnuurcccrccccoua GAAG
ABOS7227 fA10 (72) ATCCGATGATATCAGTATCACCCAACTETCGOACAAAGTGTACACTTATGTATCCCTCGCCGAAATRGAAG
ABOB7228 fiAl (72) ATCCGATGATATCAGTATCACCCAACTCTOGEACARAGTGTACACTTATGTATCCCTCGCCGAAATRGAAG
ABOB7234 cfid9 (72) ATCCGATGATATCAGTATCACCCAACTCTOGGACAAAGTGTACACTTATGTATCCCTCGCCGAAATRGAAG
ABO87231 cfiAg (72) ATCCGATGATATCAGTATCACCCAACTCTCGAACAAAGTGTACACTTATGTATCCCTCOCCGAAATRGAAG
ABO87233 cfAS (72) ATCCGATGATATCAGTATCACCCAACTCTCGCACAAAGTGTACACTTATGTATCCCTCGCCGAAATRGAAG
FM200792 cfAl6 (72) ATCCGATOATATCAGTATCACTCAACTCTCGOACARAGTGTACACTTATGTATCCCTCGCCEAAATRGAAG
AB087226 fiA2 (72) ATCCGATGATATCAGTATCACCCAACTCICGOACARAGTGTACACTTATGTATCCCTCGCCCAAATRGAAG
fA 3527 (72) ATCCGATGABATCAGTATCACCCAACTCTCGOACAAAGTGTACACTTATGTATCCCTCGCCGAAATRGAAG
AB0B7229 fidd (72) ATCCGATEABATCAGTATCACCCAACTETCGUACAAAGTGTACACTTATGTATCCCTCOCCGAAATRGAAG
AB0B7230 fiAS (72) ATCCGATGABATCAGTATCACCCAACTCTCOGACAARGTGTACACTTATGTATCCCTCACCOAAATRGAAG
AB087232 A7 (72) ATCCGATGABATCASTATCATCCAACTCTCGGACARAGTOTACACTTATGTATCCCTCGCCEAARATRGAAG
nmomcmx i ;nccure TCACTATCACCCAACTCTCGCACAAAGTGTACACTTATGTATCCCTCGCCGAAATRGAAG
72) ATCCGATOABATCAGTATCACCCAACTCTCCGACAAAGTOTACACTTATGTATCCCTCOCCGAAAT TCAAG

cwm 72) ATCCGATGABATCAGTATCACCCAACTE TCOGACAAAGTUTACACTTATGTATCCCTCACCGAAAT TCAAS
fA3116 (72) ATCCGATEATATCAGTATCACCCAACTCTCGGACAAAGTGTACACTTATGTATCCCTCGCOCEAAATRGAAG
fA3010 (72) ATCCGATGARATCAGTATCACCCAACTCTCGOACAAAGTGTACACTTATGTATCCCTCGCCGARATRGAAG
FM200789 cfiAl4 (72) ATCCGATCABATCAGTATCACCCAACTCTCCOACAAAGTCTACACTTATGTATCCCTCGCCGAAATROAAG
A9 (72) ATCCGATGABATCAGTATCACCCAACTCTCOEACAAAGTETACACTTATGTATCCCTCGCCGAAATRGAAG
mzoomdmz ss) ATCCOATGABATCAGTATCACCCAACTCTCOEACAAAGTOTACACTTATGTATCCCTSGCCGAAATRGAAG
ATCCGATOABATCAGTATCACCCAACTCTCGGACAAAGTOGTACACTTATGTATCCCTCGCCGAAATROAAG

mﬂ” 72 ATCCGAT TCAGTATCACCCAACTCTCGOACAAAGTGTACACTTATGTATCCCTCGCCGAAATRGAAG
FM200790 cAIS (72) ATCCGATGABATCAGTATCACCCAACTCTCEGACAAAGTGTACACTTATGTATCCCTCOCCGAAATROAAG

20 213
TCAGGCAGCGTTEGCTGGACACAL

ATGETACCTTCCAACGEAATGATTGTTATCAACAN
ATGETACCTTCCAACGEAATGATTGTTATCAACAACEATCAGGCAGCGT TGCTEGACACAT
ATGGTACCTTCCAACGGAATGATTIGTTATCAACAACEATCAGGCAGCGT TGCTGGACACAL
ATGGTACCTTCCAACGGAATGATTGTTATCAACAACTATCAGGCAGCGT TGCTGGACACAL
ATGETACCTTCCAACGGAATGATTIGTITATCAACAN TCAGGCAGCGTTGCTGGACACAC
ATGETACCTTCCAACGEAATGATTCTTATCAACAACEATCAGGCAGCGT TGCTEGACACAT
ATGETACCTTCCAACGEAATGATTGTTATCAACAACRATCAGECAGCET TEGCTEGACACAL
ATGGTACCTTCCAACGGAATGATTGTTATCAACAACBATCAGGCAGCGT TGCTGGACACAL
ATGETACCTTCCAACGEAATGATTGTTATCAACAACEATCAGGCAGCET TGCTEGACACAL
ATGCTACCTTCCAACGEIATCATTCTTATCAACA AGGCAGCGTTECTGCACACAL
ATEETACCTTCCAACGEMATSATTGTTATCARCAM AGGCAGCGTTEGCTGEACACAL
ATGETACCTTCCAACG TGATTIGTTATCANACAMN AGGCAGCOGTTGCTGGACACAC
ATGGTACCTTCCAACGGEATGATTGTTATCAACA AGGCAGCGTTGCTGGACACALD
A1 (143) GATGECECATEETACCTTECAACECRATEATTETTATCAACAN ACECACCETTECTGEACACACET
GATGGGCCATOGETACCTTCCAACG TGATTGTTATCAACARA AGGCAGCGTTIGCTGGACACACCT

dmuui}:ﬂ GATGGGERATGGTACCTTCCAACGGRATGATTIGTTATCAACA AGGCAGCGTTGCTGGACACAL

cFAR10 (143) GATGGGGEATGGETACCTTCCAACGGRATGATTGTTATCAACAA AGGCAGCGTTGCTGGACACAC

FM200789 fiAld  (143) GATGEGECATEETACCT TOCAACGEMATSATTGTTATCARCAA ACGCAGCETTECTGEACACAL

adens (143) GATGCCCMATCGTACCTTCCAACGGRATSATTCTTATCARCA AGGCAGCGTTGCTGCACACAC

I FMID0786 chidl? (13) GATGGGGEATEGTACCTTCCAACGGRATGATTGTTATCAACAA AGGCAGCGTTGCTGGACACALC

GATGGGERATGETACCTTCCAACGGNATGATTGTTATCAACARA AGGCAGCGTTGCTGGACACAC

ﬂﬁnmﬂlduii'hlﬂ GATGCOGEATOGTACCTTCCAACGOEATGATTGTTATCANCAM ACSCAGCOGTTGCTOOACACAC

FME007R0 RALE | (143) GATGCCCRATEETACCTTECAACGCMATEATTCTTATCAACAR ACGCAGCETTECTGEACACAL
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ABOB722S cfiAl . (427) TCACTGACCGTCAG TCTGGACGGCATGCCTCTCCARTG TTATTATTTAGGAGGCGGACATGCGACCGACAN
ABOB7227 cRA10) (427) TCACTGACCGTCAGTCTAGACGGCATGCCTETCCAATG TTATTAT T TAGGAGGCGGACATGCGACCGACAA
AB0B7228 cfiA3| [427) TCACTCACCETCAGTCTEGACGECATGCCTCTCCAATS TIATTATTTAGEACGCGGACATGCGACCGACAA
ABOB7234 cfil9) (427) TCACTGALCETCAGTCTOGACGECATOCCTOTCCAATG TTATTAT TTAGGASGCGGACATGCGACCEACAR
ABOS7231 cfiA6; (427) TCACTGACCET TGGACGGCATOCCTCTCCAATG TTATTATTTAGGAGGCGGACATGCGACCGACAA
AB037233 kS| (427) TCACTGACEGTCA TGCCTCTCCAATS TTATTATTTAGGAGGCGGACATGCGACCOACAA
FM200792 cfAL6 ) (427) TCACTGACCGTCAGRETGEACGGCATGECTOTCCAATGTTATTATTTAGGAGGCGGACATGCGACCGACAA
ABOB7226 FA21(427) TCACTGACCETCAGEETGGACGOCATGCETCTCCAATC TTAT TAT TTAGGACGCGGACATGCGACCOACAA
ﬂmﬂ{% GAC mmaccterccnn mﬂuﬂtumccwacumﬂocmu

496) 438 510 550 558
ABDBT225 ofikl , [#98) TATCGTGGTTTGGCTGCCOACAGAGRATATCCTTITTITGGCECATGTATGC TTARAGACAACCA GACAM
ABOETIZT ﬁulp[m] TATCGT GG T T TG G TG CCGACAGAGAATATCCTITI TGGCGGATGTATGCTTARAGACAACCA AA

ABRDBTIE k3| [498) TATCGTGGTTTGGCTGCCGACAGAGRATATCCTTITTITGGCGGATGTATGCTTARAGACAACCA GACAA

ABDET2 M cfld ) [498) TATCGTGSTTTEGCTGCCGACASAGRATATCCTTTTTGGCEGATSTATGCTTARAGACAACCA GRCAR
ABDETZI1 ik [498) TATCGTGETTTGGC TGCCGACAGAGAATATCCTTTT TGGCGGATGTATGC TTARAGACARCCA AR

ABOET23F ciAg | [498) TATCGTGGTTTGGCTGCCGACAGAGAATATCCTTITTTGGCGGATGTATGCTTAAAGACAACCA AR
FM00792 cALE | [498) TATCOTGETTTGGCTGCCGACAGAGRATATCCTITTTGECGGATETATOC TTAAAGACAACCAGECGACAR
ABOET226 A ! [408) TATCOTEOTTTEGCTECCOACACAGAATATCCTTITT TGCCCCATSTATGC TTARAGACARCCA AL
efia 35270 TATCETGETTTGECTECCEACAGAGAATATCCTTTTTGECGEATETATGCTTAAAGACAACCA AR

ABOBTI2 cfifd | TATCGTGGTTITGGCTGCCGACAGAGRATATCCTTITTTGGCGGATGTATGCTTARAGACAACCAGACGACAA
ABDBT2 30 cfils; [408) TATCGTGGTTTEGCTGCCGACAGAGAATATCCTITT TGGCCGATGTATGC TTARAGACARCCAGACGACAA
ABDAT2IZ cA7r 48] TATCGTGETTTEGCTECCEACAGAGAATATCCTTTTITEGCEGATETATGCTTARAGACARCCAGACGACAR
FM00784 chikll {g} TATCGTGGTTTGGECTGCCGACAGAGAATATCCTTTTTGECGGATGTATGCTTARAGACAACCAGACGACAR
TATCGTGETTTGGCTGCCGACAGAGAATATCCTTITTTGGCGGATGTATGC TTARAGACAACCAGACGACAR

A7) [4og) TATCGTGGTTTEGCTGCCGACAGAGAATATCCTITITGECGEATGTATGCTTAAAGACAACCAGACGACAA
cRAJ11N; [498) TATCGTEGTTTEGCTECCEACAGAGAATATCCTTITI TGECEEATETATGCTTAAAGACAACCAGACGACAA
fA3D10) [4og) TATCGTGGTTTCOCTGCCOACAGAGAATATCCTTTT TGOCOOATGTATGCTTAAAGACARCCAGECOACAR
FH200789 Rl | 08} TATCGTGGTTTEGCTGCCGACAGAGAATATCCTITT TGGCGGATGTATGCTTARAGACAACCA AR
mb{m TATCETGETTTGECTECCGACAGAGAATATCCTTTTTEECECATETATECTTARAGACAACCAGRCGACAR
TATCGTGGTTTGGECTGCCGACAGAGAATATCCTTTTTGECGGATGTATGC TTARAGACAACCAGRCGACAR

189} pom) TATCGTGETTTGGCTECCGACAGAGAATATCCTTTT TGGCGGATETATGCTTARAGACARCCA AR
mﬂ-ﬂh[m] TATCGTGETTTGGCTGCCGACAGAGAATATCCTITT TGGCGGATGTATGCTTARAGACAACCA AR
FM2007%0 ciALS | [4op) TATCOTGETTTOGCTECCGACAGAGAATATCCTITT TEGCOCATOTATGCTTARAGACAACCAGHCGACAR

m)m 580 S0 800 810 R20 839

AB0S722S cfiAl, (569) GCATCGECAABATCTCGGACGORGACGT GACGGOATGOCCGARAACTCTCGATAAGG TARAAGCCAAGTIC
ABGOIIE HEALD} (569) CCATCECCAABATETCOEACECRGACETEACOECATCECCBAAAACTCTCOATAAGC TAAAAGCCAAGT TC
ABOB7228 A3 ). (569) CCATCGECAABATC TCEEACECBGACGT CACCECATEECCEARAACTC TCEATAAGGTAAAAGCCAAGTTC
ABOS7234 a9 1 (S69) GCATCGECAABATC ICGGACOROATGT GACGGCATSECCGAAAACTCTCOATAAGGTAAAAGCCAAGTTC
ABOS7231 cFiAG;.[569) GEATCGGCAARATCTCGOACGTRGACGTGACGGCATGGCCGAAAACTCTCGATAAGGTAAAAGECAAGTTC
AB087233 fiA8 | (569) GCATCGECAABATCTICOGACGCGACGTEACCGCATGECEGAAAACTC TCGATAAGGTAAAAGCCAAGTTC

FM200792 cAAL6 ) [569) SEATCGECANBATCTCEOACES Acmucmnnmmnaummcmm
ABOS7226 P2 (569) GEATCGCCAAGATC TCGRACGCROACAT GACCGCATGGCCGAARACTCICOATAAGETAAARGCCAAGTTC

ofA 35271 (669) GCATCGGCANGATC TCGOACGCRGACGTGACCGCATGECCGAAAACTCTCOATAAGOTAAAAGCCAAGTTC
AB0B7229 cfidd | (569) GCATCGGCAABATC TCGGACGCRCACGTCACEECATSGCCGAAAACTCTCGATAAGGTAARAGCCAAGTTC
ABOB7230 cFAS ; (S69) GEATCGE ATCTCGOACGORGACGTGACOGCATSGCCGAMACTCTCGATAAGGTAAAAGCCAAGT TC
ABOS7232 fid7r(569) GCATCGGCAABATC TCGGACGCRGACGTGACCGCATGGCCGAAAACTCTCOATAAGGTAAARGCCAAGTTC
FM200784 cfiAL1 ,.[569) GCATCGECARBATC TCGEACGCRGACGET CACGECATGCCCEAAAACTCTCOATAAGGTAAAAGCCAAGTTC
FAINIL, (S69) SoATEAE A TCTCOOACGCGACGTGACCGOATGOCCGARAACTCTCGATAAGGTAAAAGCCAAGTTC
FA3178}.(S69) BCATEGREA GGACGCRCACCTGACCGCATGGCCOANAACTCTCGATAAGCTAAAAGCCAAGTTC
chA3116;,(569) GCATCOGEAABATC TCAGACGCRGACGTY GACOGCATGGCEGARAACTCTCGATAAGGTAAAAGCCAAGTTC

mo..g; GCATCG gATC TCOGACGCAGACGT GACGGCATGGCCGAAAACTC TCOATAAGGTAAAAGCCAAGTTC
FM200789 cAL4 GCATCGGCAATATCTCGOACGCIOACGTGACGGCATGECCAAAAACTCTCOGATAAGGTAAAAGCCAAGTTC
fiA3409 GOATCGGCANBATCTCGGACGCAGACCTGACGGCATEGCCGAAAACTETCGATAAGGTAAAAGCCAAGTTC

FM200786 cfiA12 GOATCGGCAABATCTCOGACGCAGACGT GACCGCATGECCGAAAACTCTCOATAAGGTAAAAGCCAAGTTC
dﬂmo'g:; GCA \ABATCTCGGACGCAGACGTGACCGCATGGCCGARAACTCTCSAT. AAARGCCAAGTTC
FM200787 cfA13 | [c69) Goat TCICGGACGCAGACGTGACEGCATSGCOGAAAACTCTCGATAAGGTAAARGCCAAGTTC
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1640) 640 550 £0 B0 550 590 J00 710

AB08722S cfiAl ;| 640) CCCTCGGLCCACTACOTCGTGECCORACATS CTATGGCGGAACCGAAC TGATAGAGCATICCAAGCA
ABOS7227 c£A10)) 640) CCCTCGGCCCACTACGTEGTIGCCCGOACATE CTATCGCCGAACCGAAC TEATAGAGCATCCCAAGEA
AB087228 fiA3 |} $40) CCCTCEGCCCOCTACGTCOTOCOCESACATCUREAC TATCGCGGAACCCAACTCATAGAGCA
ABOB7234 FA9 1) 640) CECTCEELCCECTACGTCETSCCCGEACATCCRBACTATGGCGCAACCGAACTGATAGAGCA
ABOS7231 cfiAG;; 640) CECTCRELCCECTACGTCGTGCOCGEACATCCRBAC TATGGCCEAACCGAAC TGATAGAGCA
AB087233 cfiAS 1) 640) CCCTERGECCECTACCTCRTGECEGRACATE CTATCCCEGAACCEAAC TGATAGAGCA
FM200792 cRAL6 1) 640) CCCTCOECCCACTACETCOTECCCECACATCORBAC TATCCCOGAACCGAACTOATASAGCA
ABOB7226 cfiA2 1} 640) CCCTCEGGCCCECTACGTCGTIGOCCOGACATOGRAC TATGGCGEAACCGAAC TCATAGAGCA
A 352711 ¢40) CECTCGGCCCEETACGTCGTECCCGOACATE CTATAGCGGAACCGAAC TGATAGAGEA
ABO8B7229 cfid |} 40) CCCTCGELCCCEETACGTCOTGCOCGOACATGOTAACTATGGCCGAACCGAAC TGATAGACCA
AB087230 cfiAS ;; §40) CCCTCGECCCOCTACETCGTGCCCEOACATEOTAACTATGECGOAACCGAACTCATACAGCA
ABD87232 FAT 1! 6A) CCCTCEECCCECTACGTCETGCCCECACATOGTAACTATCOCEEAACCGAAC TCATAGAGOA
FM00784 chiAll | 640) CCCTCRECCCGCTACETCCTGCCCEEACATOGTAACTATCCCOGAACCGAAC TCATACAGCA
chA3091 | 640) CCCTCAGCCCOCTACSTCGTGCCCOOACATCOTAACTATGGCOGAACCGAACIGATAGAGCA
cRA3178)) ¢40) CCCTCOGCCCACTACGTCOTGCCCGOACATGOTAACTATGGCGSAACCGAACTGATAGAGCA
cfA3116;; ¢40) CCCTEOGECCECTACOTCETCCCCEOACATEOTAACTATECCOGAACCCAACTEATAGAGCA
fA3010)) ¢e0) CCCTCCECCCECTACATCCTCCCCUCACATC CTATCCCCSAACCGAAC TOATACACCA
FM200789 cfA14 | 640) cCCTCOECCLOCTACGTCOTECCCCOACATO CTATGGCGGAACCCAAC YEATASAGCA
fA3409)) ¢40) CCCTCAACCCACTACGTCOTOCCCOOACATO CTATCGCTGAACCGAACTGATAGAGTA
FM200786 cfiA12,1'627) CCCTCOGECCOETACGTCGTIGCCCGOACAT GORBAC TATGGCEOAACCGAAC TGATAGAGCA
fA3189)) ¢40) CCCTCGGCCCGETACGTCOTGCCCAEACATE CTATGGCGSAACCGAAC TOATAGAGTA
FM200787 cAAL3 |\ 640) CCCTEEECCCGCTACETCOTGCCCGOACATCOBBAC TATGGCOGAACCGAAC TCATAGAGEA
FM200790 cRALS | g40) COCTCOGECCEETACGTCGTGCCCGGACATS CTATGGCCGAACCCAAC TGATACAGCA

iy J20 730
ABDBT225 cfidl (711) GATCGTGAACCARTATATAGAAAGCACT
ABDB7227 cfiAlD (711) GATCGTGAACCAATATATAGAAAGCAC
ABDBT22E cFiA3 (711) GATCGTGAACCAATATATAGAAAGCAC
ABDBT234 ofid9 (T11) GATCGTGAACCARTATATAGRAAGCAC
ABOBT231 cfifé (711) GATCGTGAACCAATATATAGARASCAC
ABOBT233 cfiA8 (711) GATCGTGAACCAATATATAGAAAGCAC
FHM200792 chAls (711) GATCGTGAACCAATATATAGAARSCAC
ABOBT226 cfiA2 (711) GATCGTGAACCAATATATAGAAARGCACT
ofiA 3527 (711) GATCGTGAACCAATATATAGARAGCACT
ABOBT22S cfifd (711) GATCGTGAACCAATATATAGARAGCACT
ABOS7230 cfiA5 (711) GATCGTGAACCAATATATAGAAAGCACT
ABOBT232 fiA7 (711) GATCGTGAACCAATATATAGAAAGCACT
FM200784 diAll (711) GATCGTGAACCAATATATAGAARAGCACT
cfiA3091 (711) GATCGTGAACCAATATATAGAAAGCAC AARRACCATAG
fiA3178 (711) GATCGTGAACCAATATATAGAAAGCAC ARAACCATAG
cfiA3116 (711) GATCGTGAACCAATATATAGAAAGCAC ARRACCATAG
cfiA3010 (711) GATCGTGAACCAATATATAGAAAGCAC AARRACCATAG
FM200789 cfiald [F11) GATCGTGAACCAATATATAGAARAGCAC AnABCCATAG
cfiA3409 (711) GATCGTGAACCAATATATAGAAAGCAC ARRACCATAG
FM200786 cfiAl2 (698) GATCGTGAACCAATATATAGAAAGCAC AARBCCATAG
cfiA3189 (711) GATCGTGAACCAATATATAGAAAGCAC AARARCCATAG
FM200757 ofidl3 (711) GATCOTGAACCAATATATAGAAAGCAC AAARCCATAG
FM200790 cfildS (711) GATCGTGAACCAATATATAGAAAGCAC AARARCCATAG

Figura 4: Alineamiento mudltiple de las secuencias nucleotidicas, utilizando la herramienta
AlignX (CLUSTAL W) del Programa Vector NTI 11.0 (Invitrogen).

En el alineamiento de las secuencias nucleotidicas se observa la total identidad
entre los alelos cfiA4, cfiA5, cfiA7 y cfiAll; entre cfiAl2, cfiAl3 y cfiAl5, y entre

cfiA6 y cfiAl6.

A modo de ejemplo en la figura 5 se muestra el alineamiento de las secuencias
de los alelos de cfiAd (AB087229), cfiA5 (AB087230), cfiA7 (AB087232) y

cfiAll (FM200784).
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Sedion 1
(1) 1 10 20 20 =0 50 a0 o 80

PBOBT229 cfird (1) ATGRARACACTATTTATCCTITATCTICCATECTT ITCCCTETCECAGTTAT GECACAGARARCCCTARRARTATCCCATER

PBOBT2I0 cfirs (1) ATGRAARACACTATTTATCCTITATCTICCATECTT ITCCCTETCECAGTTAT GECACAGARARCCCTARRARTATCCCATER

PBOBT232 cfil? (1) ATGRARACACTATTTATCCTITATCTICCATECTTITCCCTETCECAGTTAT GECACAGARARCCCTARRARTATCCCATER
AM200784 cfiall (1) ATGARRACAGTATTTATCCTITATCTCCATGCTTITCCC TG TCGCAGTTAT GECACAGARE AGCCTRAAR AR TATCCGRATER
Sedion2
B1) 31 =0 100 110 120 130 140 150 180

ABOET22S ofitd (B1) CATCACTATCACCCAACTCTCGEACARRCTETACACTTATCTATCCCT CECCCARATC CRAACCAT CELCTATGETACCTT

ABOET2I0 ofifS (B1) CATCAGCTATCACCCARACTCTCCGEACARRACTECTACACTTATCTATCCCTCECCEARATC CRAACCEAT CEECTATGETACCTT

ABOET2I2 ofif? (B1) CATCAGTATCACCCAACTCTCGGACARRGTEGTACACTTATGTATCCCT CECOGARATC GAAGEAT GEEETATGETACCTT
4200784 cfifll (B1) ZATCAGTATCACCCAACTCTCGEACARAGTETACACTTATGTATCCCTCECCGARATCGRAAGCAT GEEETATGETACCTT
Sedtion 3
(151} 161 170 180 120 200 210 220 220 240

PBDB7229 cfird (161} CCARCEGEATEATTGT TATCARCAACCACCAGECAGCGTTGCT GGACACACCGAT CARTGACECACARACGEARACECTG

AEDET2I0 cfifs (161} CCARCEGEATGATTGT TATCARCRAACCACCAGECAGCGTTGCT GGACACACCGAT CAATGACECACAR ACGEARRCECTG

PBEDET232 cfif? (161} CCARCEGEATGATTGT TATCARCRAACCACCAGECAGCGTTGCT GGACACACCGAT CAATGACECACARACGEARRCECTG
AM200784 cfiAll (161) CCAACGEGATEATTGTTATCARCARC CACCAGECAGCETTGCT GGACACACCEAT CAATGACGCACAR ACGEARRCECTG
Sedion4
(241) 241 250 280 Z70 250 220 200 210 220

AEDET22Y cfitd (241) ETCAACTEGET GACAGACTCTI TTECATECCARAGTCACCACEGT TTATCCCGARCCACT GGCACGECGRTT GTATT GECEE

AEDET2I0 cfifs (241} GTCAACTEGET GRACAGACTCTI TTECATECCARAGTCACCACEGT TTATCCCGARCCACT GGCACGECGRTT GTATT GECEE

PEDET232 cfif7 (241} GTCAACTEGET GACAGACTCTI TTECATECCARAGTCACCACEGT TTATCCCGARCCACT GGCACGECGRATT GTATT GECEE
AM200784 cfifll (241) ETCARCTGEGT GACAGACTCTTTGCATECCAARGTCACCACET TTATCCCEARCCACT GECACGECEGRTTGTATT GECEE
Sedion &
(321) 21 220 240 250 280 70 280 390 400

ABDET22D cfitd (321) ACTEEGETTACCTECARRAGAR RCETGTCCARTCATACGCGARCCAGAT GACGATAGACCT CGCCARGEARRAR RGGATTEC

ABDET2ID cfifs (321) ACTEEGETTACCTECARRAGAA RCETGTCCARTCATACGCGARCCAGAT GACGATAGACCT CGCCARGEARARRGEGATTEC

ABDBT232 cfif? (321) ACTEEETTACCTECARARAGAR RCETETCCARTCATACGCEAACCAGATGACEATAGRACCT CGCCARGEARAR AGEATTEC
AM200784 cfifll (321) ACTEEETTACCTECAR AR GAR RCETEGTCCARTCATACECEARCCAGAT GACGATAGACCT CGCCARGEARAR RGEATTEC
Sedion &
(201} 401 410 420 430 440 450 450 470 480

ABOET22S cfifd (401) CCOCTACCECAACATCEAT TCACCCAT TCACT CACCETCACTCT CEACCCCATECCTCT CCART CCTAT TATT TACCACED

ABOET230 ofif5 (401) COCTACCECARCATCEAT TCACCCAT TCACT CACCETCACTCT CEACCCCATECCTCT CCART CCTATTATT TACCACED

ABDET2I2 fif7 (401) CCGTACCGGAACATGEATTCACCGAT TCACT GACCETCAGTCT GEACEEGCATECCTCT CCARTGCTATTATT TACGAGET
4200784 cfifll (401} COGTACCEGARACATEE AT TCACCGAT TCACT GACCETCAGTCT GEACGGCATGCCTCTCCRAATGCTAT TATT TAGGAGED
Section 7
(481} &1 490 500 510 520 520 540 550 580

ABDET2IS ofifd (451} BEECAT ECEACCEACR AT ATCET RET ITEECTECCERACAGRAGRARTATCCTTTT TEGCEEATETATECTTARACGRACARCCR

ABDET230 ofifS (481} BEECATECEACCEACARTATCETRETITEECTECCERACAGRAGRARTATCCTTTT TEGCEEATETATEGCTTARAGACARCCRE

ABOET232 ofif7 (481) CEECAT GCCACCERCRATATCETGETITEECTECCERACACACGARTATCCT TITTCCCCEATCTATCCT TRARCRACRACCE
4200784 cfifll (481} CECCATCCCACCEACA AT ATCET GETITEEC TECCCAC ACACA AT ATCCT TIT TECCCEATETATCCT TARACRCARCCR
Section &
(551} 561 570 £50 520 £00 10 820 830 £40

ABEDE7229 cfird (961} GACEACARGCATCGECAACAT CTCEEACGCEGGACET GACGECATEECCGAMRACTCTCGATARGETARARGCCARGTTCC

ABDE723ID cfifs (561) GACGACARGCATCGECARACAT CTCEEACGCEGACET GACGECATGECCGARMRRCTCTCGATARGEGTARARGCCARGTTCC

ABEDET232 cfif7 (561) GACEACARGCATCGECAACAT CTCEEACGCEGACET GACGECATGECCGARMRRCTCTCGATARGEGTARARGCCARGTTCC
AM200784 cfifl 1 (561) GACGACAAGCATCEECARCAT CTCEGEACECECACET GACEEGCATGECCEGARRRCTCTCEGATARGETARARGCCARGTTCC
Sedion 9
(s41) B4 850 880 =] 850 220 TOO 0 720

PEDET22S cfifd [E41) CCTCEECCCECTACET CETECOCEEACATEETARCT AT BECEERARACCERARCTEATAGRGCATACCRARGCAGATCETERAC

ABOET230 cfifs (641) CCTCECCCCECTACET CETECCCCEACATEETAACT AT CECCCARCOCARCTEAT ACACCATACCARCCACATCETEARL

ABOET232 cfif7 (641) CCTCECCCCECTACET CETECCCCEACATEETAACT AT CECCCARCORARCTEAT ACACCATACCARCCACGRTCETCARS
RA4200784 cfifll (841) COTCEECCCECTACET CETECCCGEACATEETAACT AT GG CEEARCCERARCTCATAGACCATACCARCGCAGATCETERAC
Saction 10

(721) 721 730 740 750
PROET229 cfifd (721) CAATATATAGARRGCACT TCARAGCCATAG
PEOET230 chiAS (721) CARTATATAGARRCCACT TCARRCCCATAG
PENE7232 cfiA7 (721) CRAATATATAGARRCCACTTCARRCCCATAG

FM200784 cfinll (721) CARTATATACARRCCACTTCARACCCATAC

Figura 5: Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de los alelos 4, 5, 7 y 11 de cfiA

A continuacion se muestran los dendrogramas correspondientes a los 16 alelos
depositados en GenBank, y a las secuencias obtenidas en el presente trabajo

(Figuras 6y 7).
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AB0BT229 chA4 (0.0000)
AB0B 7230 chAS (0.0000)

— ABOET225 cfiA1 (0.0009)

—— ABOBTZ27 chA10 (0.0013)
ABOST228 cfid3 (0.0000)

—— AB08T7224 chiA9 (0.0013)
AB0S 72268 cfiA2 (0.0020)

ABOBT 221 dfiAg (0.0000)
FM2007SC A 18 (0.0000
—— AB0BT232 cfiA8 (0.0013)

ABOS 7232 chAT (0.0000)

—_— {
FM200788 dfia12(0.0000)

FM20078T dfiA13 (0.0000)

FM200790 dfiA15 (0.0000)

Figura 6: Dendrograma correspondiente a los alelos depositados en GenBank.

— ABOB7 225 cfiA1 (0.0009)

89

ABOS7227 cfA 10 (0.0013)
ABOS7228 cfiA3 (0.0000)
| AB087234 cfiA9 (0.0013)
ABOS7231 chAS (0.0000)
ABOS7233 cfAS (0.0013)
FM200792 cfiA 16 (0.0000)
ABOS7226 cfiA2 (0.0009)
cfiA 3527 (0.0004) <{mmmmm
AB087229 chiAd (0.0000)
[El _lAeoemo cfAS (0.0000)
ABO87232 chiA7 (0.0000)
FM200784 cfid 11 (0.0000)
,cA3091 (0.0000)
1c6A3178 (0.0000) <(ummmm
cfiA3116 (0.0053) <(mmmmm
e FM200789 cfiA 14 (0.0044)
e cfiA3010 (0.0030) <(ummmm
cFA3400 (0.0006) <(mmmmm
FM200785 cfiA12 (0.0000)
cfiA3189 (0.0000)
FM200787 cfiA13 (0.0000)
FM200790 cfA15 (0.0000)

Figura 7: Dendrograma correspondiente a las secuencias nucleotidicas de los 16 alelos de cfiA

del GenBank y las obtenidas en el presente trabajo. Con flechas se indican las secuencias
obtenidas en el presente trabajo.



En base a los resultados obtenidos del analisis in silico se propone realizar la

cura de base de datos para cfiA de la siguiente manera:

» Denominar a todos aquellos alelos que presenten 100% de identidad
nucleotidica entre si con el ndmero correspondiente a la primer
secuencia completa depositada en la base de datos. De esta forma se
consideraria como cfiA4 a los actuales alelos cfiA4, cfiA5, cfiA7 y cfiAll;
como cfiAl3 a los actuales alelos cfiAl12, cfiA13 y cfiA1l5 y como cfiA6 a

los actuales alelos cfiA6 y cfiA16. Tal como se muestra en la figura 8.

ABOBTZ29 cfiA4 (0,0000)

cfiAd AB08 7230 cfiAs (0.0000)

(4,5,7,11) WEzv-pexede Erghililiog
FMZ00784 cfial 1 {0.0000)
FIZ00 7258 cfiAl 4 {0 0038)
FM200788 ofif 12(0.0000)
] FM20078T dfit13 {0.0000)
FM200790 ofia15 [0.0000)

— ABOST225 o1 (0.0003)
] ABOST227 chiA10 {0.0013)
ABOST235 cfis3 (0.0000)
ABOSTZ34 chiAB (0.0013)
ABDE T2 i (00031
ABOSTZ31 dfidd {0.0000)
I_ FM2007S2 dfiA15 (0.0000)
L ABOST233 cfikd (0.00173)

Figura 8: Dendrograma correspondiente a las secuencias nucleotidicas de los 16 alelos de cfiA
depositados en el GenBank.

Como resultado de las modificaciones propuestas, a continuacién se muestra el
alineamiento de los alelos curados de cfiA depositados en el GenBank y de
las secuencias obtenidas para los aislamientos del presente trabajo, y el

correspondiente dendrograma (Figuras 9 y 10).
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(1) 2 10 20 30 40 B ) 72
ATCCTTATCTCCA TTTCCCTGTCGCAGTTATGGCACAGARRAGCGTARRAANTA

E

ABDBT2ZT chAL0 (1) ATGAARACAG ATCCTTATCTCCA TTTCCCTGTCGCAGTTATGGCACAGARRAGCGTAARARTA
ABOSTIZE A3 (1) ATGARARCAG ATCCTTATCTCCA T TCCCTETCGCACTTATSGCACAGAARAGCGTAARAATA
ABOGTI4 cfiA® (1) ATGAAARACAG ATCCTTATCTCCA TTTCCCTGTCGCAGTTATGGCACAGAARAGCGTAAAAATA
ABOGT231 fidé (1) ATGAAAACRG ATCCTTATCTCCA TTTCCCTGTCGCAGTTATSGCACAGAAAMAGCGTAARAAATA
ABOBT233 cfiAl (1) ATGAAAACAS ATCCTTATCTCCA TITCCCTOGTCOCACTTATEGCACACARRACCOTARRAATA
ABOBT22E cfiA2 (1) ATGARRRCAG ATCCTTATCTCCA TTTCCCTOTCGCACTTATEGCACACARAMACCCTARAARTA

oA 3527 (1) ATGAAAACAG ATCCTTATCTCCA TTTCCCTETCGCACGTTATGGCACAGARRAGCGTARAAAATA
ABOGTIZS cfiAd (1) ATGAARARCAG ATCCTTATCTCCA TTTCCCTGTCGCAGTTATSGCACAGAARMAGCGTAAAAATA

cfil309 (1) ATGAAAACAG ATCCTTATCTCCA ITTCCCTGTCGCAGTTATSGCACAGAAAAGCGTAAAAATA
chiA3178 sl' ATGAARACAG ATCCTTATCTCCA TITCCCTGTCGCACTTATSGCACACARRACGCCTARRAATA
k3116 (1) ATGAARACAG ATCCTTATCTCCATGTTTITTCCCTOTCGCAGTTATGOCACAGARRAGCOTARRAMTA
FMXO07ED chiklé (1) ATGAARACAGTTTTTATCCTTATCTCCA TTTCCCTGTCGCAGTTATGGCACAGARRAGCGTARAARATA
4A3010 (1) ATGARAACAG ATCCTTATCTCCA T TCCCTeTCGCACTTATGGCACACARRAGCGTAARARATA
FA3409 (1) ATGAAAACAG ATCCTTATCTCCA TTTCCCTGTCGCAGTTATGGCACAGAAAAGCGTAAAAATA
cfiA31E9 (1) ATGAAAACAG ATCCTTATCTCCA TTTCCCTGTCGCAGTTATGGCACAGAAAAGCGTAAAAATA
FM200787 cfikl3 (1) ATGAARACAG ATCCTTATCTCCA TTITCCCTOTCGCACTTATEGCACACARRACCOTARRARTA

TCACTA
FA3091 g;; TCCGA TCASTATCACCOAACTCICGOACAAACTGTACACTTATSTATCCCTCGCCGAAAT TGAAGGA
$A3178 TCCGA TCAGTATCACCCAACTCICGOACAAAGTGTACACTTATGTATCCCTCOCCGAAAT TAGAACGA

FA3L16 ; TCCOATGATATCACTATCACCCARCTICTCCGACAAACTIGTACACTTATETATCCCTCOCCCAAA
FM200789 cfAld g; TCCOAT TCASTA ATTGTATCCCTCOCCOAAAN
TA3010 TCCGA TCASTATCACCCAACTCTCOOACAAACTGTACACTTATSTATCCCTCGTTGAAAR
FA3L09 g), TCCOA TCASTATCACCCAACTCTICGOACAAACTOTACACTTATSTATCCCTCSUCOAAN
FA3189 TCCOA TCASTATCACCCAACTCICOGACAAAGTAGTACACTTATGTATCCCTCOCCAGAAA
FM200787 cfA13 (73) TECaA TCAGTATCACCCAACTCICGOACAAAGTGTACACTTATGTATCCCTCOCCCAAA
(145)
ABOB722S cfidl, (145) TGEGGEATGETACCTTCCAACGGAATGATIGTTA A
AB087227 FA1Y (145) TEGAGE rcnamrecn«eunummuu C
ABOB7228 A3 (145) TEEGG
ABOS7234 fiAd (1

ABOST231 A, (145) 76654
AB087233 cFAR (145) TG0

AB087225 cfiAl (217) AATGACGCACAAACGE G cﬂcnmmacccummuur AGTCACCACGTTTATC
AB0S7227 <FAL0 (217) AATGACGCACAAACGEA GCTCGTCAACTGGGTAGEGEACTC T TGCATGCTAAAGTCACCACSTTTATE
ABOB7226 fiA3 (217) AATGACCCACAAACGEA G GETCANCTEGGTAGEGGACTC TTTGCATEO TAAAGTCACCACCTTTATC

FiA3116 (21 utumacmrmuuncm

FM200789 cfAl4 gtg AATGACGCACAAACGGAAABGC TGOTCAACTGGG
FA010 (217) AATGACCCACAAACGGAAATGCTGOTCAACTGAE
A0 {ZI;; AATGATGCACAAACGSAAATGCTGET

FR3189 AATGACGCACAAACSOAAATGCTGGTCAACTG

FM200787 fiA13 (217) AATGACOCACAAACGGAAATGCTGGTCAACTGEG
(289) 289 300 0 120 30 0 <0 260

ABOBT22S fiA1 (289) CCGAACCACTGCCACCGCOATTGTATTCGCCCOACTOGOT TACCTGL CAAAGGTCTCCRATCATARGCA
AB0ST227 CFAL0 (20) CCCAACCACTERCACEGCEATTCTATTCECOOACTCEETTACCTOCAMARGAAACGTCTCCRATCATARGEA
AB0B7228 cfA3 (289) CCGAACCACTGGCACGGCOATTGTATTOOCAOAC TGGGTTACCTGCAAANCAAAGGTCTCCRATCATARGEA
AB0B7234 cFA9 (289) CCGARCCACTGGCACEGCGATTGYATTGGCOGAC TCAGGTTACCTG GGTCTOCRATCATARGEA
AB0S7231 cfiaé (289) CCGAACCACTGGCACGECEATIGTATTCGCGOACTCEGT TACCTGCAA/ GAAAGGTETCCRATCA TABGEA
AB0B7233 chAS (289) CCGAACCACTGGCACGGCGATT GTATTGGCGGACTGGET TACCTGCAAANGAAAGGTGTCCRATCATARGEA
AB0S7226 cRA2 (289) CCGAACCACTGECACGGLCATIGTATTGECOGACTCEGTTACCTE GAAAGGTGTCCRATCATATGCA

oA 3527 (289) CCGAACCACTGGCACGOCGATIGTATTGECO0ACTEGET TACCTGCARARCAAAGGTCTCCRATCATATACA
AB0S7229 fidd CCGAACCACTGGCACOGCGATTGTATTOGCCOACTICAGT TACCTGCAAARGAAAGETSTCCH:

cfA3091 {289) COGAACCACTGOCACOGCGATTGTATTGGCGOACTIGGOTTACCTGE \AAGGTGTCCRATCAT.

fA3178 (289) CCGAACCACTGGCACGGCGATIGTATTGGC00ACTGGOTTACCTGCAAANGAAAGGTCTCCRATCAT:

fA3116 (289) COGAACCACTGECACGGCOATT GTATTGGCGEACTGGOTTACCT : GTGTCCGATCAT;
FH200789 cRAL4 (289) CCGAACCACTGGCACGGCGATTGTATTGGCGOAC TGGGTTACCTGCAAANG octotcr.lamt

mxo(m CCGAACCACTCGCACGGCOATTCTATTGGCGGACTCGOTTACCTGOAA GGTETCCCATCAT

FA3409 (289) mueucmueucunﬂntmummnccrumcenacentc TCAT
FA3189 (289) CCGAACCACTGGCACGGCGATTGTATTIGGCGGACTGGETTACCTGCAAAGSAAAGGTGT TCAT,
FM200787 chAL3 (289) CCGAACCACTGGCACGECGATIGTATTGECOGACTCEGT TACCTGCAAAGEAAAGGTGT TCAT
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(649) 849

580 5% 700 710 720

ABO87225 cfiAl (649) cacncmcuraccrncuc;\
AB0B7227 fiA10 (649) COCTACGT ccracccucm:na
ABO87228 fiA3 (649) CECTACCTICGTGCCCGGACATS
ABO87234 cfiA9 (649) COCTACGTICOTGCCCUOACATS
ABO87231 cfAG (649) CLETACGICGIGCCCGUACATS
ABOS7233 cfias (649) cccuccrccrccccccacuc

AB087226 cfiA2 (649) CGLTACGTCOTGCCCGGACAT
oA 3527 (649) cccnca'cctccccaancn\.

CTATGGEhGlACCGAACTGAYIGAGCAT'CCAAGCAGATCGTGAAC
CTATGOGCGGAACCGAACTGATAGAGCATCCCAAGCAGATCGTGAAC
CTATCOCGGAACCCAACTGATAGACCATECCAACCAGATCCTGAAC
CTATGGCCCAACCGAACTGATAGAGCATRCCAAGCAGATCGTGAAC
CTATGGCGGAACCGAACTGATAGAGCATRCCAAGCAGATCGTGAAC
CTATCGCGOAACCCAACTOGATAGAGCATRCCAAGCAGATCCTGAAC
CTIATGOCGGAACCGAACTGATAGAGCATRCCAAGCAGATCCTGAAC
CTATGECGGAACCGAACTGATAGAGCATRCCAAGCAGATCOTGAAC

AB087229 A4 (649) COCTACGTCGIGCCCOGACATGGTAACTATGGCGGAACCGAACTGATAGAGCATACCAAGCAGATCGTGAAC
FA091 (649) COCTACGTCETGCCCGGACATEGTAACTATGOCGGAACCGAACTGATAGAGCATRCCAAGCAGATCOTGAAC
chA3178 (649) COCTACGTCATGCCCGOACATGETAACTATCACAGAACCAAACTOATAGAGCATRCCAAGCAGATCGTGAAC
3116 (649) CGCTACGTCGTRCCCRGACATGGTAACTATGGCGGAACCGAACTGATAGAGCATECCAAGCAGATCGTGAAC

FM200789 cFiAl4 1649) cccuccrccrccccccacncicntuccccucccucraancwca CCAAGCAGATCGTGAAC

CHA010 (649) CGCTACGTCOTGCCCUGACATG
FAI409 (649) COCTACGTCGTGCCCGGACATS
cfA3189 (649) CECTACGTCUTGCCCGGACATS
FM200787 ¢fiAl3 (649) COCTACGTICOTGCCCGEACATS

(a1) 121 J30

ABOB7225 cfiAl (721) CAATATATAGAAAGCACTIRAA
ABOS7227 cfiA10 (721) CAATATATAGAAAGCAL
ABOS7228 cfiA3 (721) CAATATATAGAAAGCA
ABOS7234 cfiA9 (721) CAATATATAGAAAGCAS
ABOST231 fiAS (721) CAATATATAGAAAGEAC!
ABO87233 cfiA8 (721) CAATATATAGAAAGCACETTAA
AB087226 chA2 (721) CAATATATAGAAAGCACTIRAA
ofA 3527 (721) CAATATATAGAAAGCACT
ABOST229 cfiAd (721) CAATATATASAAAGCACT
FA091 721} CAATATATAGAAAGCAC
FA3178 (721) CAATATATAGAAAGCAC
cfA3116 (721) CAATATATAGAAAGCA
FM00789 cfAl4 (721) CAATATATAGAAAGCAC
©A3010 (721) CAATATATAGAAAGCA
FA3409 (721) CAATATATAGAAAGCAC
fiA3189 (721) CAATATATAGAAAGCA
FM200787 ¢fA13 (721) CAATATATAGAAAGCA

AAACCATAG
AAAACCATAG
AAAACCATAG
AFCCATAG
AAAACCATAG
AAACCATAG

CATAG
CATAG

CTATGOCGGAACCGAACTGATAGAGCATRCCAAGCAGATCGTCAAC
CTATGGCGGAACCGAACTGATAGAGCATRCCAAGCAGATCGTGAAC
TATGCCCOAACCCAACTGATAGAGCATECCAACCAGATCCTGAAC
CTATCGCGGAACCOAACTGATAGAGCATHCCAAGCAGATCCTGAAC

Figura 9: Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de los alelos curados de cfiA y las

obtenidas en el presente trabajo.

ABOS7229 cfiAd (0.0031)
,CA3091 (0.0000) (mmmmm

1cHA3178 (0.0000) <mmmm

cfiA3116 (0.0055) =

cfiA3010 (0.0022) Guummm
I—M(Oww) <=

qd’A3189 (0.0000) ¢uummm
FM2007 87 cfiA13 (0.0000)

— ABOB7225 cfid 1 (0.0009)
231 cfiAS (0.0000)
)
ABO87226 chiA2 (0.0002)

cfiA 3527 (0.0012) <
— AB087227 cfiA10 (0.0013)
ABOS7228 cfiA3 (0.0000)
L AB087234 cfiA9 (0.0013)

Figura 10: Dendrograma correspondiente a las secuencias nucleotidicas de los alelos curados

de cfiA y las obtenidas en el presente trabajo.
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Esta propuesta fue presentada en el ultimo Congreso de la American Society

for Microbiology, Microbe 2016, y se encuentra en etapa de redaccion el

correspondiente manuscrito. Consideramos que seria necesario curar la base

de datos de manera de simplificar la identificacion de los alelos de cfiA.

Empleando el Programa Vector NTI 11.0 (Invitrogen) se realiz6 la traduccién a

proteina de las 7 secuencias nucleotidicas de cfiA obtenidas en el presente

trabajo, y de los alelos curados provenientes del GenBank. A continuacion se

muestra el

alineamiento de estas secuencias aminoacidicas y su

correspondiente dendrograma (Figuras 11 y 12). Las variantes alélicas cfiAl,

cfiA2, cfiA3 y cfiA 6 presentaron la misma secuencia aminoacidica.

Translation of 3189 (direct 1) CFIA 3189
Translation of 3409 (drect 1) CFIA 3409
Translation of FM200767 cfiAl3 (direct 3) CFIA 13
Translation of cfA3010 (drect 1) CFIA3010
Translaton of AB0S7229 cfA4 (direct 1) CFIA 4
Translation of FA3091(direct 1) CFIA3091
Transktion of cfiA3178 (drect 1) CFIA 3178
Translaton of cfiA3116 (deect 1) CFIA 3116
Translaton of FM200789 <FAL4 (direct 3) CFIA 14
Transletion of 3527 (direct 1) CFIA 3527
Transletion of ABOB722S cfAl (direct 1) CFIAL
Translation of ABOS7226 cfA2 (direct 1) CFIA 2
Translation of ABOS7227 <FA10 (direct 1) CFIA 10
Translaton of AB0S7228 ¢FA3 (drect 1) CFIA 3
Transletion of AB0S7231 FAS (direct 1) CFIA 6
Translation of ABOS7233 cfFAS (direct 1) CFIA S
Translation of ABO87234 cFA9 (direct 1) CFIA 9

Translation of 3189 (direct 1) CFIA 3189
Translation of 3409 (direct 1) CFIA 3409
Translation of FM200787 cfiAl3 (direct 3) CFIA 13
Translation of RA3010 (drect 1) CFIA3010
Transletion of ABOS7229 cFA4 (drect 1) CFIA 4
Translation of FA3091(drect 1) CFIA3091
Transketion of cfiA3178 (drect 1) CFIA 3178
Translavon of cfiA3116 (dwect 1) CFIA 3116
Translation of FM200789 cFA14 (direct 3) CFIA 14
Translation of 3527 (drect 1) CFIA 3527
Transletion of ABOB722S cfAl (direct 1) CFIAL
Translation of ABOS7226 cFA2 (direct 1) CFIA 2
Translation of ABOS7227 ¢FAL0 (direct 1) CFIA 10
Transletion of AB087228 FA3 (direct 1) CFIA 3
Translation of AB087231 cFAS (direct 1) CFIA 6
Translation of ABO87233 cFAS (direct 1) CFIA S
Transletion of ABOS7234 cFAY (direct 1) CFIA 9

(11 10 20
{1) MXTVFILISMEFPVAVMAQXSVKISDDISITQLSDX
(1) METV MEY PVAVMAQK SVE
(1) METV

VK
(1) KTV v
(1) MTVII v
(1) METVEE v
(1) MxTVvel
(1) mxTVFL
(1) MXTVFILISMNEFD
(1) METYFILIS by
(59) 58
(59) VINNBOAALLDTPINDAQTE
(59) v 11
(S9) Vim
(59) v
(59) v
(59) v
(59) v
(59) v
(s9) ¥
(59) v1n
(59) Vinm
(59) v

(59) v QAA
v QAA

| 4
K
SMEFPVAVMAQKIVE

ITTV IPNANEG

FAEKVITF IPNAWEGE

T T T T e
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Translation of 3189 (drect 1) CFIA 3189
Translation of 3409 (direct 1) CFIA 3409
Translation of FM200787 cFAL3 (direct 3) CFIA 13
Trassletion of ¢FA3010 (drect 1) CFIA3010
Translation of ABOS7229 cfA4 (direct 1) CFIA 4
Translation of FiA3091 (drect 1) CFIA3091
Transkstion of cfiA3178 (direct 1) CFIA 3178
Translation of cfiA3116 (dect 1) CFIA 3116
Translation of FM200769 cFA14 (direct 3) CFIA 14
Translation of 3527 (direct 1) CFIA 3527
Transltion of ABOB7225 A1 (direct 1) CFIAL
Translation of ABOS7226 cFA2 (direct 1) CFIA 2
Transiation of ABOS7227 <FAL0 (direct 1) CFIA 10 (
Translation of AB0S7228 cFA3 (direct 1) CFIA 3

(117) 17 130 40 150 160 174
(117) Isumrxnm\:ncx.wnusvrost.rvsx.nennocvncconnuxvvm.nx
(117) @S YANQMT IDLAKEKGLPVPRRGPTDSLIVSLOGHPLOCY YLGGGRATONIVVNLP TR
(117) @S YANOMT IDLAKEKSLPVPRRGFTDSLTVSLOGKPLOCY YLOGGRATONIVVNLPTE

(117) REYANQOMT IOLAKERGLPVPERGFTDOLTVSLOGNPLOCY YLGGCRATONIVVNLI TE
(H?)lSYANQlTtDLA!lIGLPVPBHGY?DSLTVSL»GHPLOCY!LGGOHATDIIVV‘LPTI

(117) QY ANOMT IDLAKEKGLPVPEHGF TDSLTVELDGMNPLOCY YLGGCRATDNIVVNLP TE
(117) S YANQMT IDLAKEKGLPVPERGFTDSLTVSLRGMPLOCY YLGGGRATDNIVVNLP TR
(117) REYANOMT IDLAKEEGLPYPERGP TDSLIVSLOGNPLOCY YLGGGHRATORIVVNLPTE

117) B YANOMT IOLAKERGLPVPERGFTOOLTVSLOGNPLOCYYLGCOHATONIVVNLITE
117) QS Y ANOMT IO LAKERGLPYVPEHGP TDSLTIVSLDGMPLOCY YLGGGHATDONIVVNLP TR
117) QS YANOMT IOLAKEKGLPYVPREHGPTDSLTVSLRDGNPLOCYYLGOGRATONIVVHLPTE
“7 YANOMT IDLAKEKESLPVPRRGFTOSLTIVELDGMPLOCYYLGGARATONIVVNLPTE

SYANQMT IDLAKERGLPVPEHCFTOSLIVSLDGMPLOCYYLGGGHATDNIVVNLPTE
(ﬂ? SYANQMT IDLAKERGLPVPERCETOSLTIVSLDGMPLOCYYLGGOHATDNIVVNLPTE
117) QS YANQOMT IDLAKEKGLPVPRNGFTDSLTIVELDGMPLOCYYLGGGHATDNIVVNLIPTE
117) QS YANQMT IDLAKEKGLPVPERGFTDSLTVSLDGMPLOCY YLGGORATDNIVVNLPTE

Translation of AB0S7231 cFA6 m:}m
Transletion of AB087233 cFAB (direct 1) CFIA

Transletion of ABOS7234 cfA9 (direct 1) CFIA 9 (117) S YANCOMT IOLAKERGLPVIERGPTOSLIVELOGMPLOCY YLCGORATONIVVNLITE

{175) 175 ___ 180 X 232

Translation of 3169 (drect 1) CFIA 3169 [175) NILFcacuLronlA]s mutsmmnnvnnoxvxnnsurvvvc pfceTEL:
Translation of 3409 (direct 1) CFIA 3409 [175) N ILFGGCMLKONPR ]I IGNI SDADVTANPK TLDEVEARFPIARYVVPGHERTIGGTRL]
Translation of FM200787 cFA13 (direct 3) CFIA 13 [175) NI LFGGCHLEDNDRYS IGNISDADVTANPETLORVEARFPSARYVVPGHERTGETRL
Transkation of cRA3010 (direct 1) CFIA3010 [175) N I LFCa M LEONPA ]2 ICNISDADYIANPRTLORVEARFPSARYVVPGHER}caTEL
Translstion of AB0S7229 cFA4 (direct 1) CFIA 4 [175) N ILFGECMLEDND TS IGNISDADVIANPRTLOXVEARFPSARYVVPGHENTGETEL
Translation of (direct 1) CFIA3091 [175) ¥ ILFGGCMLEKOND TS IGNISDADVTANPE TLOXVEAKFP SARYVVPGRERTGGTRELE
Transketion of cfiA3178 (direct 1) CFIA 3178 [175) NI LFGECHLROND TS IGNI SOADVTARPETLOXVEARFPSARYVVPGHE R GETEL S
Transhtion of cfiA3116 (direct 1) CFIA 3116 [175) NILFGGCMLKOND TS 10N SOADVTANPRETLORVEARFRSARYVVRGHEN CETRL S
Transiation of FM200769 cRAL4 (direct 3) CFIA 14 5175) NILFGCCHLEONERYS IGNISDADVTANPETLOXVEAKFPSARYVVPGHEB coTELL
Translation of 3527(direct 1) CFIA 3527 (175) NILFGoCMLRONDER ]S 1GNI SDADVTANPE TLORVEARFP SARY VVPGH BfcsTEL:
Transletion of ABOS7225 chAl (direct 1) CFIAL [175) I LFGGCMLEONER]S IGNISDADVIANPETLOSVEARFPIARY VWP GHER] GG TR
Translation of AB0S7226 cFA2 (direct 1) CFIA 2 (175) # I Ly GG CHMLEDNDR]S 16N ISDADVTANPETLORVEARYPSARY VYR GHERB soTRL:
Translation of ABO87227 CFAL0 (direct 1) CFIA 10 (175) N I LFGECHMLEDNER]S IENI SDADV TANPRTLOXVEAKFRSARY vvRCHER coTRL:
Translation of ABOS7228 ¢FA3 (drect 1) CFIA 3 (175) N I LF GECHLKDNER ]S IGNISDADVTANPETLOXVEARFPSARYVVPGHERTGETELE
Translation of AB0S7231 cFiA6 (direct 1) CFIA 6 [175) NI LFGGCMLEDNER]S IGNI SDADVIANPETLOXVEAKFRSARY VWP GHER saTRE:
Translstion of AB0S7233 cfiA8 (direct 1) CFIA 8 [175) M I L GG CMLRONER ]S 1GH I SDADVIANPETLOXVEARVPSARY VYR GHER] GG TRL S
Transhtion of AB087234 cFA9 (direct 1) CFIA 9 [175) N I LEGECMLED! SIGNISDADVTANPETLOXVEAKFPSARYVVPGHERTGETRLE

(233) 233

Translation of 3189 (direct 1) CFIA 3189 (233) ¥
Translation of 34093 (drect 1) CFIA 3409 (233)

Translation of FM200787 cFA13 (direct 3) CFIA 13 (233) &

Translation of cRA3010 (drect 1) CFIA3010 (233) &

Translation of AB0S7229 cFA4 (direct 1) CFIA 4 (233) &

Transkation of FA3091(drect 1) CFIA091 (233) & Ke-
Translation of cFIA3178 (drect 1) CFIA 3178 (233) KP-
Transkation of cFA3116 (dvect 1) CFIA 3116 (233) & Kp-
Transiation of FM200789 cRA14 (direct 3) CFIA 14 (233) & kP-
Translation of 3527 (direct 1) CFIA 3527 (233) & k-
Translation of ABDB7225 cRA1 (direct 1) CFIAL (233) © Kp-
Translaton of ABOS7226 cFA2 (drect 1) CFIA2 (233) & xp-

Translation of ABOS7227 <FAL0 (direct 1) CFIA 10/ im EHPKQIVNQYIRS
Translation of AB0S7228 cFA3 (drect 1) CFIA 3
Translation of ABOS7231 cFAS (drect 1) CFIAG (233) &
Translstion of ABOS7233 cFAB (direct 1) CFIAS (233) &
Translation of ABO87234 cFA9 (direct 1) CFIA 9 (233) &

QIVNQYTIES
QIVNQYIRSTLKP-
QrviQrIRsTke-

Figura 11: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los alelos curados de cfiA y de las
secuencias obtenidas en el presente trabajo. Con el rectangulo rojo se sefialan las posiciones

de polimorfismo en los residuos 79, 85, 113, 188 y 225 (Garcia y col.[91]).
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Translaion of 3189 (direct 1)CFIA3189 (0.0000) <Gummm
|Tvamlaion of 3409 (direct 1) CFIA 3409 (0.0000) ummm
e | Translation of FM200787 ciA13 (direct 3) CFIA 13 (0.0000)

Translation of chA3091 (direct 1) CFIA 3091 (0.0000) <G
Translation of chA3178 (direct 1) CFIA 3178 (0.0000) <ummm
Translation of cfiA3116 (direct 1) CFIA 3116 (0.0109) <mmmm

_4Tramlaﬁon of AB087 229 cfiAd (direct 1) CFIA 4 (0.0000)

Translation of FM200780 cfiA 14 (direct 3) CFIA 14 (0.0000)
Translation of 3527 cfiA (direct 1) CFIA 3527 (0.0000) <mmmmm

Translation of AB087225 cfA 1 (direct 1) CFIA1 (0.0000)
Translation of AB087226 cfiA2 (direct 1) CFIA 2 (0.0000)

b T ransslation of ABOB7227 cfiA10 (direct 1) CFIA 10 (0.0040)
Translation of AB087228 cfA3 (direct 1) CFIA 3 (0.0000)

Translation of AB087231 cfA (direct 1) CFIA 6 (0.0000)
e T ranslation of ABOB7233 chiA8 (direct 1) CFIA 8 (0.0040)
e Translation of AB087234 cfiA9 (direct 1) CFIA 9 (0.0040)

Figura 12: Dendrograma de las secuencias aminoacidicas de CfiA depositadas en el GenBank y las
obtenidas en el presente trabajo.

En la tabla 7 se detallan las sustituciones nucleotidicas y aminoacidicas
correspondientes a los alelos identificados en este trabajo, en comparacién con
los alelos depositados en base de datos con los cuales presentaban 99% de

identidad nucleotidica.
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Tabla 7: Sustituciones nucleotidicas en los alelos obtenidos en el presente trabajo y sus variantes
aminoacidicas.

Aislamiento cfiA CfiA
Alelo con mayor Nucleétido Codont Aminoécido
semejanza
(Nro Acceso  Posicion  pjsjamiento / Alelo con Posicion  ajslamiento / Alelo con
GenBank) mayor semejanza mayor semejanza
138 T/C ATT / ATC 46 I:lle/1: lle
150 CI/T GGC/ GGT 50 G: Gly/G: Gly
B. fragilis 3091/ 213 T/G CCT/CCG 71 P: Pro/ P: Pro
cfiAd 396 G/A GGG/ GGA 132 G: Gly/G: Gly
(AB087229.1) 441 CI/T AGC / AGT 147 S: Ser/ S: Ser
738 CI/T AAC/ ACT T:Thr/T: Thr
744 AlG AAA | AAG 248 K:Lys/K: Lys

B. fragilis 3409/
cfiAl3 744 AlG AAA | AAG 248 K: Lys/K: Lys
(FM200787.1)

B. fragilis 3527/

cfiA2 81 CI/T GAC / GAT 27 D; Asp / D: Asp
AB087225

N 338 AlG AAG | AGG 113 K: Lys / R: Arg
'i}if/:"_f‘l%"'s 3010/ 350  G/A  CGA/CAA 117 R: Arg/ Q: GIn
(FM200787.1) 396 AlG GGA /GGG 127 G:Gly/G: Gly
' 744 AlG AAA [ AAG 248 K:Lys/K: Lys
31 T/C TTT/CTT 11 F: Phe/L: Leu
81 T/C GAT / GAC 17 D; Asp / D: Asp
B. fragilis 3116/ 236 T/C ATG / ACG 79 M: Met / T: Thr
cfiAd 350 G/A CGA /CAA 117 R: Arg/ Q: GIn
(AB087229.1) 441 C/T AGC / AGT 147 S: Ser/ S: Ser
442 T/C TTG/CTG 148 L: Leu/L: Leu
738 C/T AAC/ ACT T: Thr/T: Thr
744 AlG AAA | AAG 248 K: Lys/K: Lys

138 T/C ATT/ATC 46 I:lle/1: lle
B. fragilis 3178/ 150 CIT GGC/GGT 50 G:Gly/G: Gly
cfiA4 213 T/G CCT/CCG 71 P: Pro/ P: Pro
(AB087229.1) 396 G/A GGG / GGA 132 G: Gly/G: Gly
441 C/T AGC /AGT 147 S: Ser/ S: Ser
738 C/T ACC /ACT T: Thr/T: Thr
744 AlG AAA [ AAG 248 K:Lys/K: Lys

'Se sefialan las sustituciones de nucleétidos del codon en letra roja. Las filas sombreadas indican
cambios aminoacidicos

Como se observa en la tabla 7 no todas las sustituciones nucleotidicas
detectadas significaron un cambio de aminoacido a nivel de la proteina. Sin
embargo para los aislamientos B. fragilis 3010 y B. fragilis 3116 se observaron
mutaciones puntuales que produjeron cambios aminoacidicos en las posiciones

89



117 de CfiA de B. fragilis 3010 y posiciones 11 y 117 de CfiA en B. fragilis

3116. En la tabla 8 se muestran los alelos identificados en el presente trabajo.

Tabla 8. Variantes de cfiA/CfiA identificadas en el presente trabajo

Aislamiento cfiA MUt"’.‘C.'Pn CfiA MUt‘f?‘C.',o n
Posicion posicion
B. fragilis 3091 cfiAd CfiAd
B. fragilis 3189 cfiAl3 CfiA13
B. fragilis 3409 cfiAl3 CfiA13
B. fragilis 3527 cfiA2 CfiA2

B. fragilis 3010 cfiAl3 G350A Variante nueva R117Q

B. fragilis 3116 cfiAd T31C Variante nueva F11L
G350A R117Q

B. fragilis 3178 cfiAd CfiA4

CfiAl13 fue identificada en 2 de los aislamientos resistentes a imipenem, este
marcador fue inicialmente descripto por Garcia y col en el B. fragilis MN32 [91].
Asimismo en el restante aislamiento resistente se identifico CfiA4 el cual habia

sido descripto inicialmente por Kato y col. en el afio 2003 [87].

En los aislamientos sensibles se identificaron CfiA2, CfiA4, y 2 nuevos alelos
(variantes de CfiA4 y CfiAl3), no identificados previamente, cuyos nameros

estan pendientes de asignacion.

Garcia y col. sugirieron que las secuencias de los genes cfiA codifican
variantes proteicas que pueden caracterizarse por los residuos en las

posiciones 79, 85, 113, 188 y 225 [91] (Figura 11). En concordancia con sus
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observaciones el polimorfismo MTRAD presente en CfiA13, se asocio con el
fenotipo resistente: B. fragilis 3189 y B. fragilis 3409. Sin embargo, el
polimorfismo TTKTN descripto CfiA4, estuvo presente tanto en B. fragilis 3091
resistente como en B. fragilis 3178 no resistente. Los aislamientos sensibles B.
fragilis 3116 y B. fragilis 3010 presentaron los polimorfismos MTKTN (variante
de TTKTN de CfiA4d) y MTKAD (variante de MTRAD de CfiAl3),
respectivamente. En conclusion, al igual que Garcia y col., observamos que la
ocurrencia de un polimorfismo en particular no necesariamente se asocio sélo

con un fenotipo resistente.

En consecuencia, como no se observo relacién entre la presencia de distintas
variantes alélicas y la resistencia observada en los microorganismos, se
procedié al andlisis del entorno genético de cfiA para intentar determinar la

presencia de elementos que contribuyan a modificar su expresion.

3. Estudio del entorno genético de cfiA

A continuacién se muestran los resultados de los estudios realizados para
determinar el entorno genético de cfiA, empleando las diferentes metodologias
detalladas en Materiales y Métodos: amplificacion por PCR con cebadores
generales, propuesta por Kato y col, amplificacién de IS. empleando cebadores

especificos, y PCR inversa.

En la Tabla 3 del Anexo | se muestran los cebadores empleados en el estudio
del entorno genético, su secuencia nucleotidica (5°-3"), su temperatura de

apareamiento (TM) y su origen. En las Tablas 4 (a, b, c, d, e, fy g) del Anexo |
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se muestran su ubicacion relativa a cfiA y el tamafio del amplicon obtenido, en

cada caso.

» Estudio del entorno genético de cfiA en los aislamientos sensibles a

imipenem:

< B. fragilis 3010 y B. fragilis 3116: En ambos casos, en la amplificacion
por PCR utilizando los cebadores generales G-F y E-R (Kato y col.) se
obtuvieron amplicones de aproximadamente 400 pb lo cual indicaria la
ausencia de IS upstream a cfiA. En concordancia, las amplificaciones para
IS1186, 1S21 e 1S942 empleando cebadores especificos (Tabla 4a, 4b, Anexo

), fueron negativas.

% B. fragilis 3178: en la amplificacion por PCR utilizando los cebadores
generales G-F y E-R (Kato y col.) se obtuvo un amplicén de aproximadamente
400 pb. A su vez, se logré amplificar un fragmento de aproximadamente 700 pb
con los cebadores especificos para 1S21. Sin embargo, cuando se combinaron
los cebadores especificos para 1S21 con los generales de Kato (IS21F en
combinacion con E-R) no se obtuvieron amplicones. Esto indicaria que 1S21
esta presente en B. fragilis 3178 pero no flanqueando el gen cfiA, por lo que su
influencia sobre la expresion de este marcador de resistencia seria nula. La
presencia de 1S21 ha sido reportada frecuentemente en B. fragilis, incluso

como responsable de la expresion de cepA.
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No se obtuvieron amplicones para 1S1186 ni 1S942, mientras que para 1S4351
se obtuvo un amplicon que no correspondia con el tamafio esperado (Tabla 4d,

Anexo ).

< B. fragilis 3527: Del mismo modo que en el resto de los aislamientos
sensibles a imipenem, en la amplificacion utilizando los cebadores generales
G-F y E-R (Kato y col.) se obtuvo un amplicon de aproximadamente 400 pb lo
cual indicaria la ausencia de IS upstream a cfiA. (Tabla 4f, Anexo I). Sin
embargo, en el andlisis de la secuencia correspondiente a este fragmento se
detecté que 200/300 pb presentaban 99% de identidad con una secuencia
parcial del 1IS1186 (Nro. de acceso X72300). Asimismo, para corroborar si la
IS1186 se encontraba asociada a cfiA se realizé la amplificacion por PCR con
los cebadores IS1186-F y E-R. En este ensayo no pudo amplificarse la
secuencia completa de la 1S1186, lo cual presenta concordancia con la
amplificacion empleando con cebadores generales donde el fragmento

obtenido era de aproximadamente 400 pb.

No se obtuvieron amplicones para 1S21 ni 1S942, empleando cebadores

especificos (Tabla 4f, Anexo I).

Se realizé la prediccion de los promotores bacterianos -10 y -35 in silico

utilizando la herramienta on line BPROM (http://molbiol-

tools.ca/Promoters.htm). Al analizar la secuencia de 100 pb upstream a cfiA de

B. fragilis 3527 se pudieron identificar ambas secuencias promotoras -10 y -35

(Figuras 13 y 14). Las secuencias -10 y -35 fueron localizados en la region
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upstream a cfiA que presentaba 99% de identidad con la secuencia parcial

de 1S1186.

La 1S1186 ha sido descripta en B. fragilis en asociacion a cfiA, aportando los
promotores necesarios para su expresion [51]. La presencia de ambos
promotores en B. fragilis 3527 podria explicar los valores de CIM observados
para doripenem (Tabla 3). Como se mencioné previamente el valor de CIM de
doripenem del aislamiento correspondia a la categoria intermedia segun el
documento M11A7 del CLSI [85]. Sin embargo, si se consideran los puntos de
corte actuales del CLSI para esta droga (Documento M100S [88]) la CIM

determinada para doripenem se corresponde con la categoria de resistente.

-10 promotor
-35 promoter
HindlII (7) cfiA 3527

%

-10 box at pos. 73
-35 box at pos. 54

Figura 13: Esquema de las secuencias promotoras de cfiA halladas mediante la herramienta on
line BPROM (http://molbiol-tools.ca/Promoters.htm) en el aislamiento B. fragilis 3527
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Hindlll
AR
1 TCGCCARGCT TTGCCTGCCAR TTATGARRGG AGRTATAGAG GGGCTITGCGG CTGIGGCCGG ATRATGCTTA GAGRTCATARZ AARGRAAGARA AACARACAGC
AGCGGITCGA AACGGARC TCC TCIRTPm GACRCCGGCC TATTACGARART CTICTAGTIAIT TICITICTIIT TIGITIGICC
101 ATATAGACGG CACACG CCRCTATCGG AARRLRACAACC ATAAGATATR GATGITAGTT TGAATACAGC
TATATCTGCC GIGIGCT ! 4 v GGTGATAGCC TTTITGTITGG TATTCTATAT CTACRATCRAZ ACTTATGICG

IATCCTTIATC

201 ARRTRAARRG ALTALA ARACAGTATT G ICCCTGICGC AGTTATGGCA CAGARRAGCG TRARMAATATC CGATGACATC
ppp Ny e W AR TACT TTTGTCATAL ATAGGAATAG AGGTAC AGGGACAGCG TCAATACCGT GTICTTTTICGC ATTTITTIATAG GCTACTGTAG

EUNEN AGTATCACCC AACTCTCGGA CAAAGTGTAC ACTTATGTAT CCCTCGCC AATCGAAGGR TGGGGTATGG TACCTTCCAR CGGAATGATT GITATCAACA
TICATRGTIGGG TTGAGAGCCT GITICRCATG TGAATACATA GGGAGCH ITAGCTICCT ACCCCATACC ATGGRARAGGIT GCCTITACTAL CAATAGITGT

UM LCCATCAGGC AGCGITGCTG GACACACCGA TCRATGRCGC C BRCGCTGGTICA ACTGGGTAGC GGACTCITTG CATGCCARAG TCACCACGTT
IGGTAGTCCG TCGCAACGAC CTGIGIGGCT AGTTACTGCG G TIGCGACCAGT TGACCCATCG CCTGAGARAC GTACGGITTC AGTGGTGCAA

UM TATCCCGAAC CACTGGCACG GCGATTGTAT TGGCGGACTG .CTGC ARAAGRRARGG TGTCCAATCA TATGCRAACC AGATGACGAT A
ATAGGGCTTE GTGACCGTGC CGCTARCATA ACCGCCIGAC CC G TTTTCTTITCC ACAGGTTAGT ATACGIITGG TCTACTGCTA TIC

601 GGITGCCCGT ACCGGAACAT G Cl > CGTCAGCTIG CTICTCCAATG TTATTATITA GG GGAC
ITCCTTTTTC CCRACGGGCA TGGCCTTGTA Ci GT| GCAGTCGRAC C GAGAGGTTAC RATAATARAT CCT CCIG

EUONN 2 TGCGACCGR CRATATCGTG GITTGGCTGC C CcC GGCGGRTGTA it CRACACCAGG CGACBAGCAT CGGCRACATC
TACGCTGGCT GTTATAGCAC CAAACCGACG G GGRARARD CCGCCTACAT GITGIGGTCC GCTGTTICGTLR GCCH GTAG

[iohl TCGGACGCGG ACGTIGRCG

Gi ATGGCCGRLA
AGCCTGCGCC TGCACTGC
G

G
TACCGGCTTIT TG it T CCH C
BN GLACCGAACT GATAGRGCAT ACCARGCAGL TCG CC G AGCACTTCARL CCl G

CTTGGCTTGA CTATCTICGTA TGGITCGTCT AGC G TCGTGRAAGTT -GG C:

o aja o

T.
ACGTCGIGCC CGGACATGGC i GECH
CCH

CT T.
CGi BGGE > CARGTTCCCC
GC: TCC, = TGCAGCACGG GCCIGTACCG C

=
C GITCRRGGEE
CGAATTGTAG GCATCTACCC GGTATTCCAT
GCTTRACATC CGTAGATGGG CCATRRGGTA

Figura 14: Con rectangulos rojo y verde se muestran las secuencias promotoras -35 y -10,
respectivamente upstream a cfiA en el aislamiento B. fragilis 3527. cfiA se encuentra
remarcado en celeste.

Arpin y col., entre otros, han demostrado que la expresion de cfiA requiere de
secuencias de insercion inmediatamente upstream a cfiA [83]. A su vez, otros
autores como Soki y col., han propuesto que las cepas de B. fragilis portadoras
de cfiA silente pueden convertirse espontaneamente en cepas con altos niveles
de resistencia lo cual ocurriria con una frecuencia de 107 por célula, por

generacion [66, 92].

» Estudio del entorno genético de cfiA en los aislamientos resistentes a

carbapenems:

% B. fragilis 3409: En la amplificacion utilizando los cebadores generales
G-F y E-R (Kato y col.) se obtuvieron dos productos de aproximadamente 470
pb y 1500 pb. Asimismo, se llevé a cabo la deteccion de las 1S942, 1S614,
1S1186, I1S4351 e 1S21 utilizando cebadores especificos (Tabla 3y 4 g, Anexo

). No se obtuvieron amplicones para 1S1186 ni 1IS21 y los tamafios obtenidos
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para 1S942 e 1S4351 no fueron los esperados. Se logré amplificar un fragmento
de aproximadamente 1500 pb con los cebadores p614-12F y cfiA3R. La
secuenciacion de dicho fragmento permitié obtener 1434 nucleotidos con 99%
de identidad con la secuencia depositada con el Nro. de acceso AY682395.1
correspondiente con la IS612B. Al analizar dicha secuencia con la herramienta

on line ISFinder Blast (https://www-is.biotoul.fr/), se pudo identificar que la

IS612B pertenece familia 1IS1380 y grupo 1S942 decriptas en B. fragilis. De
igual forma, con esta herramienta bioinformatica se detecté que la secuencia
IS612B es sindénima a la 1S614C. En la figura 15 se muestran los alineamientos
entre estos dos elementos de insercion y la secuencia upstream a cfiA hallada

en B. fragilis 3409.

Section 1
Wi 10 20 20 40 2] 80 78
DG UPSTREAM (L) — === = = —— — ——mm - — - mm — — -
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AP042559 15614 (702) GARRACAAGTCATCSET GTAGAAGTGCGETGCAATGCTTICTCTATCTCACTS
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Section 14
{1015) 1015 1020 1020 1040 1050 1080 1070 1080 1032
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Section 16
{1171} 01T 1180 1130 1200 1210 1220 1230 1248
3405 UPSTREAM l:lﬂ'ﬂ'l:l I T T GAT GG I T A AT e TAT CAGAG T AT T A ARG T A CATGATACCACGAGATEECECATCAGETEE
AB04254E 15512 l:l 1?1) IO I T GAT GG I T A G AT GE T AT CAGAG T AT T A G A A C T A A TCATACGAGAGATGECGCATCAGETZE
AB0425ES 15514 l:l 1?!:1) I I T GAT GG I T A G AT e T AT CAGAG T ECAT T GO G CAAG T CeGATGATACGACGAGATGACGCATCAGATEC
Section 17
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ABD4754E 15612 (1249:! FRCGTTACGT I T C oA G AT AR T T CACAGARATAAAC G T CAT CAGE GRACGBACTATC TG CTGAACT GATAT
ABD4255% 15614 (1243:! AT GETTACAT T e A G AT A A e A AR ARG TAT A G T AT CAGAGRACEARTAATTTOGCTETACT GETAT
Section 16
(1327) 1327 1340 1350 1280 1370 1350 1330 1404
3405 UPSTREAM l:l 153:! oA A GATACT T AT T L A O EA G T T G A C T C AT ARG G T G AAAC CATCCACT CAAATTECTCCATGATT
AB04254E 15512 (13\2?:! oA GATACT OB AT CT L A A G T T A C T C AT A A G T G AAAC CATCGACTCAAATTECTCCATGATT
AB0425E9 15514 (1326:! oG AEGATACT G B AT CT LI GACCAAGT G T CI GG T CGATAATAGETGAAAGCATGGAGTCAAATTGCTOCATGATT
Section 19
(1405) 1405 1410 1420 1430 1440 1450 1450 1470 1452
3405 UPSTREAM l:lB»G:I GAR R AR ATT T AR A AT T A TT T CAGATTTAATT TG TAT T T T T GCCATGECATATTA-GAGTTEIGCTTE
AB04 2548 [5512 (14{:'5) AR R A AATT T AR ARG T T AT T T CAGATTT AT T T G TACCT T T G CATGCCETETTACGATTTEEGCTTE
AB04255% [5514 (14{)4) AR R A AATT T AR A AT T A TT T T T CAGATTT AT T T G TACET TT G CATGECETETTACGAETTAEGCT TG
Section 20
{1483 1482 1430 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
3405 UPSTREAM (1313) ITITEI I I T G CARCACTAAGATAAGTGAAAATI CTIGACAEGECARRATCCIGEGCAACTTITITGITGCTCAGGAACT
ABD4754E 15612 (143]) ITTTCETART T G CARCACTARAGATAAGTGAARRAT CTEACACGECARRATCCTGEGCAACTTTITGITGCTCAGETACT
ABD475ES 15614 (143.7_:! ITTT G- AT T G CARCACTARAGATAAGTGAARRAT CTEACALGECARRATCCTGAGCARCTTTITGITGCTCAGGAACTT
Sechon £1

[1561) 1581 1570 1580 1550 1600 1810
3405 UPSTREAM {13’91) [ATARRRT AR R T TAARTTAT AT I T GO G CAATTARGETARARGRAATARA
AB04254E 15512 (1561:1 CAAAAAGTTATATTTATAARAGTGITEGCGGAATTAAGG ————————————
AR04I555 15614 (1559:1 CTATAR R TAR R T TAARTCRAARCTETTEOEEAATTARAGE ——— - —————

Figura 15: Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de 1S612B, IS614C depositadas en el
GenBank y la secuencia upstream a cfiA hallada en B. fragilis 3409

Al utilizar la herramienta on line BPROM (http://molbiol-tools.ca/Promoters.htm),

se pudieron identificar en la regién inmediatamente adyacente al inicio de cfiA
de B. fragilis 3409 las secuencias promotoras -10 y -35 necesarias para la

expresion del gen codificante de CfiA (Figuras 16 y 17).
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Figura 16: Esquema de las secuencias promotoras de cfiA identificadas con la herramienta on
line BPROM (http://molbiol-tools.ca/Promoters.htm) en el aislamiento B. fragilis 3409.

1
101
Psil
O AL TGTGTTGE GTTTGTCTGC AGTATTGRRA TCATAGGTICT 2 > GGAAGTATAG GAGATGTTIT CCTGTGTCAG TTCCTTGATG GCTCTGAGGA
TTACACRACT CRRACAGRCG TCATRACTTT AGTATCCAGR AC -C. CCTTCATATC CTCTACRRRR GGRCRCRGTC RAGGRACTAC CGAGACTCCT
IR TGGTATCAGR GCTGCATGTR CGRARGGGTRAG X -GC ATCAGTTGIG ACGTITACATC TTCCACGCAT GAGCCGCCAC AGAARTARAC
ACCATAGTCT CGACGTACAT GCITCCCATC C - I CTCTACCGCG TAGTCALCAC TGCRAATGIAG BAGGTGCGTIA CICGGCGGIG TCTTTATITG
E1NRN GCTCATCAGC GAACGGACTR TCTICGCIGRA C CG AAGATACTGC TGCATCTCTG ACCCAGIGIT GAGTCGATAA CGGGTIGAAAG CATGGAGTCA
CGAGTAGTCG CTTGCCTGAT AGAGCGACTT - > TTICTATGACG ACGTAGAGAC TGGGTCACAR CTCAGCTATT GCCCACTITC GTACCTCAGT
LN A2 TTTCTCCA TGATTGAAMAR AATTCCTICCR 2 GITTCTCAGE TTTRATTTGT ATTTTTGCCE T| iSehu: i =W er-Veo ol f e ool g el g vl

TTARAGAGGT ACTAACTTTT TTAAGGAGGT TTTCCACACT CAAAGAGTCT ZRATTRARCR T"“‘CGGT
&01 TTGCRACACT RAGATRAGTG ARARTTCTGR TCCTGGGCRR
AACGTTGTGA TTCTATTCAC TTTTAAGACT GTACCGITIT AGGACCCGIT A
701 E TGARAACAG TATTTATCCT TATCTCCATG CITITCCCIG TCGCAGITAT GGCACAG TATCCGATGA
ARCTTTTGTC ATARATAGGRE ATAGAGGTAC GRARAGGGAC AGCGTCRATR CCGTGTCTITT TCGCATTTTT ATAGGCTACT
[:loN R CLTCAGTATL. ALUCCAACTCT CGGRACRALGT GITACACITAT GIATCCCICG CCGRAATCGA AGGATGGGGTI ATGGTACCTIT CCRACGGGAT GATIGITAIC
GTAGTCATAG TGGGITGAGR GCCIGITICAR CATGIGRAATA CATAGGGAGC GGCTTITAGCT TCCTACCCCR TACCATGGAR GGITGCCCIA CTAACAATAG
S01 ! AGGCAGCGTT GCTGGACACE CCGATCARTG ACGCACRAAC GGRAATGCTG GTCAACTGGGE TGACAGACTC TTTGCATGCC ABRAGTCACCH
G TCCGICGCAR CGACCTGIGT GGCTAGITAC TGCGIGITIG CCTTTACGAC CAGITGACCC ACTGICTIGAG ARAACGTACGG TTTCAGTGGT
ps iR CCTTTATCCC GRACCACTGG CACGGCGATT GTATTIGGCGG ACTGGGTTAC CTGCARAGGA ARGGTGTCCA ATCATACGCG AACCAGATGA CGATAGACCT
GCAAATAGGGE CTTGGTGACC GTGCCGCTAA CATAACCGCC TGACCCAATG GACGTTTCCT TTCCACAGGT TAGTATGCGC TIGGTCTACT GCTATCTGGA
RN CCCCLAAGGAL ARAGGGTTGC GEL ACATGGATTIC ACCGATTCAC TGACCGTCAG CTTGGACGGC ATGCCTCTCC RATGCTATTA TTTAGGAGGC
GCGGTTCCTT TTTCCCAACG E| “CT TGTACCTAAG TGGCTAAGTG ACTGGCAGTC GAACCTGCCG TRACGGAGAGE TTACGATAAT ARATCCTCCGE
p-Li R GGGCATGCGA CCGACARTAT C GG CIGCCGACAG AGAATATCCT TITIGGCGGA TGITATGCITA AAGRACAACCA GGCGACAAGC ATCGGCRAACH
CCCGTACGCT GGCTGTTATE GCACCRAL GACGGCTGTC TCTTATAGGA ARAACCGCCT ACATACGAAT TTCTGTTGGT CCGCTGTTCG TAGCCGTTGT
Rl TCTCGGACGE AGACGTGACG GCI T C LARCTCTCGR TAAGGTRAALR GCCRAGTTCC CCTCGGCCCGE CTRCGTCGIG CCCGGACATG GCGACTATGGE
AGRGCCTGCG TCTGCACIGC CGIR TTIGAGAGCT ATTCCATIIT CGGITCAAGG GGAGCCGGGC GRATGCAGCAC GGGCCIGIAC CGCIGATACC
LN CGGALCCGAL CTGATAGAGC ATACCARGCR GATCGIGRAC CARATATATAG ARAGCACCTC ARALCCATAR RelelelcrV.uwcygr-Te/c oy o .ol eecco v ypgomy
ol g o Y W e o o i T T g i e g e e g cle ri e g gpfelci e GGGCTTAACA TCCGTAGATG GGCCATAAGA
1501 ATGRACGRAG AGGCGAGAAC TTTITATCTICG TCCRCAGRAT GTAACGCCGG CCRACRALCGAR GACATARARR TATCRATTGR ACRACACAAC AGATCCTIGT
TACTTGCTTC TCCGCTCTTIG ARRARTAGRAGC AGGTCGICITA CATTGCGGCC GGIGTITTGCT CTGTATTITT ATAGTTAACT TGITGIGTTG TCTAGGRAACA

Figura 17: Secuencias del entorno genético de cfiA en B. fragilis 3409. Con los cuadros rojo y
verde se sefialan las secuencias promotoras -35 y -10 de cfiA, respectivamente. El gen cfiA se
marca entre corchetes amarillos, mientras que entre corchetes azules se sefala el gen de la
transposasa del 1S612B. Entre corchetes rosa la secuencia IRR (Terminal Inverted Repeat
Right) y entre corchetes violeta la secuencia DR (Directed repeted Sequence) de la IS612B.
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El elemento 1S942, descripto por Rasmussen y col. en 1991, fue encontrado en
la region inmediatamente upstream a cfiA en cepas de B. fragilis resistentes a
carbapenems. En el aislamiento en estudio, B. fragilis 3409, se encontro
IS612B asociado a cfiA, la cual pertenece al grupo 1S942. En concordancia con
los reportes previos esta IS seria responsable de la expresion de este

marcador de resistencia [93].

< B. fragilis 3091: En la amplificacion por PCR utilizando los cebadores
generales G-F y E-R (Kato y col.) se obtuvo solo un fragmento de
aproximadamente 500 pb. No se logr6 amplificar las 1S942, 1S1186 ni 1S4351
(Tabla 4c, Anexo I). Se logré obtener un fragmento aproximadamente 1000 pb
utilizando los cebadores especificos 1S21-F y E-R cuya secuencia presento
99% de identidad con el gen codificante de la transposasa B (tnpB) de 1S21
(Nro. de acceso AF303352) en el GenBank. Esta ha sido B. fragilis resistente a

carbapenems.

Al utilizar la herramienta on line BPROM (http://molbiol-tools.ca/Promoters.htm)
se pudieron identificar las secuencias promotoras -10 y -35 en la regién
adyacente al inicio de cfiA. Del mismo modo al analizar la secuencia con la
herramienta on line ISFinder Blast (https://www-is.biotoul.fr/) se detecté que la
secuencia tnpB presenta identidad con el elemento ISBfl, de la familia 1S21,
pudiéndose identificar la IRR de dicha IS flanqueando el marco de lectura de la

tnpB (Figuras 18 y 19).
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IRR
-35 promoter
-10 promoter

TnpB cfiA 3091

42
-24

-10 box at pos.
-35 box at pos.
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46 gccaca Score

Figura 18: Esquema de las secuencias promotoras de cfiA identificadas con la herramienta on
line BPROM (http://molbiol-tools.ca/Promoters.htm) y la IRR mediante IsFinder(https://www-
is.biotoul.fr/) en el aislamiento B. fragilis 3091
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CAACTTTGAG
CTGGTATGGG

ACCATRCCC

CCATGGCTAT
GGTACCGATA

LCRAGGAGAAG
TGTCCTCTTIC
TCCGGACTCC
AGGCCTGAGE
TGRACCAGGC
ACTTGGICCG
AGCATATCTG
TCGTATAGAC
CTGCTGGCCA

> GACGRCCGGT

TCATCACGGC

> GGAGGRACAR
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CTATTTTGTA
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ATGACACTGG
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Figura 19: Secuencias del entorno genético de cfiA en B. fragilis 3091. Con los cuadros rojo y
verde se sefialan las secuencias promotoras -35 y -10 de cfiA, respectivamente. El extremo 5’
del gen cfiA se marca con corchete amarillo, mientras que con corchete azul se sefiala el 3"del
gen de la transposasa tnpB, de la ISBf1.

ISBf1, perteneciente a la familia 1S21, seria responsable de la expresién de

cfiA en B. fragilis 3091.

% B. fragilis 3189: En la amplificacion por PCR utilizando los cebadores
generales G-F y E-R (Kato y col.) no se obtuvieron productos de amplificacion.

En la amplificacién utilizando cebadores especificos para las 1IS1186 e 1S21 no
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se obtuvieron resultados positivos, y en la amplificacion de 1S942, 1S4351 e
IS614 no se obtuvieron amplicones del tamafio esperado (Tabla 4e, Anexo I).
Se procedio al estudio del entorno genético mediante PCR inversa (Tabla 4e,
Anexo I). Con la técnica de PCR inversa se logré amplificar un fragmento de
aproximadamente 1850 pb empleando el cebador pcfiA3 R en combinacién con
pciADS F. La secuenciacion de dicho fragmento con el primer pcfiA3 R permitio
identificar, con 86% de identidad, el gen codificante de la TnpA de la I1S613
(Nro. de acceso AB646744.1), utilizando la herramienta on line BLASTn

(http://blast.nchi.nim.nih.gov/). Al analizar la secuencia con la herramienta on

line IS Finder Blast (https://www-is.biotoul.fr/) se detecté que dicha secuencia
ademas presentaba identidad con ISBf12, familia 1S1380, grupo 1S942 y se
pudo evidenciar que la transposasa del elemento ISBf12 presenta 96% de

similitud con 1S613 (Figuras 20 y 21).

Asimismo al utilizar la herramienta on line BPROM (http://molbiol-

tools.ca/Promoters.htm) se pudieron identificar las secuencias promotoras -10 y

-35 en la regién adyacente al inicio de cfiA.

tnpA Cla 1 (701) -10 cfiA 3189
-10 box at pos 116 TGTTAARACT Score 76
-35 box at pos 51 TTGTTG Score 39

Figura 20: Esquema de las secuencias promotoras de cfiA identificadas con la herramienta on
line BPROM (http://molbiol-tools.ca/Promoters.htm) en el aislamiento B. fragilis 3189
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FEN NNCCHNTGAAT ATCTCGGHNN TTNICGICAT ARTNTCCGIA ‘ ‘ -C CGRACGCNGT CGIC TGATCGAGCLH GATCGCCITT

NNGGNACTTA TAGAGCCNNN AANAGCAGTA TTANAGGCAT -G o -C - GCITGCGNCA - - ACTAGCTCGT CTAGCGGAAR

pLshN GGTTGCCACG ACCAGNTATA ATNTCTTCAA NGNTTTCGAG CGCTCCGTCA CCCCGCC CAGACGGATR " -TCCA ACAGCTCTTT CCCCATCICC
CCAACGGTGC TGGTCWATAT TANAGAAGTT NCHAAAGCTC GC ! GGCTC GICTGCCTAT CC TGICGAGAMDL GGGGTAGAGG

Lokl L.CAATGCGTC CGATCACTTC GGCAGGCACC CGGTTGCGGC SGTCAC "-TGCCTCC ACCATCGARRA " CTTAGCGCCR TATTTATAGH
TGITACGCAG GCTAGTGARG CCGICCGIGG GCCAACGCCG AC ! "CGRC TGGTAGCTITT CCC -C GAATCGCGGT ATARATATCT

EIoNREN TATCCGAGAA ACTICTTGIA TGIAGGCTIT GCATCATACT -IC IC o TGGTCAAAAT C " " CICACCGICC TCTTTCAGIT
ATAGGCTCIT TGAAGAACAT ACATCCGARA CGTAGTATGA -G N -I BACCAGTTITA GAGTGGCAGG AGARAGTCRA

UM GLCCAGTTGT CRACAGACAR TITAGAAGTA GCGTGITGAG C ITGCC CGIAGTICTT ZCC T GATGTGTATG AAATGTGITC
CTGGTCAACA GITGICIGIT AARTCTICAT CGCACAACTC GCAC R ! o GCATCRAGAL " CTACACATAC TTTACACARG

Lk TTGCGTCAGT TCCTTTATCG CICTGAGGAT AGTGTCAGAG CTAC - e ATGAAGTGAG L TCAAATGAGT AGTGACATCC
AACGCAGTCA AGGARATAGC GAGACTCCTA TCACAGICIC “ACG CTTCACAGCC TACTTICACTC - C. AGTTTACTCA TCACTGTAGG
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Lokl TCLATACATG "CRCCACL GRRATRALCH CTC. " G CC. ACTGTTTIGCT TCTTAGACCC AATGTAGRAT

AGTTATGTAC TC! CITTATTIGT “AC SCTAC R - TGACAALACGR AGAATCTGGG TTACATCITA
Clal

CGATTATAGR AGRCRATGTG GRGTCRAATT

GCTCCATGAT LALL CCTCCRAAAG GAGTGAGTTT CTCAGATTTT ATTTGTACTT TTGCCATGL
GCTAATATCT TCTGTTACAC CTCAGTTTAR CGAGGTACTA ACTTTTATAA GGAGGTTITC CTCACTCARA GRAGTCTAARR TARACATGAL RACGGTACH
LACGTITAGAR TTTRCTTIGIT TITIATIIGCA ACACTAAGAT AGGTGARATT TCTGACATGR

CRALLATCCIG CAG GATATTAIAR

T GRLCRR BARTARACGT IGIGATICTA TCCACTTITAR AGACTGTACT GITITAGGRC GIC CTATRATATT

901 AT ey e g N e R te e b e RN R TGAALAC AGTATTTATC CTTATCTICCA TGCTITTCCL TGICGUAGTT ATGGCACAGR
TA Py te B e s g TN (e s (e g AN TACTTTTG TCATARATAG GRAATAGAGGT ACGARRAAGGG ACAGCGTCAL TACCGTGICT

Figura 21: Secuencias del entorno genético de cfiA en B. fragilis 3189. Con los cuadros rojo y
verde se sefialan las secuencias promotoras -35 y -10 de cfiA, respectivamente. El extremo 5
del gen de cfiA se marca con corchete amarillo, mientras que con corchete azul se sefiala el
extremo 3"del gen de la transposasa tnpA, de la ISBf12

Soki y col. en una publicacion del afio 2006 encontraron distintos elementos de
insercion inmediatamente upstream a cfiA en B. fragilis resistentes a
meropenem e imipenem. Entre otros, describieron la presencia de 1S613,
IS614B, 1S4351 [66]. Si bien en B. fragilis 3189 se detectd la presencia de una
IS que presentd un 86% de identidad con IS613, las secuencias promotoras -10
y -35 pudieron ser identificadas de manera completa. Estas, podrian ser

responsables del fenotipo de resistencia observado.

Por su parte, la secuenciacion del producto de PCR inversa empleando
pciA3DS F (Tabla 4e del Anexo I), correspondiente a la regién downstream a
cfiA, mostré un 98% de identidad con sugE (Nro. de acceso AB646744.1). El
gen sugE codifica para una pequefia proteina putativa de resistencia a

multidrogas (putative small multidrug resistant protein). [94]
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En el presente trabajo se observa que la presencia de IS o al menos de los
elementos promotores -10 y -35 seria necesaria para que los microorganismos
portadores de cfiA resulten fenotipicamente resistentes a carbapanems. Su
ausencia determina un comportamiento fenotipico variable segun los diferentes
carbapenems. Tal como se observa en este trabajo, y lo informan otros
autores, imipenem seria peor sustrato para la enzima, respecto a doripenem y

ertapenem.

La inhibicibn con EDTA evidencié la presencia de la metalo-enzima en los
aislamientos resistentes a carbapenems e incluso resultdé Gtil en los
aislamientos sensibles (dato no mostrado). Algunos autores, como Bogaerts y
col., reportaron un 87% de sensibilidad en la deteccion de metalo-enzimas
empleando tiras de E-test con la combinacién meropenem+EDTA, contra un

27% de sensibilidad usando la combinacién imipenem+EDTA.[95].

En los 7 aislamientos analizados en este trabajo hemos encontramos las
variantes CfiA13, CfiA 4 en los que presentaban resistencia a imipenem, y CfiA
2, CfiA 4 y dos nuevas variantes (de CfiA4 y CfiA13) en los sensibles Si bien
seria necesario caracterizar cinéticamente las diferentes variantes de CfiA, la
presencia/ausencia de elementos promotores usptream al gen codificante seria
responsable de la resistencia observada en los microorganismos en estudio, tal

como se reporta ampliamente en la literatura.

B. fragilis ha sido el microorganismo donde mayoritariamente se ha descripto
cfiA y la resistencia a carbapenems mediada por este marcador de resistencia
ha sido detectada en tanto en aislamientos clinicos como en heces. Los

laboratorios deben estar alertados para implementar metodologias que
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rapidamente permitan el diagndstico de cepas con resistencias emergentes, ya
gue la ganancia de resistencia en cepas sensibles puede ocurrir rapidamente

debido a la transferencia de los elementos moéviles.
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CONCLUSIONES

» La resistencia a carbapenems resulta infrecuente en los aislamientos de
B. fragilis, incluso aplicando las actualizaciones recientemente
introducidas por el CLSI.

» EIl gen cfiA fue detectado en todos los aislamientos de B. fragilis
resistentes a imipenem, en los cuales, a su vez, se habia detectado la
presencia de una metalo-enzima por el ensayo de inhibicion con EDTA

» cfiA estuvo presente en 4/76 aislamientos de B. fragilis sensibles a
imipenem.

» En base a los resultados obtenidos del andlisis in silico de las
secuencias de cfiA depositadas en el GenBank se propuso realizar la
cura de base de datos denominando como cfiA4 a los actuales alelos
cfiAd, cfiAb, cfiA7 y cfiAll; como cfiAl3 a los actuales alelos cfiAl2,
cfiAl3 y cfiAl5 y como cfiA6 a los actuales alelos cfiA6 y cfiAl6.

» Las variantes identificadas fueron: CfiA13 se hall6 en 2/3 aislamientos
resistentes y 1 sensible a imipenem; CfiA 4 se encontré en 1 aislamiento
resistente y 1 sensible a imipenem; CfiA 2 se detecté en 1 aislamiento
sensible. Por ultimo, en 2 aislamientos sensibles a imipenem se
identificaron 2 variantes nuevas, relacionadas a CfiA 4 y CfiA 13.

> En los aislamientos de B. fragilis resistentes a carbapenems se hallaron
las siguientes IS:

o En B. fragilis 3091 se identifico la ISBfl, de la familia 1S21,
asociada al gen codificante de CfiA4;

o En B. fragilis 3409 se hall6 la 1S612B, de la familia 1IS1380, grupo
IS942, asociada al gen codificante de CfiA13.
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o En B. fragilis 3189 se hallé una secuencia que present6 86% de
identidad con 1S613, asociada a CfiA13. I1S613 presenta
homologia con ISBf12 de la familia 1IS1380, grupo 1S942.

> En ningun aislamiento sensible a imipenem se logrd identificar 1S. Solo
en 1 de ellos, B. fragilis 3527, se identificaron las secuencias promotoras
-10 y -35 en la region adyacente a cfiA. Este aislamiento seria
categorizado como resistente a doripenem segun los puntos de corte

actuales del CLSI A11A7.
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ANEXO 1

Tabla 1: Aislamientos bacterianos incluidos en los pooles de MS1, MS2, MS3, MS4

Mezcla de Sobrenadantes (MS)

MS1 MS2 MS3 MS4
Aislamiento Aislamiento Aislamiento Aislamiento
Bf 3409 Bf 3409 Bf 3409 Bf 3409
Bf 3189 Bf 3654 Bf 3449 Bf 3598
Bf 3091 Bf 3584 Bf 3350 Bf 3460
Bf 3527 Bf 3010 Bf 3601 Bf 3455
Bf 3178 Bf 3589 Bf 3653 Bf 3452
Bf 3603 Bf 3590 Bf 3543 Bf 3447
Bf 3116 Bf 3469 Bf 3579 Bf 3586
Bf 3176 Bf 3593
Bf 3592 Bf 3596
Bf 3465 Bf 3597

Bf: Bacteroides fragilis

Tabla 2: Aislamientos bacterianos incluidos en los pooles de MC1, MC2, MC3, MC4

Mezcla de Colonia (MC)

MC1 MC2 MC3 MC4
Aislamiento Aislamiento Aislamiento Aislamiento
Bf 3409 Bf 3409 Bf 3409 Bf 3409
Bf 3189 Bf 3614 Bf 3603 Bf 3010
Bf 3091 Bf 3527 Bf 3116 Bf 3589
Bf 3178 Bf 3654 Bf 3590
Bf 3192 Bf 3584 Bf 3469

Bf: Bacteroides fragilis

89



750pb

pcfiIASTARTF pcfiAFIN R
-> <
ﬁk
vV
G GBI1F EF GBI2R pcfiADS F GBI6R
-> - ¢ < -> <=
339pb
Ubicacion relativa de los cebadores mencionados en la tabla 3
Tabla 3: Oligonucleétidos cebadores empleados en el estudio.
Cebadores Secuencia 5°-3" TM | Autores
—GBI1 F CCC AAC TCT CGG ACA AAA GTG 62 | Katoy col.
GBI2R « AGT GAATCG GTG AAT CCA TG 58 | Katoy col.
GBI6 R « AAA GCATCC GGC AAT CGT TA 58 | Katoy col.
—GF CGC CAAGCTTTG CCT GCC ATT AT 70 | Katoy col.
E R— CTT CGA ATT CGG CGA GGG ATA CAT AA 76 | Katoy col.
— 1S942 F TCC TCA ATA CAT GAG CCG C 58 | Gutackery col.
cfiA3 R GGT TGT TGATAACAATCATCCC 62 | Gutackery col.
— I1S1186 F GAG AAT CAAGCTTCT CGC C 58 | Podglajen vy col.
IS1186 R— CCCCGAATTCGCCTTTGC CCG TA 74 | Podglajen vy col.
— 1S4351 F AAC CGA GGATCC AAG GTATGC AATTTCT | 80 | Podglajen vy col
1IS4351 R— GTATCCAAG CTTTTT ACG AGG TCG ATT 76 | Podglajen vy col.
— I1S21F GCT GGT TGA ATATGC ACG GC 62 | Este trabajo
IS21 R— CGTGCC TATATCCGT GTTTTG GT 68 | Este trabajo
— p614-12 F CCT TAC CCC ACA ATG CGA CTT GAG 74 | Este trabajo
p614-12 R— AAG TTG CTC AGG ATTTTG CCATG 66 | Este trabajo
p3457 R— CTG TGC CAT AAC TGC GAC AGG GAA 74 | Este trabajo
— pcfiA-START F | ATG AAAACAGTATTTATCCTTATCT 62 Este trabajo
— pcfiADS F CAT ACC AAG CAG ATC GTG AACC 66 | Este trabajo
pcfiA-FIN R— CTATGG TTTTGAGGT GCTTTC TA 64 | Este trabajo
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Tabla 4: Combinaciones de cebadores utilizados en el estudio del entorno, tamafo del
amplicon y ubicacion relativa a cfiA

upstream

cfiA (750 bp)

downstream

Tabla 4a: En B. fragilis 3010

upstream

downstream

Amplicon (pb)

— GBIM1 F

GBI6 R

—-GF

E R—

400

— 1S942 F

— 1S1186 F
1S1186 R

— 1S21 F
1S21 R

-: negativo

Tabla 4b: En B. fragilis 3116

upstream

downstream

Amplicon (pb)

— GBI1F

GBI6 R

—-GF

E R—

400

— 1S942 F

cfiA3 R«

— 1S1186 F
1S1186 R

—I1S21 F
1S21 R—

-: negativo
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upstream

cfiA(750 bp)

downstream

Tabla 4c: En B. fragilis 3091

upstream downstream | Amplicon (pb)
— GBIM1 F GBI6 R «— -
—-GF E R— 500
— 1S942 F cfiA3 R— -
— 1S1186 F -
IS1186 R—
— 1S4351 F -
IS4351 R—
— IS21F E R 1000
-1 negativo
Tabla 4d: En B. fragilis 3178
upstream downstream | Amplicén (pb)
— GBI F GBI6 R «— -
—GF E R— 400
— 1S942 F cfiA3 R— -
— 1S1186 F -
1S1186 R—
— 184351 F 300
IS4351 R
— IS21F 700
IS21 R
— pIS21 F E R— -
— 184351 F E R— -

-: negativo
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upstream downstream
CfiA(750 bp) /
Tabla 4e: En B. fragilis 3189
upstream downstream | Amplicon (pb)
— GBI1F GBI6 R — 1000
—GF E R— -
— 1S942 F cfiA3 R— 540
— 181186 F -
1S1186 R—
— 184351 F 350
1S4351 R
— 1821 F -
IS21 R—
— p614-12 F cfiA3 R— 950
pcfiA3 R« PCR Inversa—pciADS F 1850
- negativo
Tabla 4f: En B. fragilis 3527
upstream downstream | Amplicon (pb)
— GBI1F GBI6 R « 900
—GF E R 400
— 1S942 F cfiA3 R— -
— 1S1186 F -
IS1186 R—
— 1S1186 F E R— -
— 1S1186 F p3457 -
— I1S21F -
IS21 R

-: negativo
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upstream : . 1 ~ downstream
cfiA(750 bp) /
Tabla 4g: En B. fragilis 3409
upstream downstream | Amplicon (pb)
— GBI1F GBI6 R — 1000
—-GF E R~ 1500y 470
— 18942 F cfiA3 R— 540
— 1S1186 F -
IS1186 R «
— 1S4351 F 350
IS4351 R «
— 1S21 F -
IS21 R «
— p614-12 F cfiA3 R « 1500
-: negativo
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