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RESUMEN 

 
Bacteroides fragilis es la especie del grupo Bacteroides fragilis que se asila con 

mayor frecuencia de especímenes clínicos, debido, en parte, a que es la 

especie más virulenta del grupo. 

La mayoría de los aislamientos de B. fragilis resultan resistentes a los 

antibióticos β-lactámicos, excepto a los carbapenems, siendo el principal 

mecanismo de resistencia la producción de β-lactamasas. En B. fragilis se han 

descripto 3 β-lactamasas diferentes: - CepA, una cefalosporinasa endógena 

que le confiere resistencia a la mayoría de los antibióticos β-lactámicos con 

excepción de las cefamicinas y carbapenems, y es inhibida por los inhibidores 

de β-lactamasas. - CfxA la cual confiere resistencia a cefaloridina, cefoxitina y 

otros antibióticos β-lactámicos excepto imipenem. Y una metalo-β-lactamasa 

CfiA con actividad frente a penicilinas, cefalosporinas, incluyendo las 

cefamicinas, y carbapenems. CfiA no es inhibida por el ácido clavulánico ni el 

sulbactam pero sí por EDTA y su actividad se recupera por el agregado de 

Zn2+. 

En nuestro país, 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 años 2006 y el 2009, en 363 aislamientos clínicos de 

bacilos gram negativos anaerobios pertenecientes a este grupo, se detectaron 

3 aislamientos con alto nivel de resistencia (CIM≥32 µg/ml) a los carbapenems. 

Este hallazgo constituyó el primer reporte en nuestro país en aislamientos de B. 

fragilis procedentes de materiales clínicos. 
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En dichos aislamientos la presencia de una metalo-β-lactamasa fue 

sospechada a partir de ensayos de inhibición 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, así 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 µg/ml). En 2/3 se identificó 

CfiA13 asociada a IS pertenecientes a la familia IS1380, grupo IS942. En el 

restante aislamiento resistente se identificó 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 CfiA13. No se hallaron IS en la 

región upstream al gen codificante. Solo en el aislamiento, que resultó 

intermedio para doripenem se identificaron las secuencias promotoras -10 y -35 

en la región adyacente a cfiA2  
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INTRODUCCION 
 

Las bacterias anaerobias son los microorganismos numéricamente 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 

acción es directamente tóxica sobre ellas [1]. La mayoría de las infecciones por 

bacterias anaerobias en humanos son de naturaleza endógena 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 proponía, basado en 

la clasificación que Holdeman y col., el género Bacteroides el cual comprendía 

una colección heterogénea de más de 50 especies de bacilos gram negativos 

anaerobios obligados. El análisis efectuado por Shah y col. mostró que estas 

especies exhibían una gran variedad de morfologías celulares y eran 

bioquímica y fisiológicamente 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 última como especie tipo. En los últimos 10 años, merced 

a las técnicas de biología molecular, nuevamente se han producido 

modificaciones y hoy son más de 20 las especies incluidas en el género 

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

1989.  

Los miembros del GBF son patógenos oportunistas. Normalmente son 

residentes benignos de la microbiota intestinal pero cuando ocurre ruptura del 

tracto gastro intestinal o cirugía intestinal pueden causar patologías serias 

incluyendo la formación de abscesos en distintos sitios del cuerpo (abdomen, 

cerebro, hígado, pelvis, pulmones) y bacteriemias [6-9]. La proporción 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 aísla con mayor frecuencia a partir de 

materiales clínicos. Asimismo B. fragilis es el más virulento dentro GBF, ya que 

presenta fimbrias y aglutininas que funcionan como adhesinas permitiéndole 

establecerse en los tejidos del huésped. Por su parte, el polisacárido capsular, 

el LPS y una variedad de enzimas lo protegen de la respuesta inmune. La 

cápsula es responsable de la formación de abscesos y las enzimas histolíticas 

encontradas en B. fragilis pueden mediar la destrucción tisular [10]. Por otro 

lado, se han reportado cepas de B. fragilis, productoras de una enterotoxina 

con actividad metaloproteasa dependiente de Zn2+, pero aún se investiga su rol 

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

Dado que la formación de abscesos es una complicación 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 decisión, por lo general empírica, 

en cuanto a la selección del antibiótico. 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 

subdiafragmáticas estuviera involucrado. Los fármacos de elección entre 1960-

1970 eran pencilinas en infecciones por encima del diafragma, y clindamicina, 

cefoxitina, cloranfenicol y metronidazol para infecciones subdiafragmáticas [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 líneas generales, los antimicrobianos de uso empírico inicial más 

activos son la combinación β-lactámicos con inhibidores de β-lactamasas, los 

carbapenems y el metronidazol (este útimo generalmente asociado a un 

antibiótico efectivo contra bacterias anaerobias facultativas). Aunque ya se han 

detectado cepas del GBF resistentes, las quinolonas fluoradas de cuarta 

generación como la moxifloxacina y la levofloxacina, también son una 

alternativa en infecciones en las que se sospechan anaerobios como las 

infecciones ginecológicas, 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 más frecuentemente aislado de infecciones clínicas relevantes y 2) por 

su resistencia a los antibióticos de uso habitual, principalmente los β-lactámicos 

[20-26]. 

La producción de β-lactamasas es el principal mecanismo de resistencia a los 

antibióticos β-lactámicos entre las bacterias gram negativas. Las β-lactamasas 

catalizan la hidrólisis irreversible del enlace amida del anillo β-lactámico, 

liberando productos biológicamente inactivos. La gran mayoría de las β-
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lactamasas clínicamente relevantes presentan una serina en su sitio activo 

responsable de la hidrólisis del β-lactámico. Otras, las metalo-β-lactamasas, 

utilizan iones de zinc para romper el anillo β-lactámico [27, 28].  

Las β-lactamasas se clasifican de acuerdo a su secuencia de aminoácidos y la 

presencia de motivos conservados (clasificación de Ambler), así como 

mediante un esquema funcional (clasificación de Bush y col.). La clasificación 

de Ambler fue propuesta en 1980 y establece cuatro clases moleculares: A, B, 

C y D. Las β-lactamasas de clase A, C y D son serino-enzimas y las de clase B 

son metalo-β-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 β-lactamasas, así como el 

peso molecular y el punto isoeléctrico de las mismas [30]. En la clasificación de 

Bush y col. del 2010, se definen cuatro grupos de β-lactamasas que 

comprenden: 1) cefalosporinasas pobremente inhibidas por el ácido 

clavulánico, pertenecientes a la clase molecular C de Ambler; 2) penicilinasas, 

cefalosporinasas y β-lactamasas de espectro extendido que son generalmente 

inhibidas por inhibidores clásicos y pertenecen a la clase molecular A o D; 3) 

metalo-β-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 

ácido clavulánico. 

Hace aproximadamente 50 años surgieron  las primeras publicaciones sobre la 

resistencia en B. fragilis debida a la producción de β-lactamasas [31-33]. 

Rogers y col., en 1993, caracterizaron el gen cepA que codifica para una serino 

β-lactamasa perteneciente a la clase A de Ambler [34]. Esta cefalosporinasa 
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cromosómica se encuentra en más del 90% de los aislamientos de B. fragilis, 

confiere resistencia a la mayoría de los antibióticos β-lactámicos con excepción 

de las cefamicinas y carbapenems, y es inhibida por los inhibidores de β-

lactamasas. Un año más tarde, Rogers y col. describieron en la zona upstream 

a cepA una región que presentaba alta homología con la secuencia de 

inserción (IS) IS21, sugiriendo que la expresión de cepA estaría sujeta a la 

presencia de estos elementos que activarían la transcripción del gen [35].  

Por otro lado, Parker y col., en 1993,  caracterizaron el gen codificante de la β-

lactamasa CfxA en un aislamiento de B. vulgatus, la cual confiere  resistencia a 

cefaloridina, cefoxitina y otros antibióticos β-lactámicos excepto imipenem [36]. 

La expresión de cfxA está asociada a la presencia de IS tales como IS614B 

[37]. 

Hasta 1990, sólo tres aislamientos de B. fragilis habían sido reportados como 

resistentes a los carbapenems. El primero de ellos, en 1983, fue dado a 

conocer por Akira Yotsuji y col. en Japón (B. fragilis G-237) [33]. La actividad 

de la enzima purificada a partir del B. fragilis G-237 comprendía a los 

siguientes sustratos: benzilpenicilinas, ampicilina, carbenicilina, cloxacilina y 

piperacilina, más activamente que cefaloridina, cefuroxima y cefamicinas, e 

imipenem. El segundo y tercero de los aislamientos fueron publicados por 

Cuchural y col. en el año 1986, en USA. Este trabajo  daba cuenta de dos 

aislamientos clínicos de B. fragilis (TAL2480 y TAL3636) con resistencia a 

imipenem mediada por la producción de una β-lactamasa dependiente de Zn2+ 

[38]. Posteriormente, Thompson y col. identificaron en los aislamientos 

TAL2480 y TAL3636 la secuencia del gen cfiA cromosómico (750-pb), también 
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conocido como ccrA, responsable de la síntesis de la proteína CfiA de 249 

aminoácidos y PM 25-33 kDa [39, 40].  

En 1990 Hurlbut y col. también describieron una carbapenemasa cromosómica 

en una cepa de Parabacteroides distasonis (TAL6870) pero, a diferencia de 

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

La  metalo-β-lactamasa cromosómica 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 Biología 

computacional, MBMM 2008-2010.                      

El perfil de sustratos de CfiA incluye 

a todos los antibióticos β-

lactámicos: 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 

inhibida por el ácido clavulánico ni 

el sulbactam pero sí por EDTA, y se recupera por el agregado de Zn2+. [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 población de B. fragilis ha sido 

propuesta por diferentes autores como Gutacker y col. y Podglajen y col. entre 

Esquema 1 
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otros, para separar dicha población en dos Divisiones, las cuales exhiben entre 

sí una distancia genética muy grande [45, 46]. La División I se caracteriza por 

la presencia frecuente del gen cepA y la ausencia de cfiA, mientras que la 

División II se caracteriza por la presencia de cfiA, un alto grado de homología 

genética, y la ausencia de cepA. Se ha propuesto que la conservación en los 

genes de cfiA y cepA en cada una de las divisiones propuestas estaría 

vinculada con su transferencia de tipo vertical [45, 46]. En contraste, la 

diseminación de cfxA entre Bacteroides y otros géneros se debería a su 

transmisión horizontal [37, 47, 48]. A pesar de estas observaciones Ayala y col. 

describieron dos cepas de B. fragilis con valores de concentración inhibitoria 

mínima (CIM) de imipenem de 2 y 4 µg/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 β-lactámicos, incluyendo a los 

carbapenems [21, 46, 50]. Los  diferentes niveles de expresión de cfiA resultan 

de la introducción de IS upstream del gen más que por variaciones en su 

secuencia codificante [51, 52]. En este sentido, Edwards y col. plantearon la 

posibilidad de la selección intra-tratamiento de B. fragilis resistente a imipenem 

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

Las IS son elementos móviles que por su capacidad de translocación generan 

mutaciones y re-arreglos genómicos. La presencia o movilidad de estos 

elementos puede afectar la expresión de factores de virulencia o patogenicidad 

bacterianos, y/o genes de resistencia a antibióticos [51, 54-56].  
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Esquema 2: Organización típica de una IS 

En su organización típica (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 repetición directa 

corta (Direactly repeated sequences, DR) de 5-11-pb [56, 57]. Las 

terminaciones repetidas, IR, son específicas de cada elemento IS y deben estar 

íntegras para lograr la transposición, siendo o nó sitio específica. 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 clínico (B. fragilis K2-28) en el que Walsh y 

col. identificaron un promotor híbrido localizado a 158 pb del codón de 

iniciación de cfiA cuya región  -10 presentó 100% de identidad con IS613 y la -

35 con IS612 [58].  

En una revisión realizada en el año 1998, Mahillon y col. mostraron las 

diferentes IS asociadas a cfiA descriptas hasta ese momento en B. fragilis, B. 

vulgatus y B. thetaiotaomicron: IS942, IS1168, IS1168F, IS1169, IS1179, 
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IS1186, IS4351, ISBf1, ISBf2 [55]. Posteriormente se han descripto otras IS, así 

como su rol como promotores en la expresión del gen cfiA [51, 59-62]. La 

eficiencia en la transcripción 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 σ70 [56]. Algunas IS como IS942, IS1186 y IS4351 funcionan como 

promotores eficientes y se asocian con altos niveles de resistencia a los 

carbapenems [63].  

Además, se han descripto aislamientos de B. fragilis resistentes a 

carbapenems, portadores de cfiA donde no se observa la presencia de IS en la 

región upstream. En estos casos se sugiere que diferentes mecanismos 

podrían 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 sobreexpresión 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 antibióticos entre las 

bacterias anaerobias [6, 67-77]. 

En una actualización realizada por Snydman y col., publicada en el año 2011, 

sobre la resistencia del GBF en USA entre los años 2006-2009, sobre más de 

1000 aislamientos, se observó 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. Sólo B. ovatus aumentó el porcentaje de resistencia frente a 

ampicilina-sulbactama. En el resto de los antibióticos probados el aumento de 

la resistencia varió con la especie de Bnf. Sólo se encontró 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 sólo 3 presentaron valores de CIM≥ 32 µg/ml a los carbapenems. En 2 

de ellos la secuencia upstream a cfiA presentó identidad con IS1170, y en el 

tercero con el Tn4555, un transposón que en B. fragilis se asocia generalmente 

al gen cfxA [23].  

Boyanova y col. revisaron la evolución de la resistencia utilizando datos de 

aislamientos recuperados entre los años 2000 y 2013 procedentes de Canadá, 

USA y varios países de Europa y Asia. Estos autores reportaron un incremento 

en la resistencia de Bacteroides / Parabacteroides spp. frente a cefoxitina, 

clindamicina, amoxicilina-ácido clavulánico, moxifloxacina y metronidazol.  

También se reportó 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 año 2010 sobre 60 

aislamientos de Bacteroides spp. procedentes de materiales clínicos y 

contenido intestinal reportaron dos aislamientos con sensibilidad disminuida a 

metronidazol (CIM=8µg/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 clínico y 7 
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de contenido intestinal) y 1 a P. distasonis. Solo 1 de los aislamientos de B. 

fragilis presentó resistencia a imipenem [44]. 

El común denominador observado, también en relevamientos efectuados en 

Argentina, fue la variabilidad en los patrones de resistencia entre las especies 

que componen el GBF [78, 79]. B. fragilis sigue siendo la especie más sensible 

comparada con el resto de la especies del GBF. Fernández 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 producción de 

CfiA, así 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 año 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 detectó la presencia 

de IS upstream a cfiA [84]. En el mismo año, 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 investigación:  

En nuestro país 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 años 2006 y el 2009 se 

evaluó la sensibilidad de 363 aislamientos clínicos de bacilos gram negativos 

anaerobios pertenecientes al GBF [21]. Los microorganismos fueron 

identificados por pruebas bioquímicas convencionales [3] y métodos 

comerciales de galerías miniaturizadas, API 20 A System Bio- Merieux S.S., 

Marcy l' Etoile, France. La sensibilidad a antibióticos se determinó mediante la 

prueba de dilución en agar siguiendo las recomendaciones del CLSI 

Documento M11A7 [85]. Se emplearon los puntos de corte establecidos por 

dicho documento; los valores de concentración inhibitoria mínima (CIM) que 

correlacionaban con las categorías sensible, intermedia y resistente a 

imipenem y ertapenem fueron ≤4, 8 y ≥16 µg/ml, respectivamente [85]. Estos 

puntos de corte se aplicaron también para doripenem. Se detectaron 3 

aislamientos con alto nivel de resistencia (CIM≥32 µg/ml) a los carbapenems 

probados: imipenem, doripenem y ertapenem. Subrayamos este hallazgo 

porque constituye el primero de los reportados en nuestro país en aislamientos 

de B. fragilis procedentes de materiales clínicos. 

En dichos aislamientos la presencia de la metalo-β-lactamasa CfiA se evaluó 

fenotípicamente por la inhibición de la enzima ante el agregado de EDTA. La 

inhibición se consideró positiva cuando se obtuvo una reducción 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, así como analizar el entorno genético de 

dicho marcador. 

Objetivos específicos: 

1. Investigar la presencia de cfiA en los aislamientos de B. fragilis  

resistentes a carbapenems. 

2. Investigar la presencia de cfiA en aislamientos de B. fragilis  

categorizados, según CLSI Documento M11A7, como intermedios (I) 

(CIM=8µg/ml) y sensibles (S) (CIM ≤ 4µg/ml) a los carbapenems, a fin de 

detectar la portación de cfiA en aislamientos que no presentan 

resistencia fenotípica a estos antibióticos.  

3. Identificar los alelos de cfiA en los aislamientos portadores.  

4. Estudiar la asociación de cfiA a diferentes IS descriptas en la literatura, 

localizadas upstream y reportadas como responsables de la expresión 

de dicho marcador.  
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MATERIALES Y MÉTODOS  

Aislamientos bacterianos 
 

En el presente estudio se incluyeron los 3 aislamientos que presentaron 

resistencia a los carbapenems. A continuación se muestran los datos de 

sensibilidad de estos aislamientos (Tabla 1) y los datos clínicos de los 

pacientes de los cuales fueron recuperados (Tabla 2).  

Asimismo se incluyeron 76 aislamientos que no presentaban resistencia a 

carbapenems según CLSI Documento M11A7. Estos aislamientos se 

recuperaron de los siguientes hospitales: 

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

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

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

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

o HIGA Dr. A Piñero, 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 gráfico 1 se muestra la distribución de los valores de CIM 

para cada carbapenem. En base a esta distribución los aislamientos sensibles 

fueron divididos en dos categorías: sensibilidad disminuida (SD) (CIM >0.25 - 

≤4 µg/ml) y extrema sensibilidad (ES) (CIM ≤0,25 µg/ml).
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Tabla 1: Sensibilidad antibiótica según las normas CLSI Documento M11A7 (µg/ml) y screening fenotípico de la MBL en 
los 3 aislamientos resistentes a carbapenems.  

   

Aislamiento/ Origen1 

Antibiótico 2  CIM (µg/ml) ( categoría de sensibilidad) IMI+ 

AMS TAZ CXT IMI DOR ERT CLI MOX TIG MET 
0.4m

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 

B fragilis 3409 / Cba 
 

256(R) >512 (R) 64 (R) >64 (R) >64 (R) >64 (R) 512 (R) 0,125 (S) 0,125 (S) 1 (S) 0,015 

1 HG: Hospital Garrahan, Cba: Pcia. de Córdoba. 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 clínicos de los pacientes de los cuales se recuperaron los B. fragilis 
resistentes a carbapenems 

 Paciente1 Paciente2 Paciente3 

Aislamiento (año) 3091 (2007) 3189 (2007) 3409 (2008) 

Edad/sexo 1a/M 5a/F 65 a/M 

Antecedentes Malformación 

intestinal. 

Cirugía 

abdominal. 

Perforación y 

resección 

intestinal. 

Colostomía 

permanente. 

Transplante 

cardíaco. 

Diálisis 

peritoneal. 

Drenaje 

mediastinal y 

pleural. 

Cáncer rectal y de vejiga. 

Absceso glúteo. 

Peritonitis. 

Cirugía abdominal. 

Infección herida. 

Flora acompañante 

recuperada 

Ninguna Ninguna Polimicrobiana 

Tratamiento 

Antibiótico 

previo 

Vancomicina  

Meropenem  

Vancomicina 

Colistin  

Meropenem 

Ceftazidima 

 Clindamicina 

Muestra Sangre Liquido 

pericárdico 

Herida Qx abdominal 

Tratamiento 

Antibiótico 

posterior 

continúa continúa Metronidazol 

Evolución buena buena Mala 
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Tabla 3: Sensibilidad antibiótica según las normas CLSI Documento M11A7 (µg/ml) en los 76 aislamientos no resistentes a 

carbapenems  
 
 

 

Aislamiento/ Origen1 
Antibióticos 2  CIM (µg/ml)  

AMS TAZ CXT IMI DOR ERT CLI MOX TIG MET 

B fragilis 3010 / HG 4 0,03 32 0,25 4 2 2 0,5 0,125 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 ≥256 0,5 0,125 0,5 

B fragilis 3603 /  HG 16 0,03 64 2 2 4 2 0,5 0,125 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 0,5 0,125 0,5 

B fragilis 3596 /  HG 0,5 0,25 8 0,25 0,25 0,125 1 0,5 0,125 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 

 
          



28 
 

Tabla3: continuación 

B fragilis 3460 /  HG 0,5 0,5 16 0,25 0,125 0,125 2 1 0,25 0,5 

B fragilis 3455 /  HG 1 0,125 8 0,06 0,25 0,125 1 0,5 0,125 1 

B fragilis 3452 /  HG 2 0,25 64 0,5 0,25 0,125 2 0,5 0,125 1 

B fragilis 3447 /  HG 1 0,06 8 ≤0,015 0,125 0,125 0,5 0,5 0,06 0,5 

B fragilis 3586 /  HG 1 0,03 8 0,5 0,5 0,125 0,125 1 0,125 0,5 

B fragilis 7068-102 / HA  2 0,06 16 0,25 0,25 2 2 8 0,06 1 

B fragilis 8051-12 / HA  8 1 16 0,5 0,125 0,5 2 8 0,125 0,5 

B fragilis 8056-13 / HA  8 0,5 16 0,125 0,125 0,5 2 8 0,125 0,5 

B fragilis 302062 / HA  2 8 32 ≤0,015 0,25 0,5 2 0,5 0,25 2 

B fragilis 7085-121 / HA  4 8 16 0,125 0,125 0,5 ≥256 64 1 1 

B fragilis 7123-90 / HA  1 2 32 0,125 0,25 0,5 ≥256 2 1 1 

B fragilis 7177-61 / HA  4 1 16 0,06 0,25 0,5 2 0,25 0,06 0,5 

B fragilis 8244-3070 / HA  8 0,25 8 0,125 0,125 0,25 2 2 0,5 0,5 

B fragilis 7240-3085 / HA  1 0,25 8 0,03 0,125 0,125 2 1 0,5 1 

B fragilis 8012-27 / HA  2 <=0,03 16 0,03 0,125 0,125 2 0,5 0,125 2 

B fragilis 8037-3002 / HA  0,5 0,25 8 ≤0,015 0,125 0,125 ≥256 0,5 0,25 1 

B fragilis 8244-3052 / HA  4 0,25 8 0,125 0,03 0,125 1 0,25 0,125 0,5 

B fragilis 8111-5 / HA  1 0,25 2 ≤0,015 0,125 0,125 ≥256 0,5 0,125 1 

B fragilis 8114-25 (1) / HA  1 0,25 16 ≤0,015 0,125 0,125 1 0,5 0,125 1 

B fragilis 8218-47 / HA  1 0,25 8 ≤0,015 0,06 0,125 2 0,5 0,125 1 

B fragilis 6072-2 / HA  1 0,25 8 0,125 0,125 0,125 2 0,25 0,06 0,5 

B fragilis 7050-95 / HA  1 0,125 8 0,25 0,125 0,125 0,5 0,5 0,5 0,5 

B fragilis 7040-77 / HA  1 0,25 8 0,03 0,125 0,125 1 2 0,5 1 

B fragilis 7979-87 / HA  1 0,25 8 0,03 0,125 0,125 >256 1 0,5 0,5 

B fragilis 7116-129 / HA  0,25 0,25 8 0,03 0,125 0,125 1 0,5 0,06 0,5 

B fragilis 8276-47 / HA  0,5 0,25 8 0,03 0,125 0,125 1 0,25 0,125 0,5 

B fragilis 8233-3132 / HA  0,5 0,25 8 ≤0,015 0,5 0,125 0,5 0,25 0,125 0,125 

B fragilis 7133-18 / HA  0,5 0,25 16 0,03 0,125 0,125 1 0,5 0,5 0,5 
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Tabla 3: continuación 

B fragilis 9033-6 / HA  1 0,25 16 0,125 0,125 0,125 ≥256 0,5 2 0,5 

B fragilis 9070-9(1 ) / HA  4 0,25 2 0,03 0,06 0,125 0,125 1 0,25 0,5 

B. fragilis L270 / IL 1 <=0,03 8 0,25 0,125 0,25 1 0,25 0,25 0,5 

B. fragilis H989 / IL 1 <=0,03 8 1 0,125 0,25 2 0,25 0,5 1 

B. fragilis H327 / IL 1 1 8 0,125 0,25 0,25 1 8 0,25 1 

B. fragilis L142 / IL 1 <=0,03 8 0,25 0,125 0,25 2 0,25 0,25 1 

B. fragilis L149 / IL 1 1 8 1 0,25 0,25 1 0,25 0,5 0,125 

B. fragilis H755 / IL 1 <=0,03 8 0,25 0,25 0,25 1 0,5 0,125 1 

B. fragilis L40 / IL 0,5 0,25 8 0,03 0,125 0,25 2 0,5 0,25 0,25 

B. fragilis H32 / IL 1 <=0,03 8 0,125 ND 0,125 1 1 0,25 0,5 

B. fragilis L143 / IL 1 <=0,03 8 0,06 0,25 0,125 2 0,5 0,25 2 

B. fragilis L104 / IL 0,5 0,25 16 0,03 0,125 0,125 ≥256 2 0,5 0,06 

B. fragilis H737 / IL 0,5 0,25 8 0,03 0,125 0,125 1 0,5 0,125 0,5 

B. fragilis 575 / HT 1 <=0,03 8 0,03 0,125 0,125 1 0,25 0,25 1 

B. fragilis 591 / HT 1 <=0,03 8 0,125 0,125 0,25 1 0,25 0,125 0,5 

B. fragilis 617 / HT 1 <=0,03 8 0,03 0,125 0,125 2 0,25 0,25 1 

B. fragilis 646 / HT 1 4 32 0,25 0,125 0,5 ≥256 1 1 0,5 

B. fragilis 647 / HT 4 0,25 8 1 0,125 0,25 1 0,25 ≤0,03 1 

B. fragilis 681 / HT 1 <=0,03 8 0,25 0,25 0,25 1 0,5 0,25 0,25 

B. fragilis 684 / HT 1 0,125 4 ≤0,015 0,125 0,125 ≤0,125 0,25 0,125 0,125 

B. fragilis 685 / HT 8 <=0,03 16 0,06 1 0,5 0,25 0,25 1 0,25 

B. fragilis 700 / HT 1 <0,03 8 0,03 0,125 0,125 0,5 0,25 1 0,5 

B. fragilis 704 / HT 8 1 8 0,5 0,25 0,5 1 0,25 ≤0,03 1 

B. fragilis 711 / HT 1 <0,03 4 0,03 0,125 0,125 ≤0,125 0,5 2 0,25 

B. fragilis 712 / HT 8 0,125 8 0,03 0,125 0,25 2 8 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: Distribución de los valores de CIM para cada carbapenem en los 76 aislamientos no resistentes 

Categorías CIM ( µg/ml) 

Nro de  aislamientos por antibiótico 

 (Nro. acumulado / % acumulado) 

Imipenem Doripenem Ertapenem 

ES 

≤0.015 8 (8 / 10.5) 

  
0.03 17 (25 / 32.9) 1 (1 / 1.3) 

 0.06 7 (32 / 42.1) 2 (3 / 3.9) 

 0.125 12 (44 / 57.9) 40 (43 / 56.6) 37 (37 / 48.7) 

0.25 14 (58 / 76.3) 22 (65 / 85.5) 18 (55 / 72.4) 

SD 

0.5 11 (69 / 90.8) 2 (67 / 88.2) 13 (68 / 89.5) 

1 5 (74 / 97.4) 3 (70 / 92.1) 

 2 2 (76 /100) 2 (72 / 94.7) 3 (71 / 93.4) 

4 

 

3 (75 / 98.7) 5 (76 / 100) 

I 8 

 

1 (76 / 100) 

 ES: extrema sensibilidad, SD: sensibilidad disminuida, I: intermedio  
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Grafico 1: Distribución acumulada de los 76 aislamientos no resistentes entre 
los valores de CIM (µg/ml) de los 3 carbapenems ensayados.  

 

 

 

1.  Detección de la presencia de cfiA 

 

1.1 Extracción de ADN total por lisis térmica 

 

Se Inoculó la cepa en estudio en agar sangre anaerobio y se incubó durante 

48hs a 37ºC en anaerobiosis. Una ansada del cultivo se resuspendió en 200µl 

de agua MilliQ, se agitó con vórtex y se hirvió a baño María durante 10 minutos. 

Se centrifugó 2 minutos a 13.000 rpm en microcentrífuga y el sobrenadante se 

conservó a -20º C hasta su utilización. 
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1.2 Extracción de ADN cromosomal [86]  

 

Se cultivaron las bacterias en caldo LB (30-50 ml) a 37°C durante 24 hs, en 

atmósfera anaerobia. Se centrifugaron las células a 8000 rpm por 20 min, a 4°C 

en centrífuga Sorvall, rotor SS-34. Se resuspendieron los pellets bacterianos en 

5 ml de buffer NaCl/EDTA. Se agregó 1 ml de SDS 20% y se incubaron a 37°C 

por 10 min. Se adicionaron 0.2 ml de KCl 2.5 M y se mezclaron utilizando 

vortex. Se realizó la extracción con 5ml de cloroformo:isoamilico (24:1). Los 

restos celulares se eliminaron por centrifugación a 27000 g por 15 min, a 4C.  

Se transfirió la fase acuosa a un tubo estéril y se precipitó el ADN por 

tratamiento overnight con 2 volúmenes de etanol 95% frio. Se extrajo el ADN 

con varilla de vidrio y se transfirió a un tubo estéril. Se resuspendió el ADN en 

40 µl de buffer TE. 

 

1.3 Detección del fragmento interno de 339 pb de cfiA por amplificación por 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

 

Para la detección del fragmento interno de cfiA se empleó la siguiente mezcla 

de reacción y condiciones de ciclado. Se emplearon los oligonucleótidos GBI-

1F y GBI-2R, descriptos por Kato y col., cuyas secuencias se muestran en la 

Tabla 3 del Anexo I [87]  
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Mezcla de reacción Volumen (µl) 

Buffer 10X de Taq polimerasa 2.5 

Cl2Mg 25mM 2,5 

dNTPs 10mM 1,5 

GBI-1 F 10pM/µl 2.5 

GBI-2 R 10pM/µl 2.5 

Taq polimerasa 5 U/µl 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 
Extensión 

final 

 

Una alícuota de 5µl del producto de amplificación fue analizado utilizando 

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

acético glacial y EDTA). La electroforesis se llevó a cabo durante 30 min a 140 

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

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

Imager GelDoc XR Sistem, Bio-Rad.  

La detección de cfiA se llevó a cabo de manera individual en los aislamientos 

con alto nivel de resistencia a los carbapenems: imipenem, doripenem y 
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ertapenem (CIM≥32 µg/ml), empleando como molde ADN extraído por lisis 

térmica.  

La búsqueda de cfiA en los 76 aislamientos categorizados como intermedio (I), 

sensibilidad disminuida (SD) y extrema sensibilidad (ES) a los carbapenems se 

llevó a cabo a partir de pooles de ADN.  

Se evaluaron dos formas de preparación de los pooles de ADN a fin de 

comprobar su utilidad en la detección de cfiA 

 Pooles de mezcla de sobrenadante (MS): se prepararon incorporando 10 

µl de SN obtenido por lisis térmica de cada aislamiento sensible a ser 

incluido en el pool y 10 µl de SN obtenido por lisis térmica de 1 

aislamiento bacteriano control positivo (B. fragilis 3409). En la Tabla 1, 

Anexo I se muestra la composición 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 

200µl de agua milliQ las que posteriormente fueron sometidas a lisis 

térmica. En la Tabla 2, Anexo I se muestra la composición de los pooles 

MC 

En ambos casos los resultados obtenidos fueron equivalentes. Los pooles de 

ADN de MS fueron operativamente más sencillos de obtener y permitieron su 

conservación en freezer evitando subcultivar los aislamientos cada vez que se 

requirió efectuar una experiencia. En los ensayos posteriores llevados a cabo 

sobre los aislamientos que no presentaban resistencia a carbapenems se optó 

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:  

 

 Pooles de MS de los aislamientos procedentes del Hospital Nacional de 

Pediatría J. P. Garrahan (HG) e HIGA Dr. A Piñero, Junin (BA): 

           MSG1: B. fragilis (3409, 3189, 3091 y 3527) 

           MSG2: B. fragilis (3178, 3603, 3116 y 3654) 

           MSG3: B. fragilis (3584, 3010, 3589, 3590 y 3469) 

           MSG4: B. fragilis (3176, 3592, 3465, 3449 y 3350) 

           MSG5: B. fragilis (3601, 3653, 3543, 3579 y 3593) 

           MSG6: B. fragilis (3596, 3597, 3598, 3460 y 3455) 

           MSG7: B. fragilis (3452, 3447 y 3586)     

 

 Pooles de MS de los aislamientos procedentes del Hospital Alemán 

(HA): 

           MSA1: B. fragilis (7068-102, 8051-12, 8056-13, 302062 y 7085-121) 

           MSA2: B. fragilis (7123-90, 7177-61, 8244-3070, 7240-3085 y 8012-27) 

           MSA3: B. fragilis (8037-3002, 8244-3052, 8111-5, 8114-25 y 8218-47) 

           MSA4: B. fragilis (6072-2, 7050-95, 7040-77, 7979-87 y 7116-129) 

           MSA5: B. fragilis (8276-47, 8233-3132, 7133-18, 9033-6 y 9070-9) 

 

En los pooles donde se obtuvieron resultados positivos, los aislamientos fueron 

analizados de manera individual.  
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Los 11 aislamientos procedentes del Instituto de Investigaciones Médicas 

Alfredo Lanari (IL) y los 12 del Hospital General de Agudos Dr. E. Tornú (HT) 

fueron analizados de manera individual.  

 

2.  Identificación de cfiA/CfiA 

 

2. I  Detección del gen  cfiA completo  por PCR 

 

Se evaluó la presencia del gen codificante de la metalo-β-lactamasa CfiA en 

todos los aislamientos de B. fragilis  en los que se detectó la secuencia interna 

de 339 pb.  

Para amplificar y secuenciar el gen cfiA completo (750 pb) se diseñaron 

oligonucleótidos 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 empleó el programa Vector NTI 11.0 (Invitrogen). La secuencia de los 

oligonucleótidos diseñados se muestra en la Tabla 3 del Anexo I. Se empleó el 

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

Mezcla de reacción Volumen (µl) 

Buffer 10X de Tal polimerasa 2.5 

Cl2Mg 25mM 2,5 

dNTPs 10mM 1,5 

pcfiA START  F 10pM/µl 2 

pcfiA FIN F 10pM/µl 2 

Taq polimerasa 5 U/µl 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 
 

5 72 10 
Extensión 

final 

 

En cada caso, una alícuota de 5µl del producto de amplificación fue analizado 

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

ácido acético glacial y EDTA). La electroforesis se llevó a cabo durante 30 min 

a 140 mAmp y 90 Volts. Los productos fueron revelados con bromuro de etidio 

(0.5 µg/ml) y las bandas fueron visualizadas con un transiluminador UV, 

Molecular Imager GelDoc XR Sistem,  Bio-Rad. Los productos de amplificación 

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

 

2. 2  Identificación del alelo de cfiA 

 

El análisis de las secuencias obtenidas se realizó por comparación con base de 

datos, utilizando la herramienta BLASTn disponible en 

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

Por otro lado se realizó la descarga de todos los alelos de cfiA depositados en 

el GenBank. Utilizando la herramienta AlignX (ClustalW) del Programa Vector 

NTI 11.0 (Invitrogen), dichas secuencias fueron alineadas entre ellas y con las 

obtenidas para los aislamientos en estudio.  

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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2. 3  Traducción del  alelo de  cfiA 

 

Para la identificación de los cambios aminoacídicos presentes en cada una de 

las variantes de CfiA, las secuencias nucleotídicas obtenidas en los diferentes 

aislamientos en estudio así como aquellas provenientes de los alelos 

descargados de la base se tradujeron a proteína utilizando el programa Vector 

NTI 11.0 (Invitrogen). 

 

3.  Estudio del entorno genético de cfiA 

 

3.1 Identificación de IS previamente reportadas upstream a cfiA 

 

Para detectar las IS en la región upstream a cfiA en primera instancia se realizó 

la amplificación 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 amplificación es de aproximadamente 1.500 pb. Por el contrario,  

cuando el producto de amplificación presenta un tamaño aproximado de 400 pb 

no habría una IS asociada a cfiA [87]. Los productos obtenidos fueron 

purificados y enviados a secuenciar (Macrogen Inc.). 

También se utilizaron las siguientes combinaciones de oligonucleótidos 

específicos para la identificación de IS previamente reportadas en asociación a 

cfiA (Tabla 5):  
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Tabla 5: Oligonucleótidos específicos para la identificación de IS previamente 

reportadas 

IS Oligonucleótido-F Oligonucleótido-R Tamaño esperado (pb) 

IS942       IS942-F       CfiA3-R 940 
IS1186       IS1186-F       E-R 1319 
IS4351       IS4351-F       E-R 1042 
IS21       IS21-F       E-R 1014 
IS614-12       IS614-12-F       CfiA3-R 1670 

 

La secuencia de los oligonucleótidos diseñados se detalla en la Tabla 3 del 

Anexo I. Los fragmentos obtenidos por PCR fueron resueltos en geles de 

agarosa al 0,8%, teñidos con bromuro de etidio 0,5 μg/ml y visualizados con el 

transiluminador UV. Los productos de amplificación fueron purificados y 

enviados a secuenciar (Macrogen Inc.)   

 

3.2 Identificación de las regiones flanqueantes a cfiA por PCR Inversa  

 

La PCR Inversa se empleó en situaciones en las que el entorno no pudo ser 

mapeado usando las metodologías 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 reacción de PCR 

estándar no funcionaría. En la reacción de PCR inversa, se trata el ADN con 

una enzima de restricción 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 restricción se puede utilizar la herramienta digital 

disponible en http://insilico.ehu.es/digest/.  
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La región deseada debe quedar comprendida en un pequeño fragmento de 

restricción, el cual posteriormente se circulariza por complementariedad de los 

extremos cohesivos. Una vez circularizado el fragmento, se lleva a cabo una 

reacción de PCR estándar utilizando los cebadores divergentes mencionados 

previamente y una polimerasa que permita amplificar fragmentos grandes. Los 

amplicones obtenidos son secuenciados empleando dichos oligonucleótidos. 

 

 
Figura: Fundamento de la PCR Inversa. Las regiones X e Y representan las secuencias desconocidas que 
se desean estudiar. Los cebadores se diseñan 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 digestión 
con una enzima de corte frecuente. Se circularizan los fragmentos obtenidos. Alguno de ellos será el que 
presente la secuencias X e Y de interés. Las secuencias flanqueantes quedarán en contacto y los 
extremos 3' de los cebadores quedan orientados para que ahora pueda tener lugar la PCR estándar. 
 

Protocolo de PCR inversa:  

Se empleó como templado de la reacción ADN cromosomal (aprox 1.5 µg/ml) 

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

Se analizaron las frecuencias de corte de distintas enzimas con la página 

http://insilico.ehu.es/digest/. y se eligieron las enzimas: EcoRV, EcoRI y 

HindIII. 
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Se empleó la siguiente mezcla de reacción para la digestión (Vf: 20 µl).  

1  H2O MilliQ 9.9 µl  

2  10x Buffer EcoRI  2 µl  

3  ADN  8 µl  

4  EcoRV 20000U/ml  0.1 µl  

 

Se incubó overnight en baño a 37°C y se purificó la mezcla de digestión  con 

columnas de purificación de ADN Accuprep Gel Purification Kit. Se eluyó en 30 

μl de agua MilliQ precalentada.  

La ligación de los fragmentos de la digestión se realizó según se indica a 

continuación (Vf: 50 µl), incubando 1 hr a 22 °C. 

1  H2O  MilliQ 13 µl  

2  Buffer Ligasa  5 µl  

3  Fragmentos de ADN digerido purificado  30 µl  

4  T4 ADN LIGASA  2 µl  

 

La mezcla de ligación se empleó como molde para la siguiente reacción de 

PCR. 

Mezcla de reacción Volumen (µl) 

Buffer 10X con 15mM MgCl2  5 

dNTPs 10mM 5 

pcfiADS F 10pM/µl 5 

pcfiA3 R 10pM/µl 5 

Long Taq 5U/µll 0.25 

Agua MilliQ 4.5 

ADN Ligación 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 
Extensión 

final 

6 15 24 horas 
 

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

(Macrogen Inc.). 

 

3.3 Análisis de secuencias de ADN  

 

Las secuencias obtenidas se analizaron utilizando las herramientas 

http://blast.ncbi.nlm.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 realizó la identificación de regiones promotoras -35 y 

-10 en las zonas inmediatamente upstream a cfiA.

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://molbiol-tools.ca/Promoters.htm
http://molbiol-tools.ca/Promoters.htm
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RESULTADOS Y DISCUSION 

1. Detección 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 logró amplificar el fragmento interno de cfiA 

usando los cebadores GBI1-F y GBI2-R. En estos 3 aislamientos se había 

observado una franca disminución en el valor de CIM de imipenem en 

presencia de EDTA, lo que sugería la presencia de una metalo-

carbapenemasa.  

En la Figura 1 se observa el producto de amplificación 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 

negativo, calle 5: Marcador de peso 

molecular 1Kb. 

                         

 

 

Previo a la detección de cfiA en los 76 aislamientos no resistentes, se puso a 

punto la metodología de amplificación 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.  
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Figura.2: Electroforesis en gel de agarosa al 

0,8% de los amplicones obtenidos.  

 

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

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 amplificación del fragmento interno de cfiA en los aislamientos no 

resistentes se emplearon pooles de MS. Se obtuvo amplificación 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 llevó a 

cabo la amplificación de dicho marcador en cada uno de los aislamientos que 

componían los pooles positivos. Se logró la detección 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 observó una disminución de los valores de CIM de este antibiótico (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 inició el trabajo el valor 

de CIM de doripenem del aislamiento B. fragilis 3527 correspondía a la 

categoría 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 categoría de 

resistente.  

 

2.  Identificación del alelo de cfiA/CfiA 
 

Utilizando los cebadores pcfiA-START F y pcfiA-FIN R se amplificó el gen 

completo cfiA (750 pb) en los 7 aislamientos donde previamente se había 

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 amplificación 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. 
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En concordancia con estudios previos realizados en España, USA, Brasil y 

Turquía, en todos los aislamientos que presentaban resistencia a imipenem 

(CIM≥16µg/ml) se detectó la presencia de cfiA [23, 44, 78, 89]. Sin embargo, en 

este trabajo este marcador de resistencia se observó en algunos aislamientos 

categorizados como sensibles a dicho antibiótico, que presentaban valores de 

CIM (CIM=0,25µg/ml) muy por debajo del punto de corte de resistencia 

propuesto por las normas CLSI. Este hecho ha sido observado también por 

Treviño 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 determinó la necesidad de identificar las variantes 

alélicas de cfiA presentes en cada uno de los aislamientos así como de 

investigar la presencia de elementos que promuevan la expresión 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 

inequívoca 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 mostró 100% de identidad 

con las secuencias cfiA12, cfiA13 y cfiA15, depositadas en el GenBank. En la 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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tabla 6 se muestran los alelos de cfiA con los cuales las secuencias obtenidas 

en este trabajo mostraron 99% identidad. 

 

Posteriormente se llevó a cabo un análisis de los 16 alelos de cfiA depositados 

en el GenBank: 

cfiA1 (AB087225), cfiA2 (AB087226), cfiA3 (AB087228), cfiA4 (AB087229), 

cfiA5 (AB087230), cfiA6 (AB087231), cfiA7 (AB087232), cfiA8 (AB087233), 

cfiA9 (AB087234), cfiA10 (AB087227), cfiA11 (FM200784), cfiA12 (FM200786), 

cfiA13 (FM200787), cfiA14 (FM200789), cfiA15 (FM200790), cfiA16 

(FM200792). 

Se realizó el alineamiento de las secuencias correspondientes empleando la 

herramienta AlignX del Programa Vector NTI 11.0 (Invitrogen). Se incluyeron 

 

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

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

  

Aislamiento 
Alelos de cfiA depositados en 

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 
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las 7 secuencias nucleotídicas 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 

nucleotídicas depositadas en el GenBank. En la Figura 4 se muestran los 

alineamientos obtenidos. 
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Figura 4: Alineamiento múltiple de las secuencias nucleotídicas, utilizando la herramienta 
AlignX (CLUSTAL W) del Programa Vector NTI 11.0 (Invitrogen). 

 

En el alineamiento de las secuencias nucleotídicas se observa la total identidad 

entre los alelos cfiA4, cfiA5, cfiA7 y cfiA11; entre cfiA12, cfiA13 y cfiA15, y entre 

cfiA6 y cfiA16.  

A modo de ejemplo en la figura 5 se muestra el alineamiento de las secuencias 

de los alelos de cfiA4 (AB087229), cfiA5 (AB087230), cfiA7 (AB087232) y 

cfiA11 (FM200784). 
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Figura 5: Alineamiento de las secuencias nucleotídicas de los alelos 4, 5, 7 y 11 de cfiA 

 

A continuación se muestran los dendrogramas correspondientes a los 16 alelos 

depositados en GenBank, y a las secuencias obtenidas en el presente trabajo 

(Figuras 6 y 7).  



89 
 

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

 

Figura 7: Dendrograma correspondiente a las secuencias nucleotídicas 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.  
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En base a los resultados obtenidos del análisis 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 

nucleotídica entre sí con el número correspondiente a la primer 

secuencia completa depositada en la base de datos. De esta forma se 

consideraría como cfiA4 a los actuales alelos cfiA4, cfiA5, cfiA7 y cfiA11; 

como cfiA13 a los actuales alelos cfiA12, cfiA13 y cfiA15 y como cfiA6 a 

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

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

 

Como resultado de las modificaciones propuestas, a continuación 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). 

cfiA4 
(4,5,7,11) 

cfiA6 
(6,16) 

cfiA13 
(12,13,15) 
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Figura 9: Alineamiento de las secuencias nucleotídicas de los alelos curados de cfiA y las 

obtenidas en el presente trabajo. 

 

 

 

Figura 10: Dendrograma correspondiente a las secuencias nucleotídicas de los alelos curados 
de cfiA y las obtenidas en el presente trabajo. 
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Esta propuesta fue presentada en el último Congreso de la American Society 

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

correspondiente manuscrito. Consideramos que sería necesario curar la base 

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

 

Empleando el Programa Vector NTI 11.0 (Invitrogen) se realizó la traducción a 

proteína de las 7 secuencias nucleotídicas de cfiA obtenidas en el presente 

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

muestra el alineamiento de estas secuencias aminoacídicas y su 

correspondiente dendrograma (Figuras 11 y 12). Las variantes alélicas cfiA1, 

cfiA2, cfiA3 y cfiA 6 presentaron la misma secuencia aminoacídica.   
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Figura 11: Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de los alelos curados de cfiA y de las 

secuencias obtenidas en el presente trabajo. Con el rectángulo rojo se señalan las posiciones 

de polimorfismo en los residuos 79, 85, 113, 188 y 225 (Garcia y col.[91]). 
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Figura 12: Dendrograma de las secuencias aminoacídicas de CfiA depositadas en el GenBank y las 
obtenidas en el presente trabajo. 

 

En la tabla 7 se detallan las sustituciones nucleotídicas y aminoacídicas 

correspondientes a los alelos identificados en este trabajo, en comparación con 

los alelos depositados en base de datos con los cuales presentaban 99% de 

identidad nucleotídica.  
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Tabla 7: Sustituciones nucleotídicas en los alelos obtenidos en el presente trabajo y sus variantes 
aminoacídicas.  
 

Aislamiento 
Alelo con mayor 

semejanza 
(Nro Acceso 
GenBank) 

 

cfiA  CfiA 

Posición 

Nucleótido Codón1  

Posición 

Aminoácido 

Aislamiento / Alelo con 
mayor semejanza 

 
Aislamiento / Alelo con 

mayor semejanza 

B. fragilis 3091/ 
cfiA4 
(AB087229.1) 

138 T / C ATT / ATC  46 I: Ile / I: Ile 
150 C / T GGC / GGT  50 G: Gly / G: Gly 
213 T / G CCT / CCG  71 P: Pro / P: Pro 
396 G / A GGG / GGA  132 G: Gly / G: Gly 
441 C / T AGC / AGT  147 S: Ser / S: Ser 
738 C / T AAC /  ACT   T: Thr / T: Thr 
744 A / G AAA / AAG  248 K: Lys / K: Lys 

B. fragilis 3409/  
cfiA13 
(FM200787.1) 

744 A / G AAA / AAG 
 

248 K: Lys / K: Lys  

B. fragilis  3527/ 
cfiA2 
AB087225 

81 C / T GAC / GAT 
 

27 D; Asp / D: Asp 

B. fragilis  3010/ 
 cfiA13 
(FM200787.1) 

338 A / G AAG / AGG  113 K: Lys / R: Arg 
350 G / A CGA / CAA  117 R: Arg / Q: Gln 
396 A / G GGA / GGG  127 G: Gly / G: Gly 
744 A / G AAA / AAG  248 K: Lys / K: Lys 

B. fragilis  3116/ 
cfiA4 
(AB087229.1) 

31 T / C TTT / CTT  11 F: Phe / L: Leu 
81 T / C GAT / GAC  17 D; Asp / D: Asp 
236 T / C ATG / ACG  79 M: Met / T: Thr 
350 G / A CGA / CAA  117 R: Arg / Q: Gln 
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 A / G AAA / AAG  248 K: Lys / K: Lys 

B. fragilis  3178/ 
cfiA4 
(AB087229.1) 

138 T / C ATT / ATC  46 I: Ile / I: Ile 
150 C / T  GGC / GGT  50 G: Gly / G: Gly 
213 T / G CCT / CCG  71 P: Pro / P: Pro 
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 A / G AAA / AAG  248 K: Lys / K: Lys 

1Se señalan las sustituciones de nucleótidos del codón en letra roja. Las filas sombreadas indican 
cambios aminoacídicos  
. 

 

Como se observa en la tabla 7 no todas las sustituciones nucleotídicas 

detectadas significaron un cambio de aminoácido a nivel de la proteína. Sin 

embargo para los aislamientos B. fragilis 3010 y B. fragilis 3116 se observaron  

mutaciones puntuales que produjeron cambios aminoacídicos en las posiciones 
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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 
Mutación 
Posición 

CfiA 
Mutación 
posición 

B. fragilis 3091 cfiA4  CfiA4  

B. fragilis 3189 cfiA13  CfiA13  

B. fragilis 3409 cfiA13  CfiA13  

B. fragilis 3527 cfiA2  CfiA2  

B. fragilis 3010 cfiA13 G350A Variante nueva R117Q 

B. fragilis 3116 cfiA4 

 

T31C 

G350A 

Variante nueva 

 

F11L 

R117Q 

B. fragilis 3178 cfiA4  CfiA4  

 

CfiA13 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 identificó CfiA4 el cual había 

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

En los aislamientos sensibles se identificaron CfiA2, CfiA4, y 2 nuevos alelos 

(variantes de CfiA4 y CfiA13), no identificados previamente, cuyos números  

están pendientes de asignación.  

García 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 asoció 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 CfiA4) y MTKAD (variante de MTRAD de CfiA13), 

respectivamente. En conclusión, al igual que García y col., observamos que la 

ocurrencia de un polimorfismo en particular no necesariamente se asoció sólo 

con un fenotipo resistente.  

En consecuencia, como no se observó relación entre la presencia de distintas 

variantes alélicas y la resistencia observada en los microorganismos, se 

procedió al análisis del entorno genético de cfiA para intentar determinar la 

presencia de elementos que contribuyan a modificar su expresión.   

 

3. Estudio del entorno genético de cfiA 
 

A continuación se muestran los resultados de los estudios realizados para 

determinar el entorno genético de cfiA, empleando las diferentes metodologías 

detalladas en Materiales y Métodos: amplificación por PCR con cebadores 

generales, propuesta por Kato y col, amplificación de IS. empleando cebadores 

específicos, y PCR inversa.  

En la Tabla 3 del Anexo I se muestran los cebadores empleados en el estudio 

del entorno genético, su secuencia nucleotídica (5´-3´), su temperatura de 

apareamiento (TM) y su origen. En las Tablas 4 (a, b, c, d, e, f y g) del Anexo I 
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se muestran su ubicación relativa a cfiA y el tamaño del amplicón 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 amplificación 

por PCR utilizando los cebadores generales G-F y E-R (Kato y col.) se 

obtuvieron amplicones de aproximadamente 400 pb lo cual indicaría la 

ausencia de IS upstream a cfiA. En concordancia, las amplificaciones para 

IS1186, IS21 e IS942 empleando cebadores específicos (Tabla 4a, 4b, Anexo 

I), fueron negativas.  

 

 B. fragilis 3178: en la amplificación por PCR utilizando los cebadores 

generales G-F y E-R (Kato y col.) se obtuvo un amplicón de aproximadamente 

400 pb. A su vez, se logró amplificar un fragmento de aproximadamente 700 pb 

con los cebadores específicos para IS21. Sin embargo, cuando se combinaron 

los cebadores específicos para IS21 con los generales de Kato (IS21F en 

combinación con E-R) no se obtuvieron amplicones. Esto indicaría que IS21 

está presente en B. fragilis 3178 pero no flanqueando el gen cfiA, por lo que su 

influencia sobre la expresión de este marcador de resistencia sería nula. La 

presencia de IS21 ha sido reportada frecuentemente en B. fragilis, incluso 

como responsable de la expresión de cepA.  
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No se obtuvieron amplicones para IS1186 ni IS942, mientras que para IS4351 

se obtuvo un amplicón que no correspondía con el tamaño esperado (Tabla 4d, 

Anexo I).  

 

 B. fragilis 3527: Del mismo modo que en el resto de los aislamientos 

sensibles a imipenem, en la amplificación utilizando los cebadores generales 

G-F y E-R (Kato y col.) se obtuvo un amplicón de aproximadamente 400 pb lo 

cual indicaría la ausencia de IS upstream a cfiA. (Tabla 4f, Anexo I). Sin 

embargo, en el análisis de la secuencia correspondiente a este fragmento se 

detectó que 200/300 pb presentaban 99% de identidad con una secuencia 

parcial del IS1186 (Nro. de acceso X72300). Asimismo, para corroborar si la 

IS1186 se encontraba asociada a cfiA se realizó la amplificación por PCR con 

los cebadores IS1186-F y E-R. En este ensayo no pudo amplificarse la 

secuencia completa de la IS1186, lo cual presenta concordancia con la 

amplificación empleando con cebadores generales donde el fragmento 

obtenido era de aproximadamente 400 pb.  

No se obtuvieron amplicones para IS21 ni IS942, empleando cebadores 

específicos (Tabla 4f, Anexo I). 

Se realizó la predicción 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 región 

http://molbiol-tools.ca/Promoters.htm
http://molbiol-tools.ca/Promoters.htm
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upstream a cfiA que presentaba 99% de identidad con la secuencia parcial 

de IS1186.  

La IS1186 ha sido descripta en B. fragilis en asociación a cfiA, aportando los 

promotores necesarios para su expresión [51]. La presencia de ambos 

promotores en B. fragilis 3527 podría explicar los valores de CIM observados 

para doripenem (Tabla 3). Como se mencionó previamente el valor de CIM de 

doripenem del aislamiento correspondía a la categoría intermedia según 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 categoría de resistente. 

 

 

 

 

 

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 

 

 

 

http://molbiol-tools.ca/Promoters.htm
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Figura 14: Con rectángulos 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 expresión de cfiA requiere de 

secuencias de inserción inmediatamente upstream a cfiA [83]. A su vez, otros 

autores como Sóki y col., han propuesto que las cepas de B. fragilis portadoras 

de cfiA silente pueden convertirse espontáneamente en cepas con altos niveles 

de resistencia lo cual ocurriría con una frecuencia de 10-7 por célula, por 

generación [66, 92]. 

 

 Estudio del entorno genético de cfiA en los aislamientos resistentes a 

carbapenems: 

 

 B. fragilis 3409: En la amplificación 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 llevó a cabo la detección de las IS942, IS614, 

IS1186, IS4351 e IS21 utilizando cebadores específicos (Tabla 3 y 4 g, Anexo 

I). No se obtuvieron amplicones para IS1186 ni IS21 y los tamaños obtenidos 
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para IS942 e IS4351 no fueron los esperados. Se logró amplificar un fragmento 

de aproximadamente 1500 pb con los cebadores p614-12F y cfiA3R. La 

secuenciación de dicho fragmento permitió obtener 1434 nucleótidos 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 IS1380 y grupo IS942 decriptas en B. fragilis. De 

igual forma, con esta herramienta bioinformática se detectó que la secuencia 

IS612B es sinónima a la IS614C. En la figura 15 se muestran los alineamientos 

entre estos dos elementos de inserción y la secuencia upstream a cfiA hallada 

en B. fragilis 3409.                         

https://www-is.biotoul.fr/
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Figura 15: Alineamiento de las secuencias nucleotídicas de IS612B, 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 región inmediatamente adyacente al inicio de cfiA 

de B. fragilis 3409 las secuencias promotoras -10 y -35 necesarias para la 

expresión del gen codificante de CfiA (Figuras 16 y 17). 

http://molbiol-tools.ca/Promoters.htm
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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. 

 

 

Figura 17: Secuencias del entorno genético de cfiA en B. fragilis 3409. Con los cuadros rojo y 
verde se señalan las secuencias promotoras -35 y -10 de cfiA, respectivamente. El gen cfiA se 
marca entre corchetes amarillos, mientras que entre corchetes azules se señala el gen de la 
transposasa del IS612B. 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 IS942, descripto por Rasmussen y col. en 1991, fue encontrado en 

la región inmediatamente upstream a cfiA en cepas de B. fragilis resistentes a 

carbapenems. En el aislamiento en estudio, B. fragilis 3409, se encontró 

IS612B asociado a cfiA, la cual pertenece al grupo IS942. En concordancia con 

los reportes previos esta IS sería responsable de la expresión de este 

marcador de resistencia [93].  

 

 B. fragilis 3091: En la amplificación 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 logró amplificar las IS942, IS1186 ni IS4351 

(Tabla 4c, Anexo I). Se logró obtener un fragmento aproximadamente 1000 pb 

utilizando los cebadores específicos IS21-F y E-R cuya secuencia presentó 

99% de identidad con el gen codificante de la transposasa B (tnpB) de IS21 

(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 región 

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 detectó que la 

secuencia tnpB presenta identidad con el elemento ISBf1, de la familia IS21, 

pudiéndose identificar la IRR de dicha IS flanqueando el marco de lectura de la 

tnpB (Figuras 18 y 19).  
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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 

 

Figura 19: Secuencias del entorno genético de cfiA en B. fragilis 3091. Con los cuadros rojo y 
verde se señalan 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 señala el 3´del 
gen de la transposasa tnpB, de la ISBf1. 
 
 
 
 

ISBf1, perteneciente a la familia IS21, sería responsable de la expresión de 

cfiA en B. fragilis 3091. 

 

 B. fragilis 3189: En la amplificación por PCR utilizando los cebadores 

generales G-F y E-R (Kato y col.) no se obtuvieron productos de amplificación. 

En la amplificación utilizando cebadores específicos para las IS1186 e IS21 no 

3091 contig entorno

1064 bp

TnpB cfiA 3091

IRR

-10 promoter

-35 promoter
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se obtuvieron resultados positivos, y en la amplificación de IS942, IS4351 e 

IS614 no se obtuvieron amplicones del tamaño esperado (Tabla 4e, Anexo I). 

Se procedió al estudio del entorno genético mediante PCR inversa (Tabla 4e, 

Anexo I). Con la técnica de PCR inversa se logró amplificar un fragmento de 

aproximadamente 1850 pb empleando el cebador pcfiA3 R en combinación con 

pciADS F. La secuenciación de dicho fragmento con el primer pcfiA3 R permitió 

identificar, con 86% de identidad, el gen codificante de la TnpA de la IS613 

(Nro. de acceso  AB646744.1), utilizando la herramienta on line BLASTn 

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

line IS Finder Blast (https://www-is.biotoul.fr/) se detectó que dicha secuencia 

además presentaba identidad con ISBf12, familia IS1380, grupo IS942 y se 

pudo evidenciar que la transposasa del elemento ISBf12 presenta 96% de 

similitud con IS613 (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 región adyacente al inicio de cfiA.  

 

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 

 

3189 upstream y cfiA

1744 bp

cfiA 3189tnpA -10

-35

Cla I (701)

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://molbiol-tools.ca/Promoters.htm
http://molbiol-tools.ca/Promoters.htm
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Figura 21: Secuencias del entorno genético de cfiA en B. fragilis 3189. Con los cuadros rojo y 
verde se señalan 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 señala el 
extremo 3´del gen de la transposasa tnpA, de la ISBf12 
 
 

Soki y col. en una publicación del año 2006 encontraron distintos elementos de 

inserción inmediatamente upstream a cfiA en B. fragilis resistentes a 

meropenem e imipenem. Entre otros, describieron la presencia de IS613, 

IS614B, IS4351 [66]. Si bien en B. fragilis 3189 se detectó la presencia de una 

IS que presentó un 86% de identidad con IS613, las secuencias promotoras -10 

y -35 pudieron ser identificadas de manera completa. Estas, podrían ser 

responsables del fenotipo de resistencia observado. 

Por su parte, la secuenciación del producto de PCR inversa empleando 

pciA3DS F (Tabla 4e del Anexo I), correspondiente a la región downstream a 

cfiA, mostró un 98% de identidad con sugE (Nro. de acceso  AB646744.1). El 

gen sugE codifica para una pequeña proteína 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 sería necesaria para que los microorganismos 

portadores de cfiA resulten fenotípicamente resistentes a carbapanems. Su 

ausencia determina un comportamiento fenotípico variable según los diferentes 

carbapenems. Tal como se observa en este trabajo, y lo informan otros 

autores, imipenem sería peor sustrato para la enzima, respecto a doripenem y 

ertapenem.  

La inhibición con EDTA evidenció la presencia de la metalo-enzima en los 

aislamientos resistentes a carbapenems e incluso resultó útil en los 

aislamientos sensibles (dato no mostrado). Algunos autores, como Bogaerts y 

col., reportaron un 87% de sensibilidad en la detección de metalo-enzimas 

empleando tiras de E-test con la combinación meropenem+EDTA, contra un 

27% de sensibilidad usando la combinación 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 

sería necesario caracterizar cinéticamente las diferentes variantes de CfiA, la 

presencia/ausencia de elementos promotores usptream al gen codificante sería 

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 clínicos como en heces. Los 

laboratorios deben estar alertados para implementar metodologías que 
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rápidamente permitan el diagnóstico de cepas con resistencias emergentes, ya 

que la ganancia de resistencia en cepas sensibles puede ocurrir rápidamente 

debido a la transferencia de los elementos móviles.   
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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. 

 El gen cfiA fue detectado en todos los aislamientos de B. fragilis 

resistentes a imipenem, en los cuales, a su vez, se había detectado la 

presencia de una metalo-enzima por el ensayo de inhibición con EDTA  

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

imipenem.   

 En base a los resultados obtenidos del análisis 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 

cfiA4, cfiA5, cfiA7 y cfiA11; como cfiA13 a los actuales alelos cfiA12, 

cfiA13 y cfiA15 y como cfiA6 a los actuales alelos cfiA6 y cfiA16. 

 Las variantes identificadas fueron: CfiA13 se halló en 2/3 aislamientos 

resistentes y 1 sensible a imipenem; CfiA 4 se encontró en 1 aislamiento 

resistente y 1 sensible a imipenem; CfiA 2 se detectó en 1 aislamiento 

sensible. Por último, 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 identificó la ISBf1, de la familia IS21, 

asociada al gen codificante de CfiA4;  

o En B. fragilis 3409 se halló la IS612B, de la familia IS1380, grupo 

IS942, asociada al gen codificante de CfiA13. 
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o En B. fragilis 3189 se halló una secuencia que presentó 86% de 

identidad con IS613, asociada a CfiA13. IS613 presenta 

homología con ISBf12 de la familia IS1380, grupo IS942. 

 En ningún aislamiento sensible a imipenem se logró identificar IS. Sólo 

en 1 de ellos, B. fragilis 3527, se identificaron las secuencias promotoras 

-10 y -35 en la región adyacente a cfiA. Este aislamiento sería 

categorizado como resistente a doripenem según los puntos de corte 

actuales del CLSI A11A7. 

 

  



89 
 

ANEXO I 
 

 

 

 

 

 

 

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 
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Ubicación relativa de los cebadores mencionados en la tabla 3   

Tabla 3: Oligonucleótidos cebadores empleados en el estudio.  

Cebadores Secuencia 5´-3´  TM  Autores 

 → GBI1 F  CCC AAC TCT CGG ACA AAA GTG  62  Kato y col.  

GBI2 R ← AGT GAA TCG GTG AAT CCA TG    58 Kato y col.  

    GBI6 R ←  AAA GCA TCC  GGC AAT CGT TA  58  Kato y col.  

→ G F  CGC CAA GCT TTG CCT GCC ATT AT  70  Kato y col.  

    E R←  CTT CGA ATT CGG CGA GGG ATA CAT AA  76  Kato y col.  

→ IS942 F  TCC TCA ATA CAT GAG CCG C  58  Gutacker y col.  

     cfiA3 R←  GGT TGT TGA TAA CAA TCA TCC C  62  Gutacker y col. 

→ IS1186 F GAG AAT CAA GCT TCT CGC C  58  Podglajen  y col.  

    IS1186 R←  CCC CGA ATT CGC CTT TGC CCG TA  74  Podglajen  y col.  

→ IS4351 F AAC CGA GGA TCC AAG GTA TGC AAT TTCT         80  Podglajen  y col 

    IS4351 R←  GTA TCC AAG CTT TTT ACG AGG TCG ATT  76  Podglajen  y col.  

→ IS21 F  GCT GGT TGA  ATA TGC ACG GC  62  Este trabajo 

    IS21 R←  CGT GCC TAT ATC CGT GTT TTG 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 ATT TTG CCA TG  66  Este trabajo 

    p3457 R←  CTG TGC CAT AAC TGC GAC AGG GAA  74  Este trabajo 

→ pcfiA-START F  ATG AAA ACA GTA TTT ATC CTT ATC T  62  Este trabajo 

→ pcfiADS F  CAT ACC AAG CAG ATC GTG AAC C  66  Este trabajo 

 pcfiA-FIN R←  CTA TGG TTT TGA GGT GCT TTC TA       64  Este trabajo 
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Tabla 4: Combinaciones de cebadores utilizados en el estudio del entorno, tamaño del 
amplicón y ubicación relativa a cfiA 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4a: En B. fragilis 3010 

upstream cfiA Bf 3010 downstream Amplicón  (pb) 

    → GBI1 F    GBI6 R ←  -  

→ G F  E R←  400  

→ IS942 F  cfiA3 R←   - 

→ IS1186 F 
     IS1186 R←  

  -  

→ IS21 F 
     IS21 R←  

  -  

-: negativo  

 

Tabla 4b: En  B. fragilis  3116 

upstream cfiA Bf 3116 downstream Amplicón  (pb) 

    → GBI1 F   GBI6 R ←  - 

→ G F  E R←  400   

→ IS942 F  cfiA3 R←   -  

→ IS1186 F 
     IS1186 R←  

  - 

→ IS21 F 
     IS21 R←  

  - 

-: negativo  
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Tabla 4d: En  B. fragilis 3178 

upstream cfiA Bf 3178 downstream Amplicón  (pb) 

 → GBI1 F  GBI6 R ←  -  

→ G F   E R←   400 

→ IS942 F  cfiA3 R←    - 

→ IS1186 F 
     IS1186 R←   

 - 

→ IS4351 F 
     IS4351 R←   

 300  

→ IS21 F 
     IS21 R←   

 700 

→ pIS21 F   E R←   - 

→ IS4351 F   E R←   - 

-: negativo 

  

Tabla 4c: En  B. fragilis 3091 

upstream cfiA Bf 3091 downstream Amplicón  (pb) 

 → GBI1 F GBI6 R ← - 

→ G F E R←  500   

→ IS942 F cfiA3 R←  - 

→ IS1186 F 
IS1186 R←  

 - 

→ IS4351 F     
IS4351 R←  

 - 

→ IS21 F E R←  1000 

-: negativo 
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Tabla 4e: En  B. fragilis 3189 

upstream cfiA Bf 3189 downstream Amplicón  (pb) 

 → GBI1 F  GBI6 R ←  1000  

→ G F  E R←   -  

→ IS942 F  cfiA3 R←   540  

→ IS1186 F 
     IS1186 R←  

  - 

→ IS4351 F 
     IS4351 R←  

  350   
 

→ IS21 F 
     IS21 R←  

  -  

→ p614-12 F  cfiA3 R←   950  

 pcfiA3 R← PCR Inversa→pciADS F   1850  

-: negativo 

Tabla 4f: En  B. fragilis 3527 

upstream cfiA Bf 3527 downstream Amplicón  (pb) 

  → GBI1 F  GBI6 R ←  900 

→ G F  E R←   400 

→ IS942 F  cfiA3 R←   - 

→ IS1186 F 
     IS1186 R←  

  - 

→ IS1186 F   E R←   - 

→ IS1186 F   p3457                          - 

→ IS21 F 
     IS21 R←  

  - 

-: negativo 
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Tabla 4g: En  B. fragilis 3409 

upstream cfiA Bf 3409 downstream Amplicón  (pb) 

  → GBI1 F  GBI6 R ←  1000 

→ G F  E R←   1500 y 470 

→ IS942 F  cfiA3 R←   540 

→ IS1186 F 
    IS1186 R ←  

  - 

→ IS4351 F 
    IS4351 R ←  

  350 

→ IS21 F 
     IS21 R ←  

  - 

→ p614-12 F  cfiA3 R ←   1500 

-: negativo 
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