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RESUMEN

RESUMEN

Haemophilus influenzae causa meningitis e infecciones agudas en el tracto
respiratorio y en la piel, el tratamiento mas comudn son los antibiéticos pB-
lactdmicos; sin embargo, también es frecuente que las cepas de H. influenzae
sean resistentes a estos antimicrobianos mediante dos mecanismos: la produccion
de enzimas B-lactamasas de tipo TEM-1 dando el fenotipo de cepas B-lactamasa
positiva ampicilina resistente (BLPAR) y la sintesis de la proteina de union a
penicilina tipo 3 con sustituciones aminoacidicas, dando el fenotipo B-lactamasa
negativa ampicilina resistente (BLNAR). Cuando se presentan los dos
mecanismos, se origina un tercer fenotipo llamado B-lactamasa positiva, acido
clavulanico resistente (BLPACR). En el gen blatem, se han reportado cambios en
la region reguladora que originan la existencia de tres diferentes promotores: P3,
Pdel y Pa/Pb que podrian tener mayor o menor afinidad por la ARN polimerasa;
sin embargo, hasta este momento no se ha comprobado cual de estos promotores
es el mas fuerte.

En este trabajo, se determind la susceptibilidad por concentracion minima
inhibitoria (CMI) hacia algunos antibioticos B-lactamicos de un grupo de cepas de
H. influenzae productoras de B-lactamasa; se identifico el gen blargy, se buscaron
las cajas promotoras y se evalud la expresion del gen blargv bajo dos condiciones
de cultivo, en medio con ampicilina y sin ella. Se encontré que todas las cepas
seleccionadas fueron resistentes a ampicilina (entre 4 y 128 ug/ml); a pesar de
gue todas las cepas fueron productoras de B-lactamasa TEM-1, tuvieron diferentes
perfiles de susceptibilidad observando que algunas cepas como la BUAPNan
(Pdel) y BUAP172178 (Pa/Pb) tuvieron susceptibilidad disminuida hacia
cefalosporinas de 3ra y 4ta generacion y ademas resultaron resistentes a la
amoxicilina/acido clavulanico (32/16 y 16/8 ug/ml), mientras que otras cepas como
la BUAP28 (Pdel) solo fue resistente a ampicilina. Mediante ensayos de qRT-PCR
en tiempo real, se evalud la expresion relativa del gen blatgy en las cepas ATCC
33930 (P3), BUAPNan, BUAP28 y en la BUAP172178 observando que la
presencia de los promotores Pdel y Pa/Pb incrementan la expresion del gen blarey
y que la ampicilina induce la expresion del mismo gen en algunas de las cepas
estudiadas con los promotores P3 y Pa/Pb.

Por otro lado, el gen ftsl que codifica la PBP-3 se amplific6 por PCR y se
identificaron mutaciones en la proteina, encontrando sustituciones en aminoacidos
en la region amino terminal de las cepas BUAP 172178, BUAPNan y ATCC 33930;
ademas, la cepa BUAP172178 presentd multiples sustituciones en el extremo
carboxilo terminal correspondiente a la parte catalitica de la proteina.

En conclusion, la expresion del gen blaregw a partir de los promotores Pa/Pb o Pdel
en las cepas BLPAR puede ser el mecanismo responsable del incremento en los
valores de la CMI hacia ampicilina y amoxicilina, que también se ve favorecida por
la ampicilina, la cual promueve la sobreexpresion del gen. Ademas, en las cepas
BLPACR, la presencia de mutaciones en el dominio catalitico de la PBP-3, pueden
ser la causa de la resistencia a la amoxicilina/ 4cido clavulanico y la disminucién
de la susceptibilidad a cefalosporinas de 3ra y 4ta generacion.
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1. INTRODUCCION

1.1. Haemophilus influenzae

1.1.1. Caracteristicas generales

Es un coco-bacilo Gram negativo inmdvil no esporulado, pleomorfico con un
tamafio menor de 1 um de ancho y 0.5-2 um de largo. Es un microorganismo
quimiorganotroéfico, reduce nitratos a nitritos, oxidasa y catalasa positivos, ademas
tiene la capacidad metabolica de fermentar carbohidratos como: glucosa, xilosa y
ribosa, no produce gas, produce ureasa y triptofanasa. El crecimiento optimo se
alcanza de 18 a 24 horas a una temperatura entre 35-36 °C, a un pH de 7.4-7.8 y
en atmosfera con concentraciones de CO, entre 5-10%. Se le considera un
germen “fastidioso” pues para su crecimiento requiere la adiciéon de factores
presentes en la sangre como la protoporfirina IX o hemina denominada factor X
gue la bacteria utiliza en la sintesis de catalasa, peroxidasa y en el sistema de
transporte en los citocromos. Otro factor de crecimiento es el factor V o NAD
siendo una coenzima termolabil de la piridina, una de las principales enzimas de

o6xido reduccion del metabolismo celular.

1.1.2. Clasificacién

H. influenzae se clasifica en 8 biotipos basados en tres reacciones bioquimicas:
produccion de indol, descarboxilacién de ornitina y actividad de la ureasa; esta
caracterizacion tiene utilidad epidemiolégica, ya que se ha demostrado que el
biotipo de una cepa esta relacionado con la fuente de aislamiento. Por otro lado, la
presencia de una capsula permite la serotipificaciéon con base en la composicion

guimica del polisacarido especifico capsular, por lo que existen 6 serotipos
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denominados con las letras a, b, c, d, e, f. Cuando los aislamientos no pueden
serotipificarse se les denomina cepas no tipificables (NT) (Rodriguez et al., 2010).

1.1.3. Patogénesis

H. influenzae es un parasito obligado de la mucosa de humanos, causante de
infecciones de tracto respiratorio superior e inferior, tanto en adultos como en

nifnos.

Las cepas capsuladas del serogrupo b y otros serogrupos causan enfermedades
invasivas en nifios como meningitis y epiglotitis aguda, celulitis, osteomielitis,
artritis y neumonia. Mientras que la colonizacion con cepas no capsuladas es mas
frecuente y se encuentran asociadas a otitis media, bronquitis y sinusitis, tanto en

ninos como adultos.

Los antibidticos B-lactamicos en especifico la ampicilina y la amoxicilina en
combinacién con inhibidores de B-lactamasas como sulbactam y acido clavulanico
son el tratamiento de primera mano para las infecciones causadas por H.
influenzae. También es frecuente utilizar cefalosporinas como cefuroxima,
cefaclor, cefotaxima y ceftriaxona que son cefalosporinas de segunda y tercera

generacion.

1.2. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

La gran capacidad de adaptacion que presentan las bacterias para evadir los
mecanismos de accion de los antimicrobianos, junto con el uso inadecuado y
poco controlado de la terapia antimicrobiana ha dado como consecuencia la

aparicién, propagacion y persistencia de microorganismos resistentes, por lo que
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se dice que la resistencia antimicrobiana se ha vuelto un problema de Salud
Publica a nivel mundial, no solo porque se prolonga la duracién de una infeccion,

sino también porque se encarece la asistencia médica.

En general, son cuatro los mecanismos principales de resistencia a

antimicrobianos:

1.- Modificacion del sitio blanco de accién del farmaco en la célula.

2.- Cambio en la permeabilidad de la célula para el antibidtico.

3.- Activacion de bombas que expelen al farmaco de la célula.

4.- La produccion de enzimas u otros componentes que desnaturalizan o inactivan

el antibioético.

Las bacterias pueden presentar uno 0 mas mecanismos de resistencia que
pueden ser adquiridos a través de la transferencia de elementos genéticos moviles
como plasmidos, o transposones hacia células susceptibles desde bacterias

resistentes o bien, por mutaciones en genes cromosomales.

1.3. MECANISMOS DE RESISTENCIA EN H. influenzae.

El mecanismo de accion de los B-lactamicos esta relacionado con la unién
covalente a las proteinas de unidon a penicilina denominadas PBP que se
encuentran en la membrana citoplasmatica y que participan en la sintesis del
peptidoglicano que forma la pared celular; en especifico los B-lactamicos inhiben
irreversiblemente la transpeptidacion por acilacién de las PBP, con lo cual la pared
celular se debilita lo suficiente como para favorecer la lisis osmaética de la célula

bacteriana (Pascuzzo et al., 2008).
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Figura 1. Mecanismo de accion de antibiéticos B--lactamicos. (Suarez & Gudiol,
2009)

La efectividad del tratamiento que se emplea en nifios y en adultos se ve afectado
por la resistencia a antibiéticos B-lactamicos, por lo cual esto se ha convertido en
un gran problema de Salud Publica (Dabernat et al., 2002). Son dos los
mecanismos principales en H. influenzae que le otorgan resistencia a los
antibidticos R-lactamicos: la produccién de enzimas llamadas 3-lactamasas tipo
TEM-1 y con menor frecuencia ROB-1, ambas enzimas se encuentran dentro del
grupo 2b en la clasificacion de Bush-Jacoby y Medeiros, y de clase A segun la
clasificacion de Ambler, cuyas caracteristicas son la capacidad de hidrolizar
penicilinas y el ser inhibidas por el acido clavulanico (Bush, Jacoby, & Medeiros,
1995; Ambler et al., 1991). El segundo mecanismo corresponde a cambios en la
proteina de union a la penicilina (PBP) tipo 3, que se encarga de la formacion del
septo durante la division celular. Las sustituciones aminoacidicas en la PBP-3 son
muy importantes para expresar el fenotipo de resistencia (Kaczmarek et al., 2004).
Se ha descrito que los cambios dentro de la PBP-3 se encuentran en tres
dominios conservados KTG, SSN y STVK dentro de la region catalitica (Barbosa
et al., 2011; Skaare et al., 2010).

Para facilitar el trabajo, las cepas resistentes de H. influenzae se han clasificado

en tres grupos: como BLPAR a las cepas productoras de B-lactamasa ampicilina
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resistentes, como BLNAR a cepas no productoras de [(-lactamasa pero que son
ampicilina resistentes por modificaciones en la PBP-3 y cepas con ambos
mecanismos de resistencia, denominadas de p-lactamasa positiva &cido

clavulanico resistentes (BLPACR).

Las cepas con fenotipo BLPACR se han encontrado con poca predominancia y se
caracterizan por tener altos niveles de resistencia a la ampicilina y amoxicilina
junto a la disminucion de la sensibilidad a amoxicilina- acido clavulanico (S.
Tristram, Jacobs, & Appelbaum, 2007). Hasta ahora se sugiere que la resistencia
a amoxicilina-acido clavulanico podria deberse a la hiperproduccion de -
lactamasas TEM-1 o la presencia de una nueva B-lactamasa, o la produccion de
PBP’s alteradas superpuestas en la B-lactamasa TEM-1. En un estudio del 2010,
se aislaron cepas con perfil BLPACR con produccion de B-lactamasa TEM-1 y
multiples mutaciones en el gen ftsl, correspondientes a sustituciones

aminoacidicas encontradas comunmente en las cepas BLNAR (Bae et al., 2010).

1.3.1. Gen bIaTEM

Las B-lactamasas rompen el enlace amida del anillo B-lactdmico, previa union al
grupo carboxilo, con lo que los B-lactdmicos pierden la capacidad de unirse a las
PBP.

Existen dos esquemas de clasificacion de las B-lactamasas, la clasificacion
molecular segun Ambler basado en la secuencia de aminoacidos obteniendo 4
grupos de enzimas: A, C, y D las cuales poseen serina en su sitio activo para la
hidrdlisis de los antibidticos B-lactamicos y la clase B o metaloenzimas las cuales
requieren iones divalentes de zinc para la hidrdlisis del antibiético; por otro lado,
existe la clasificacion de Bush-Jacoby-Medeiros basada en los perfiles de
substratos e inhibicion de las B-lactamasas, y su ubicacion genética (codificados

en plasmidos o cromosoma).
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En H. influenzae se da con frecuencia la produccion de B-lactamasa TEM-1 siendo
el principal mecanismo de resistencia a la ampicilina, ademas esta asociada a la
presencia de plasmidos conjugativos especificos de este género, los cuales
pueden también generar resistencia a cloranfenicol, trimetoprim, quinolonas vy
tetraciclinas (Farrell et al., 2005; Leaves et al., 2000; Roma & Canto, 2004; Snell,
Perry, & Brown, 1991). Siendo asi, encontramos a la B-lactamasa TEM-1 dentro
del grupo 2b, que hidroliza cefalosporinas y penicilinas, y es inhibida por acido

clavulanico (Bush et al., 1995).

blarem es el gen que codifica a la B-lactamasa TEM, se encuentra en los
transposones de resistencia bacteriana Tnl, Tn2 y Tn3 los cuales estan
estrechamente relacionados. Tn2 y Tn3 codifican a la misma proteina TEM pero
difieren entre ellos en tres nucledtidos de su secuencia (Bailey, et al., 2011). El
gen blarem en H. influenzae parece estar asociado con los promotores P3, el
Pa/Pb que se forma por el sobrelapamiento de dos cajas promotoras y la variante
Pdel producida por una delecion en la region promotora, este Gltimo se asocia en
algunos casos con la resistencia a cefaclor (Tristram, Hawes, & Souprounov,
2005). Aunque, la presencia del gen blagos también se ha relacionado con el

incremento de la CMI hacia cefaclor (Karlowsky et al, 2000).

El andlisis de la secuencia nucleédtidica de los genes blargy codificados en
plasmidos, en miembros de la familia Enterobacteriacea (E. coli y K. pneumoniae),
ha permitido observar que la expresion de esos genes es controlado por diferentes
promotores, dentro de los cuales se encuentran P3, Pa/Pb y Pdel (Fre, Poirel, &
Nordmann, 2002). El promotor P3 corresponde al promotor nativo del gen blatgw,
con sus cajas correspondientes a las regiones -10 y -35 asi como la posicién 32
de la base citosina (C32) de acuerdo al sistema de numeracion de Sutcliffe
(Sutcliffe, 1978), y se asocia con la resistencia natural hacia ampicilina tanto en
enterobacterias como en H. influenzae. ElI promotor Pa/Pb se caracteriza por un

cambio de base de C32T que conduce al sobrelapamiento de las regiones -35
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(Promotor Pb) con la -10 (Promotor Pa), este promotor se ha asociado con un
incremento hasta de 10 veces mas la resistencia hacia amoxicilina en H.
influenzae. La caracteristica del promotor Pdel, es la delecion de 135 pb en la
region reguladora y la sustitucion de G162T (Figura 2), lo cual crea tedricamente
un promotor mas fuerte compuesto por las cajas -35 (Promotor Pa) y la -10
(Promotor P3) (S. Tristram et al., 2007). La afinidad de la RNA polimerasa a cada
uno de los promotores es diferente, lo cual cambia la expresion del gen blargwy da
lugar a diferentes niveles de resistencia a antibiéticos 3-lactamicos (Garcia-Cobos,
Campos, Cercenado, et al., 2008%). Sin embargo, esto no ha sido demostrado para
H. influenzae, pues las evidencias consisten unicamente en evaluar los valores de
CMI hacia los antibioticos B-lactamicos, confirmar la presencia del gen blarem Yy
determinar el promotor que posee, para asociar un grupo de cepas con resistencia

incrementada hacia un B-lactamico y la presencia de un promotor en especifico.

32 R0 i 1093
P3 ggcactitcggggaaatgtgcgcggaaccectantgtatuttctaaatacafl TCAAA argmt::g:l:atgaGACAATaa
162
ccctgataaatgcticaataatatigaaaaaggaagagt
-35Pa 358 -10P3 -10Pb
[y -
e TGAAG:gaaaggg::x:iGTGAMCGCTza:::tzata;gx AATGTlaigataataatggructiagacgicag
Sermnnnnad
Pa/Pb -
gtggcacuicggggaaagigcgeggaaccectanguantctaaatacal | CAAAargratce :::atgagzé\__(;_f\ﬁja
accctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagt
35Pa
wc[TTGAAG]cgaaaggscct:GTGATACGC Cratttttataggt TAATG Tcatgataataatgaiticitagacatcaggta
Pdel 3k -10P3
gcacuucggggantglgcgcggncccctamgmaumctanmcaTTCAAAta(gtuccgcxcatgaTACAATM:::

tgataaatgcticaataatattgaaaaaggaagagt 1
Figura 2. Variantes del promotor P3 del gen blargy, Region promotora del gen blargy con P3,
Pa/Pb y la region de 135pb que se puede remover (Pdel). Las cajas en azul, verde y rosa
representan las regiones -35 y -10 de los promotores P3, Pa/Pb y Pdel, respectivamente. En letras
negritas y grandes representan aquellas sustituciones ocurridas entre tipos de promotores. La
regiéon en sombra representa los 135pb (C23 a C157) deletados en el nuevo promotor (Fre et al.,

2002; Tristram et al., 2005).
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El segundo mecanismo de resistencia en H. influenzae no es enzimatico ya que
involucra la disminucion de la afinidad de los antibidticos B-lactdmicos por las
proteinas de unidon a la penicilina debido a la sustitucion de aminoécidos
generadas por mutaciones en el gen ftsl que codifica para la PBP-3. PBP-3 es una
transpeptidasa necesaria para el entrecruzamiento del peptidoglicano durante la
septacion en la division celular (Barbosa et al., 2011).

Se ha descrito que las principales mutaciones asociadas con la resistencia a los -
lactamicos se encuentran en tres dominios dentro del sitio activo de la proteina:
STVK (posicion 327-330), SSN (posicion 379-381) y KTG (posicion 512-514)
(Tabla 1). En esta ultima region se han encontrado dos mutaciones asociadas al
incremento de la resistencia a ampicilina y a cefalosporinas, sobre todo en
aquellas cepas que no producen B-lactamasa. Estas mutaciones son la N526L y la
R517H, la primera incrementa hasta dos veces la resistencia a ampicilina y hasta
8 veces a cefalosporinas como la cefuroxima (Osaki et al., 2005). Mientras que el
incremento aun mayor de la resistencia se debe a la combinacién de mas
sustituciones en la PBP-3. De acuerdo con Ubukata et al., 2001, los aislados con
sustituciones R517H o N526K cerca del motivo conservado KTG son designadas
dentro del grupo | y grupo Il en cepas BLNAR, respectivamente, mientras que los
aislados con sustituciones M3771, S385T y L389F cerca del motivo SNN en
adicion con N526K se encuentran en cepas del grupo Il BLNAR (Ubukata et al.,
2001). Posteriormente, se asignd un sistema de subgrupos en donde se agregaron
otras sustituciones en la PBP-3 (Dabernat et al., 2002). Por otro lado, Hasegawa
definio aislados con sustituciones Unicamente cerca del motivo KTG como low-
BLNAR y aislados con sustituciones alrededor de KTG y SSN como grow-BLNAR
(Hasegawa et al., 2004).
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Tabla 1. Sustituciones aminoacidicas en el gen ftsl de Haemophilus influenzae.

(Garcia-Cobos et al., 2013; Barbosa et al., 2011)

Sustituciones aminoacidicas

G
R . .
U motivo STVK motivo KTG
P Thr Lys Leu Ser Met Met Ser Ala lle lle Gly
0 E—— 352 355 356 357 377 391 385 437 449 475 490
Lys lle Asp Ala Arg lle Asn Ala Thr Val
344 348 350 502 517 519 526 530 532 547
| His Ser
Lys
lla Lys Ser
Val Lys
Glu Val Lys
Ib Asn lle val Lys
Asn lle Glu Val Lys
Asn Ser Val Leu Lys
lic Thr Lys
Asn Thr Lys
Ild val Lys
- . lle
like Asn lle Thr His Ser
lle
Leu
Thr
Asn
a Asn Ser
M Val
Val
Va Ser
Arg Asn Gly Thr | lle
Arg Asn Gly Thr Va lle Ser

&M, miscellanea

En el fenotipo B-lactamasa Negativa Ampicilina Resistente que presenta

este

mecanismo, se han observado bajos niveles de resistencia a 3-lactamicos y a sus

combinaciones con los inhibidores cuando no estd involucrado algun otro

mecanismo de resistencia, como sucede con el fenotipo BLPACR el cual combina

la produccion de B-lactamasa con la presencia de mutaciones PBP-3 lo que lleva a

tener altos niveles de resistencia a ampicilina y amoxicilina, y la disminucion de la

susceptibilidad al acido clavulanico (Tabla 2).
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Numerosos autores han propuesto que los puntos de corte para las cepas BLNAR
deben ser cambiados para que este fenotipo de resistencia se detecte mas rapido
en las cepas de H. influenzae, algunos autores se inclinan por valores de CMI =1
mg/L para ampicilina y para cefixima CMI 20.5 mg/L, los cuales podrian ser
indicativos de mutaciones en el motivo SSN (Jansen et al, 2006; Ubukata et al,
2003). Por ultimo, valores de CMI =22 mg/L para amoxicilina con &cido clavulanico,
indicaria alta probabilidad de ser cepas con fenotipo BLPACR. Diferentes grupos
de investigadores analizaron la posible correlacion de las mutaciones con los
niveles de resistencia a los diferentes B-lactamicos, y en general coinciden en que
las sustituciones de aminoacidos como Asn526Lys (N526K) o Arg517His (R517H),
cerca del motivo KTG, se encuentran comunmente en los aislados con resistencia
moderada a cefotaxima (CMI 0,03 a 0,25 mg/L), y sustituciones adicionales de
aminoacidos cerca del motivo SSN, como Met377lle (M3771), Ser385Thr (S385T)
y/lo Leu389Phe (L389F), se encontraron con frecuencia en los aislados con
mayores niveles de resistencia a cefotaxima dando lugar a valores de CMI hasta

60 veces superiores a la establecida (Mirelis & Navarro, 2011).

Tabla 2. CMI de B-lactamicos frente a cepas de Haemophilus spp. Segin mecanismo de

resistencia (Mirelis & Navarro, 2011).

CMI (mg/L) de:

Fenotipo Ampicilina Amox/Clav Cefaclor Cefuroxima Cefixime Cefotaxima

Sensible
(BLNAS) 0.06-0.5 0.25-1 1-4 0.006-1 0.015-0.06 0.008-0.03
BLPAR 2-64 0.25-2 1-8 0.25-2 0.015-0.12 0.008-0.03
BLNAR
Motivo
KT_G 0.5-4 1-4 2-16 0.5-16 0.015-0.25 0.015-0.25
Motivo 0.5-4
SSN 1-4 1-4 4-64 2-16 ) 0.25-4
BLPACR 2-64 1-4 4-16 1-4 0.03-0.25 0.12
BLNAR
+ACIAB 4-16 ND ND ND ND ND
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2. ANTECEDENTES

El primer reporte de resistencia en H. influenzae a nivel mundial fue hacia la
ampicilina en 1974. Demostrando afios mas adelante que la resistencia se debe a
la produccién de B-lactamasas mediadas por pldsmidos capaces de hidrolizar e
inactivar a la ampicilina. Los datos de la prevalencia de la resistencia
antimicrobiana en H. influenzae son variables de un pais a otro, inclusive dentro
de un mismo pais, una ciudad y hasta entre hospitales de la misma region. En
estudios recientes con portadores faringeos, los porcentajes de resistencia a
ampicilina y cloranfenicol fueron variables y dependen de la poblacién estudiada.
En general la resistencia a la ampicilina se encuentra alrededor del 20% y al
cloranfenicol en algunos paises es nula o muy baja, mientras que la resistencia
hacia macrélidos es variable debido a que H. influenzae es intrinsecamente

resistente a este grupo de antimicrobianos (Bogdanovich et al., 2006).

En un estudio realizado en el Hospital Infantii de México Federico Gémez el
porcentaje de cepas productoras de [B-lactamasas fue del 22% con resistencia a
diversos antibidticos B-lactamicos (Sepulveda et al., 2002). En otro estudio
también en México durante el afio 2009, se menciona la presencia de un 14% de
resistencia a ampicilina, un 44% de resistencia a trimetoprim/ sulfametoxazol, y de
un 9.6% hacia claritromicina, entre otros antimicrobianos, indicando la presencia
de multirresistencia en el 2.8% de las cepas de un total de 250 aislamientos de H.
influenzae (Rodriguez et al., 2009). Nuestro grupo de trabajo ha reportado en un
grupo de cepas pertenecientes a la Ciudad de Puebla y de Minatitlan, obtenidas
durante el afio de 1997, la presencia de un 12% de cepas de H. influenzae
productoras de [-lactamasas aisladas de faringe de nifios portadores no
vacunados que asistian a guarderias (Rocha et al., 1997). En otro estudio
también en Puebla los resultados se duplicaron con la presencia del 21.05% de
cepas productoras de B-lactamasas pero ahora en nifios clinicamente sanos y

vacunados (Rocha et al., 2006).
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En un estudié de nuestro grupo de trabajo aun no publicado, realizado en el afio
2009 en el CICM de la BUAP se utilizaron 100 cepas de H. influenzae polivalentes,
tipo b y no tipificables, con el objetivo de determinar los mecanismos de
resistencia presentes en ese grupo de cepas. Los resultados indicaron la
presencia de cepas B-lactamasa positivas ampicilina resistentes (BLPAR) en el
28% de los aislados, el 5% fueron B-lactamasa positivas acido clavulanico
resistentes (BLPACR) y el 16% presentaron fenotipo [B-lactamasa negativas
ampicilina resistentes (BLNAR). Dentro de los grupos de cepas productoras de B-
lactamasa se confirmé la presencia de la B-lactamasa tipo TEM, ademas en dos
cepas BLPAR y una cepa BLPACR se observo el promotor Pdel del gen blarem
(Millan 'y Rocha, 2009). Curiosamente estas cepas con el promotor Pdel,
presentaron mayor espectro de resistencia, inclusive contra cefalosporinas de 3ra
y 4ta generacion, dando indicios de que los cambios en la region reguladora

pueden incrementar la resistencia, hecho que no fue confirmado molecularmente.

Molina et al., 2003 tras secuenciar el gen blargm fue el primero en describir la
presencia del promotor Pdel en el 46.1% de las cepas de H. influenzae
productoras de B-lactamasas, asociandolo con el incremento significativo de la
resistencia a cefaclor y a loracarbef por medio de un analisis estadistico de los
resultados de la CMI hacia dichos B-lactamicos, dando los primeros indicios de
gue Pdel es un promotor mas fuerte que P3 (Molina et al., 2003), aungue no se
busco la presencia de otro tipo de B-lactamasa que pudiera influir en este fenotipo;
también se encontré que algunas de esas cepas que presentaron el promotor Pdel
fueron negativas para el ensayo de nitrocefina. Mientras que Tristram en el afio
2005 confirmé y describié por PCR especifica la existencia de los promotores P3,
Pdel y Pa/Pb entre sus cepas de trabajo; sin embargo, no logré6 asociar el
incremento de los valores de la CMI hacia amoxicilina con un determinado
promotor debido a la baja cantidad de cepas analizadas y a que el rango de la CMI
hacia amoxicilina fue parecido entre todas las cepas. (Tristram et al., 2005). El
promotor Pdel ha sido descrito previamente en las B-lactamasas de espectro
extendido (BLEES) TEM-20 y TEM-92 de Enterobacterias, donde fue relacionado

13
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con los altos niveles de produccion de B-lactamasa y altos niveles de resistencia a
cefalosporinas (Arlet, Goussard, & Courvalin, 1999). Mientras que en otro estudio,
se transformaron en E. coli dos pladsmidos de H. influenzae conteniendo cada uno
el gen blargw con diferente promotor y por medio de un andlisis de restriccion al
ARN, con la nucleasa S1, se revel6 el inicio de la transcripcion a partir de los
promotores Pa/Pb y P3 (Chen et al., 1984). Ademas, en E. coli se ha mostrado
gue los niveles de resistencia hacia amoxicilina se incrementan hasta 10 veces
mas con el promotor Pa/Pb que con el P3 (Chen et al., 1987). En un estudio mas
reciente, en E. coli, se relacioné la presencia del promotor Pa/Pb con el
incremento de la expresion de blatem-1, pero el resultado fue inconsistente al
relacionarlo con los valores de la CMI hacia ampicilina/ sulbactam (Waltner-Toews
et al., 2011). Estos estudios, sugieren la importancia de realizar estudios
moleculares mas a fondo que confirmen la relacion entre un promotor y el
incremento de la resistencia a los antibidticos B-lactamicos, mediado por B-

lactamasas en H. influenzae.

Por otro lado, las primeras observaciones del fenotipo B-lactamasa negativo
ampicilina resistente (BLNAR), fue reportado en 1980 en cepas tipo b capsuladas
y no capsuladas. Posteriormente, se mostr6 que la resistencia estaba
correlacionada con alteraciones en la PBP-3. En 1984, Parr y Bryan fueron
capaces de usar DNA genomico de un aislado clinico de Hib BLNAR para
transformar una cepa de H. influenzae denominada Rd susceptible (BLNAS), para
demostrar la disminucion de la afinidad de union de PBP-3 con el antibidtico en
ambas cepas donadora y transformada, donde las alteraciones en la PBP fueron
establecidas para el fenotipo BLNAR (Tristram et al., 2007). Mas adelante Ubukata
en el 2001 demostr6 que mutaciones en la proteina PBP-3, influyen en el
desarrollo de la resistencia a -lactamicos en cepas BLNAR (Ubukata et al., 2001).
La identificacién de las cepas BLNAR es variable en todo el mundo, siendo estas
cepas extrafias en EUA y en la mayoria de los paises Europeos. Sin embargo,
existen estudios que han revelado una alta prevalencia en Japon (desde un 23%

hasta un 43%), Korea (29%) y Espafa (34-56%). Esta prevalencia se atribuye al
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uso frecuente de cefalosporinas orales e intravenosas en esos paises (Garcia-
Cobos et al., 2008).

A pesar de que H. influenza solo cuenta con dos mecanismos de resistencia a los
B-lactamicos, es importante llevar a cabo estudios moleculares para conocer
cuales son las modificaciones que hace la bacteria sobre sus propios mecanismos
de resistencia que los hagan mas eficientes y por lo tanto le permitan adaptarse y

sobrevivir a la presencia de los antibioticos.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad los antibidticos B-lactamicos son el tratamiento de primera
eleccién para tratar las infecciones causadas por H. influenzae, que son de gran
importancia porque afectan generalmente a la poblacion infantil, y a pacientes
adultos con EPOC.

Debido a que en H. influenzae se ha observado un incremento de la resistencia a
los B-lactamicos, asi como una variabilidad en el perfil de resistencia, que va a
depender de la zona geografica y el cuadro de antibioticos que se maneje en cada

hospital.

Es probable que la variabilidad de la resistencia a los B-lactamicos en las cepas
productoras de B-lactamasa TEM-1 se deba a los cambios en la region reguladora
del gen blargy, 0 bien por sustituciones aminoacidicas en la proteina PBP3, que le

confieren a la bacteria menor afinidad por el antimicrobiano.

Con base en esto se justifica realizar estudios que confirmen la relacién entre un
promotor y el incremento de la resistencia a los B-lactdmicos, mediado por B-
lactamasa tipo TEM-1, asi como investigar los cambios en los residuos en la
proteina PBP3, que conllevan al incremento de la aparicion de cepas de H.
influenzae BLPAR, BLPACR y BLNAR.
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4. OBJETIVOS

GENERAL

» Caracterizar la resistencia a antibiéticos B-lactimicos de cepas de

Haemophilus influenzae.

ESPECIFICOS

Evaluar la relacion entre la resistencia a antibidticos B-lactamicos y la
presencia de diferentes promotores en el gen blatem de Haemophilus
influenzae.

Evaluar la resistencia a antibiotico B-lactamicos debida a modificaciones

aminoacidicas en la Proteina de Unidn a Penicilina tipo 3.

PARTICULARES

Determinar la concentracibn minima inhibitoria hacia antibiéticos -
lactAmicos a cepas con fenotipo BLPAR y BLPACR.

Verificar la presencia del gen blargy, asi como la de los promotores P3,
Pa/Pb y Pdel en las cepas BLPAR y BLPACR.

Evaluar el nivel de expresion del gen blarem en las cepas BLPAR vy
BLPACR.

Determinar si existen y cuales mutaciones estan presentes en la PBP-3 en
las cepas BLPACR.
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5. DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO

16 cepas de Haemophilus influenzae

Concentracion Minima Inhibitoria hacia
Antibioticos B-lactamicos

B-lactamasa Positiva Ampicilina
Resistente

B-lactamasa Positiva Acido
Clavulanico Resistente

(11 cepas) (4 cepas)

1 |

! Amplificacion del gen fts/ |

Amplificacion del gen blag,

Identificar mutaciones en la region
codificantey en la region reguladora.

I

Identificar mutaciones
enel gen ftsl

Analisis de la expresion del

transcrito de la B-lactamasa TEM
(Promotores P3, Pdel y Pa/Pb)

! Resultados |

q Conclusiones |
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Material biol6gico

Para el estudio se incluyeron 14 cepas de H. influenzae tipificables y no tipificables
(Tabla 3) y se utilizaron 3 cepas control: la cepa ATCC® 33930™ que es una cepa
B-lactamasa positivo de origen Tailandés, serotipo b, aislada de LCR con nivel de
bioseguridad 2 y resistente a cloranfenicol, tetraciclina y ampicilina, la cepa
ATCC® 49247™que es una cepa B-lactamasa negativo serotipo b aislada en

Worcester Massachusetts de la expectoracion de un hombre de 76 afios de edad

gue presento neumonia en 1984 con nivel de bioseguridad 2 (www.atcc.org) y que
presenta resistencia a ampicilina (Scriveret al., 1994, Kubota et al., 2006) y la cepa
RdKw20 (GenBank: NC_000907) no tipificable, avirulenta y sin mecanismos de

resistencia a B-lactamicos.

Tabla 3. Cepas de H. influenzae utilizadas en este estudio.

CEPA FENOTIPO CEPA FENOTIPO CEPA FENOTIPO
BUAP220394 BLPAR BUAP27-1CIF  BLPACR  BUAP172570 BLPAR
BUAP28 BLPAR BUAP NAN BLPACR BUAP27-1CIG  BLPAR
BUAP157 BLPAR BUAP172178  BLPACR  ATCC 33930 BLPAR
BUAP27-2 CIH BLPAR BUAP172185 BLPACR  ATCC 49247 BLNAR
BUAP20-2 CIG BLPAR BUAP17-2CIF  BLPAR Rdkw20 BLNAS
BUAP11 CIG BLPAR BUAP172569  BLPAR

BLPAR: B-lactamasa positiva ampicilina resistente, BLPACR: [-lactamasa positiva acido

clavulanico resistente.

19


http://www.atcc.org/

MATERIAL Y METODOS

6.2. Cultivo de cepas

Las cepas se cultivaron rutinariamente en medio Agar Infusion Cerebro Corazon
(BHI) enriquecido con Fildes al 5%, el cual es un digerido de sangre de carnero,
gue aporta los factores X y V para el crecimiento de Haemophilus influenzae. Las
cepas se incubaron a 37°C con tension de CO, del 5-10%, durante 24 horas. En el
caso del cultivo liquido se utiliz6 caldo BHI enriquecido con Fildes al 5%.

6.3. Almacenamiento

Las cepas de H. influenzae utilizadas en este estudio se conservaron en
congelacion a -70°C en crioviales de 1.0 ml con caldo BHI (Infusién Cerebro

Corazon) al cual se le agreg6 Fildes y glicerol, ambos al 15%.

6.4. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La CMI mide cuantitativamente la actividad “in vitro” de un antimicrobiano frente a
un microorganismo aislado, la cual se expresa en la concentracién del antibiotico
en microgramos por mililitro (ug/ml). Representa la menor concentracion del

antimicrobiano capaz de producir inhibicion total del crecimiento bacteriano.

Procedimiento. Se utilizé la técnica de dilucion en placa descrita por el CLSI
(Laboratory Clinical Standards Institute, 2013). ElI método consisti6 en la
preparacion de una serie de placas de agar BHI enriquecido con Fildes al 15% y
con diferentes concentraciones del agente antimicrobiano (Tabla 4) a las cuales se

les inocul6 una suspensién estandarizada de cada cepa de H. influenzae.
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Posteriormente, las placas se incubaron de 18- 24 horas a 36°C/ 5-10% CO.. El
resultado de la CMI se registr6 como el valor de la menor dilucién que inhibio
completamente el desarrollo bacteriano en la placa, teniendo como control
negativo a las cepas ATCC 49247 y la RdkW20, y como control positivo a la
ATCC 33930.

Tabla 4. Antibiéticos B- lactamicos utilizados para la determinacion de la CMI.

ANTIMICROBIANO ‘ CLASIFICACION | ANTIMICROBIANO CLASIFICACION

Ampicilina Penicilina sintética Cefixima Cefalosporina 3ra
(AMP) (CFM) generacion
Amoxicilina/ Acido | Penicilina sintética Ceftriaxona Cefalosporina 3ra
Clavulanico (AMC) con inhibidor (CRO) generacion
Ampicilina/ Penicilina sintética Cefotaxima Cefalosporina 3ra
Sulbactam (SAM) con inhibidor (CTX) generacion
Cefalotina Cefalosporm,a lra Ceftazidima Cefalosporlln'a 3ra
generacion (CAZ) generacion
Cefaclor Cefalosporina 2da Cefepime Cefalosporina 4ta
(CEC) generacion (FEP) generacion
Cefuroxima Cefalosporina 2da
(CXM) generacion
6.5. Pruebas moleculares para determinar la presencia de los

genes blaregm y ftsl en cepas de H. influenzae.

6.5.1. Obtencién del templado

A partir de un cultivo puro de H. influenzae se tomaron dos asadas y se
suspendieron en 1 ml de solucién salina estéril en un tubo eppendorf de 1.5 ml. La
mezcla se disolvié por vortex hasta que quedo homogenizada, y se centrifugé 5

minutos a 13000 rpm; se repitid este procedimiento 2 veces mas. Posteriormente,
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la pastilla se resuspendié en 100 pl de agua inyectable estéril, se agitd en vértex,
hasta quedar homogéneo, se colocé en bafio Maria a 100°C por 10 minutos para
obtener finalmente el lisado. Nuevamente se llevé a vortex y se centrifugd a 13000
rpm por 10 minutos, el sobrenadante se separ6 en un tubo eppendorf estéril de 1.0
ml, sin llevar ningun fragmento de la pastilla obtenida tras el centrifugado,
finalmente el sobrenadante se almacen6 a -20°C hasta su uso para la

amplificacion de los genes blarew v ftsl.

6.5.2. Condiciones para PCR

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 10 ul mezclando agua
libre de endonucleasas, buffer de reaccion, MgCl,, dNTP’s, oligonucledtidos
delantero y reverso correspondientes al gen de estudio, Taqg polimerasa y el
templado de ADN (200-400 ng/ul) de acuerdo a las concentraciones indicadas en
la Tabla 5. Se siguieron las condiciones de PCR para cada gen indicadas en la
Tabla 6. El termociclador utilizado fue el Tprofessional Trio, Thermocycler. Se
utilizaron controles positivos y negativos (ATCC 33930, ATCC 49247 y RdkW20)

para cada gen.

Tabla 5. Componentes y cantidades empleadas en cada PCR.

Componente (distribuidor) Concentracion Volumen por _Concentracic_’)p
stock tubo final de reaccion

Cebador “forward” 250M 0.50L 1.25 1M

Cebador “reverse” 25(11M 0.511L 1.25 1M

TAQ'"DNA Polimerasa (Fermentas) 5U/L 0.100L 0.05U

Tampon de reaccion (Fermentas) 10 X 10L 1X

MgCl, (Fermentas) 50 mM 10L 5mM

dNTPs mix (Sigma Aldrich) 2,5mM 0.4 1L 0.1mM

DNA - 10L -

Agua libre de endonucleasas 55(1L
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6.5.3. Visualizacion del amplificado de PCR

La electroforesis se realizd en geles de agarosa al 1% en buffer TAE 1X con un
voltaje de 90V por 50 minutos usando, un marcador de peso molecular para ADN
que presenta un rango de 100 — 3000 pb, GeneRuler™ o 100pb Plus DNA Ladder,
FERMENTAS, posteriormente los geles se tifieron con Bromuro de Etidio (BET).
Los geles se visualizaron en el foto-documentador con luz UV Minibis Pro,

Bioimaging System, en el programa Gel Capture.

6.5.4. Amplificacion por PCR del gen blargwm.

De las quince cepas resistentes a ampicilina se eligieron las cepas de mayor
interés, de acuerdo a su perfil de resistencia para buscar el gen blargy por PCR

utilizando los oligonucleotidos descritos en la Tabla 6.

La secuencia utilizada como control para amplificar el gen blargy fue el plasmido
ICEhin1056 de Haemophilus influenzae reportado en el GeneBank con niamero de

acceso: NC_011409.1, que presenta 861 pb y codifica para 286 aminoacidos.

Tabla 6. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de los genes bla vy ftsl

TEMF 5 GTGTTACTCATG GTTATG ¥

94°C — 5min Scriver et al.,1994
600 pb 30 ciclos Molina et al., 2003
TEMR 5 GAA TTC TTG AAG ACG AAA GGG 3’ 04°Cotrmin
56°C- 1 min .
TEMF 5 TTATCC GCC TCC ATC CAG TC 3 72°C — 1 min Karlowski et al., 2000

Molina et al., 2003

848 pb 72°C = 7'min Scriver et al., 1994
TEMR 5 GAATTC TTG AAG ACG AAA GGG 3’
94°C — 5min
TEMF 5 AGT CAC AGA AAA GCA TCT TA 3’ 30 ciclos
94°C-1min Lee S.H. et al., 2000
686 pb 57°C- 1 min .
TEMR 5 ACG CTC AGT GGA ACG AAA AC 3’ 72°C — 1 min Belaaouaj et al., 1994

72°C =7 min




MATERIAL Y METODOS

94°C — 5min
TEM-PF 5" CCT AGA ACG CAC GAATGAG 3 30 ciclos
94°C-1min

490 pb 54°C- 1 min Este estudio.

TEM-PR 5 CCAACT GATCTTCAGCATCTT 3 72°C — 1 min
72°C — 7 min

PPB3-1F 5-AAG TGT TAG CTATGG GGA CTG-3

551 pb 94°C — 10min
35 ciclos

PBP-3-1R 5- AAC TGG CGG ATC AACTTT AGT-3 94°C- 30 seg

56°C- 30 seg
PBP-3-3F 5- TAA AGT TGA TCC GCC AGT TAT-3 72°C — 1 min

416 pb 72°C — 10 min
PBP-3-3R 5-GAT TCT TGT GTT CGC CAA TA-3

Kubota et al., 2006

94°C — 10min
PBP-3-2F 5- GAA GCT ACG GAA GGG GAT AGC-3 30 ciclos

1049 pb 94°C- 30 seg Este estudio.

62°C- 30 seg
PBP-3-2R 5" TCT GAT TTC ACG CCG ACA CG-3’ 72°C — 1 min
72°C — 10 min

6.5.5. Amplificacion por PCR del gen ftsl para las cepas de H.
influenzae BLPACR.

Se les realizé la busqueda del gen ftsl por PCR utilizando los oligonucleétidos
descritos en la Tabla 6 a cepas que fueron resistentes a acido clavulanico
(BUAPNan y BUAP172178) y cepa que no lo fueron (BUAP28 y ATCC 33930), de

acuerdo a los resultados de la CMI.

La secuencia control para amplificar el gen ftsl fue la cepa RdKw20 de
Haemophilus influenzae con nimero de acceso en el GeneBank: L42023.1 donde

se indica que posee 1833 pb que codifican para 610 aminoacidos.

6.6. Secuenciacion de los productos de PCR

Los fragmentos de ADN obtenidos por amplificacion para ser secuenciados fueron
purificados del gel usando el kit Zymoclean™ DNA Recovery Kit de
ZymoResearch siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN purificado se

mandod a secuenciar al Instituto de Biotecnologia de la UNAM y/o al Centro de
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Deteccion de Biomolecular de la BUAP con las siguientes condiciones: 20ul de
ADN purificado por muestra, 10ul del oligonucleétido a una concentracion de 10

pmol/pl.

6.7. Analisis de las secuencias

Las secuencias se visualizaron usando el programa Chromas Lite 2.1.1 de
Technelysium, posteriormente se realizd el analisis en BLAST (Basic Local
AligmentSearchTool) del National Center for Biotechnology Information Site

(www.ncbi.nim.nih.gov/blast/) para comparar con secuencias de otras cepas

reportadas en la base de datos. El alineamiento se realiz6 usando Clustal W2
Multiple Sequence Alignament con la cepas del GenBank ICEhin1056 de
Haemophilus influenzae con numero de acceso: NC_011409.1 y con la cepa
RdKw20 de Haemophilus influenzae con numero de acceso en el GenBank:
L42023.1, de acuerdo al fenotipo de la cepas analizadas. Para la traduccién de la
secuencia de nucledtidos se utilizé el programa ExXPASy Translate Tool

(http://web.expasy.org/translate/).

6.8. Evaluacién de la expresion del gen blargy mediante PCR-Tiempo

Real.

La PCR en tiempo real, es usada para cuantificar el ADN o ARNm de una
muestra utilizando oligonucleétidos especificos de la secuencia y fluorocromos
para determinar el nimero de copias o la cantidad relativa de una secuencia de
ADN determinada. La cuantificacién se realiza en cada ciclo de PCR, mediante la
adicion de fluoréforos que se unen al amplicon de forma cuantitativa, de manera

gue a mayor producto de PCR habra mayor fluorescencia emitida. El SYBRGreen
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| es un fluoréforo intercalante que se une al surco menor del ADN de doble cadena
y que emite una sefial fluorescente tras la union. Los maximos de excitacion y
emision de SYBRGreen | son a 494 nm y 521 nm, respectivamente. Cuando se
combina la gPCR con una reaccion de retro-transcripcién, puede determinarse el
cambio de los niveles de expresion del ARNm interpretado como ADNc, mediante
una cuantificaciéon relativa, pues se compara la relacion de ARNm de un gen
especifico respecto a la cantidad de ARNm de un gen constitutivo (control

enddgeno).

6.8.1. Aislamiento de ARN y sintesis de cADN

Los cultivos bacterianos crecidos en caldo BHI suplementado con Fildes o con 10
mg/ml de hemina y extracto de levadura al 2% durante 16 horas fueron
subcultivados en los mismos medios con y sin 2 ug/ml de ampicilina durante 10
horas de incubacion a 37°C en agitacion constante y se obtuvieron muestras de
cultivo a lo largo de la curva de crecimiento (OD550 1.0, 1.2, 1.4, 1.6) o hasta
alcanzar el inicio de la fase exponencial tardia. Las células obtenidas se
concentraron por centrifugacion a 12,000 rpm por 10 min, se resuspendieron con
PBS y se prosiguio con la extraccion del ARN con el fenol acido caliente, seguido
del tratamiento con DNAsa |, libre de RNasa (Thermoscientific) para eliminar
cualquier contaminacién con ADN gendmico. El ARN se cuantific6 con el Nano
Drop 2000 spectophotometer (Thermo Scientific) y analizé cualitativamente sobre
geles de agarosa (al 1.5%) y por PCR para descartar contaminacion por ADN. Se
usé 1 ug/pl de ARN total para la sintesis de cADN usando el estuche RevertAid
First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Un control negativo sin ARN se incluyé también. El cADN se utilizd

posteriormente para realizar RT-PCR en tiempo real cuantitativo.
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6.8.2. gRT-PCR en tiempo real

Se llevo a cabo RT-PCR cuantitativo en tiempo real usando Maxima SYBRGreen/
Rox qPCR Master Mix (Thermo Scientific) en el equipo de PCR en tiempo real
LightCycler® 480 (Roche Applied Science Mannheim, Ger) y los oligonucledtidos
disefiados especificamente para los genes 16S y blargyw de Haemophilus
influenzae indicados en la Tabla 7, la expresién del gen 16S se usé para
normalizar los datos. Para cada reaccién 1 ul del producto de transcripcion reversa
(dilucion 1:10) se us6 como templado para PCR en un volumen final de 20 pl
conteniendo 0.5 ul de cada oligonucleétido a una concentracion de 20 uM, 8 ul de
agua libre de nucleasas y 10 ul de la mezcla SYBRGreen master mix 2x Maxima
SYBRGreen/ ROX gPCR Master Mix (2x) (Thermo Scientific).

Tabla 7. Oligonucle6tidos utilizados para PCR tiempo real.

OLIGONUCLEOTIDOS AMPLIFICADO CONDICIONES
16S-F 5 CGATTT GGG GGT TGG GGT TTAJ Amplificacion
209 pb 95°C — 10min
, , 50 ciclos
16S-R 5 CCG AAG GCA CAAGCT CATCTC TG 3 95°C-15seg
60°C- 1 min

Este estudio.

TEM4-F 5 TGG GTGCACGAGTGGGTTACJ Curva melting

224 pb 65°C a 95°C
0.5°C -5 seg

TEM4-R 5 CGT AAGATGCTTTTICTGT GACTG 3

40°C — 30 seg

Para la amplificacion se usaron las siguientes condiciones: 1 ciclo a 95°C por 10
minutos, 50 ciclos de amplificacion a 95°C por 15 segundos y 1 minuto a 60°C
para asegurar la especificidad de los productos de PCR se llevo a cabo el analisis
de la curva melting al calentar los productos de 65°C a 95°C, con incrementos de
0.5°C cada 5 segundos mientras se monitoreaba la fluorescencia. Las reacciones
para cada gen blanco se llevaron a cabo por duplicado por muestra y los
resultados reflejan el promedio. Para determinar las eficiencias de amplificaciéon de
los genes blanco por PCR en tiempo real se realizaron diluciones seriadas del

ADN hasta 10 y las curvas de amplificacién se analizaron con el método de
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cuantificacion absoluta para determinar las eficiencias de amplificacion. Los datos
de los niveles de expresion genética se obtuvieron usando el software Light Cycler
480 (Roche) con el método de cuantificacion relativa, los datos que este programa
emplea son los valores Cp (Crossing points) basados sobre el E-method de la
segunda derivada maxima teniendo la expresion del gen en la condicion
calibradora y la expresion del gen en las condiciones desconocidas. Finalmente,
los valores normalizados se analizaron en Excel y los resultaron se expresaron en

forma de graficas.
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7. RESULTADOS

Todas las cepas de Haemophilus influenzae utilizadas en este estudio forman
parte del cepario del Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad
del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiol6gicas del Instituto de Ciencias
de la BUAP (ICUAP).

7.1 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) realizamos el protocolo
gue dicta el CLSI, de acuerdo a la metodologia descrita en materiales y métodos.
En la Tabla 8 se muestran los valores de la Concentracion Minima Inhibitoria hacia
los B-lactamicos. Las primeras tres columnas corresponden a las caracteristicas
de las cepas, en las columnas siguientes se encuentran los valores de CMI en
microgramos por mililitro de 10 cepas BLPAR, 4 BLPACR y 3 cepas controles
(control + ATCC 33930, Control - ATCC 49247 y RdkW20). En la fila superior se

muestran los antibiéticos con sus puntos de corte de acuerdo al CLSI 2013.

Con los resultados de este experimento observamos que todas las cepas
productoras de B-lactamasa fueron resistentes a ampicilina con valores desde 4 a
128 ug/ml, también se observa que las 4 cepas BLPACR fueron resistentes a
amoxicilina/acido clavulanico, ademas de mostrar una susceptibilidad disminuida
hacia cefalosporinas de 3ra y 4ta generacion comparado con los valores de los

controles negativos.
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Tabla 8. Valores de CMI hacia antimicrobianos B-lactamicos.

ANTIBIOTICO CON SUS PUNTOS DE CORTE (CLSI, 2013)

GRS el A“QEL'F'?%')DO AMP | - | CEC | cxm | cFm | cro | cAz CTX CEP | AMC | sAM
TEN R4 R232 | R216 S=<1 S<2 S<2 S<2 S<2 R28/4 | R24/2
pg/ml pg/ml | pg/mli pg/ml | pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
BUAP220394| BLPAR 712 16 S S 4 S S S S 0.5 S 4/2
(2 (64.1)
BUAP28 BLPAR 712 128 S S S S S S S S S S
0.125 | 0.0078 0.125
BUAP157 BLPAR 712 4 2 S S (8.01) (2.6) S S (16.02) S S
BUAP27-2 0.250 0.5
CIH BLPAR 712 64 16 S S S S (32.05) S (64.1) S S
BLAPESZ BLPAR 712 16 s s s s s s s s s s
CIG
BUAP27-1 0.250 0.0625
CIF BLPACR 712 64 S S S S S (32.05) (8.01) S 64/32 S
0.250 0.125 0.125
BUAPNANCY| BLPACR 712 64 S S S S S (32.05) (16.02) (16.02) 32/16 s
128 >4 0.0156 0.250 0.250 0.250
BUAP172178| BLPACR 848 > 128 4 (64) @) S (5.2) (32.05) (32.05) (32.05) 16/8 >8/4
BUAP172185| BLPACR 848 64 S S S S S S S S 8/4 S
BUAP17-2 256 0.250
CIF BLPAR 848 64 64 (128) s (16.02) s s s S s 8/4
BUAP172569| BLPAR 848 64 S S S S S S S S S S
BUAP172570| BLPAR 848 64 S S S S S S S S S S
0250
BUAP11 CIG| BLPAR 848 4 8 S S S S S S (32.05) S 2

30



BUAP27-1 256 0.250 0.5
CIG BLPAR 848 128 | >1024 (128) S S S (32.05) S (64.01) S 8
ATCC33930 BLPAR 848 8 128 S S S S S S S S S
0.5 0.250 0.125
ATCC49247 BLNAR ATCC 2 2 2 2 (32.05) <0.003 (32.05) <0.0078 (16.02) <1 <1
Rdkw?20 BLNAS ATCC <1 2 2 2 0.0156 | <0.003 | <0.0078 | <0.0078 | <0.0078 <1 <1

AMP: ampicilina, CF: Cefalotina, CEC: cefaclor, CXM: cefuroxima, CFM: cefixima, CRO: ceftriaxona, CAZ: Ceftazidima, CTX: cefotaxima, CEP: cefepime, AMC:
amoxicilina/acido clavulanico, SAM: ampicilina/sulbactam, BLPAR: B -lactamasa positiva ampicilina resistentes, BLPACR: B -lactamasa positiva acido clavulanico
resistente, BLNAR: B-lactamasa negativa ampicilina resistente, BLNAS: B -lactamasa negativa ampicilina sensible. (#) Entre paréntesis se indica las veces que
se incrementa la resistencia comparado con los resultados de la RdkW20.
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7.2.  Amplificaciéon del gen blareyw mediante PCR

El gen blargm se amplificé completo a partir de 3 pares de oligonucleétidos (Tabla
6) obteniendo tres fragmentos diferentes, uno de 490pb que amplifica la regién
promotora completa, otro de 848pb que amplifica la regién promotora y parte de la
region codificante y otro de 686pb correspondiente al resto de la region codificante
(Figura 3).

Figura 3: Esquema de los fragmentos generados por PCR usando los tres pares de

oligonucleétidos para el gen blatgy.

Reguladora 211 pb Codificante 861 pb

Se amplificé el gen blargem en las cepas BUAP172185, BUAP172178, BUAP27-
1CIF, BUAPNan y BUAP28, de las cuales, BUAP27-1CIF, BUAPNan y BUAP28
presentaron un amplificado de menor tamafio al esperado con los dos pares de
oligonucleétidos que amplifican los fragmentos 1 (490 pb) y 2 (848 pb) de la
region promotora, obteniendo amplificados de menor tamafio con 354 y 712 pb
respectivamente (Figura 4. Panel A y B). Mientras que en todas las cepas se
amplifico el fragmento 3 correspondiente a la mitad de la region codificante del gen
blarem con un tamafio esperado de 686p pb (Figura 4. Panel C). Para todos los

amplificados se utilizd un control positivo produccién de B-lactamasa (ATCC

33930) y un control negativo no productor de B-lactamasa (cepa ATCC 49247).
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)12345678
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Figura 4. Corrimiento electroforético de los amplificados del gen blargy en las cepas
seleccionadas.

Panel A. Amplificacién del fragmento 1 para un tamafio esperado de 490 pb, sin embargo se
obtuvieron amplificados menores. Carril 1: cepa ATCC 33930 (control + 490 pb), Carril 2: cepa
BUAPNan (354pb), Carril 3: cepa BUAP28 (354 pb), Carril 4: cepa ATCC 49247 (control -), Carril
5: marcador. Panel B. Amplificacién del fragmento 2 con un tamafio esperado de 848 pb, sin
embargo existen tres cepas que presentaron un amplificado menor. Carril 1: marcador molecular,
Carril 2: cepa ATCC 49247 (control -), Carril 3: cepa ATCC 33930 (control + 848 pb), Carril 4: cepa
BUAP172178 (848 pb), Carril 5: cepa BUAPNan (712 pb), Carril 6: cepa BUAP28 (712 pb), Carril 7:
cepa BUAP27-1 CIF (712 pb), Carril 8: cepa BUAP172185 (848 pb). Panel C. Amplificado del
fragmento 3 con un tamafio esperado de 686 pb. Carril 1: marcador molecular, Carril 2: cepa ATCC
49247 (control -), Carril 3: cepa ATCC 33930 (control + 686 pb), Carril 4: cepa BUAP172178, Carril
5. cepa BUAPNan, Carril 6: cepa BUAP28, Carril 7: cepa BUAP27-1 CIF, Carril 8: cepa
BUAP172185.

7.3. Secuenciacién del gen blargy

De acuerdo al perfil de resistencia a antibiéticos que presentan las cepas y al
amplificado el gen blargw obtenido se seleccionaron las cepas BUAP2S8,
BUAP172185, BUAP27-1CIF, BUAPNan, BUAP172178 y la ATCC 33930 como
candidatas para el analisis de secuencia del gen blarem completo y poder
determinar la presencia de posibles mutaciones, asi como identificar el tipo de

promotor presente en cada cepa. Los alineamientos se realizaron comparando con

686p
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la secuencia del plasmido ICEHiIn1056 de Haemophilus influenzae reportado en el
GeneBank con numero de acceso: NC_011409.1, del gen blatem, el cual presenta
211 pb correspondientes a la region reguladora y 861 pb que codifican para 286
aminoacidos. De tal forma que las secuencias de los genes blargy de las cepas
ATCC 33930 y la BUAP172178 presentaron un porcentaje de identidad del 99%
con el gen blatem.1 de las cepas de H. influenzae ICEHIn1056 y con Serratia
marcescens; mientras que el gen blarew de la cepa BUAP172185 present6 un
porcentaje de identidad del 100%.

El gen blarew de las cepas BUAPNan y BUAP27-1CIF mostro el 100% de
identidad con un precursor de la B-lactamasa TEM de las cepas de H. influenzae
Rd2866, 10810 y 86028NP, mientras que el gen blatgm en la cepa BUAP28

present6 identidad del 99% para las secuencias anteriormente mencionadas.

Por otro lado, al hacer el alineamiento de la region reguladora del gen blargm con
la secuencia del plasmido ICEHIn1056, se encontré que la cepa ATCC 33930
posee el promotor nativo P3, las cepas BUAP172178 y BUAP172185 resistentes
al acido clavulanico resultaron tener el promotor Pa/Pb, y las cepas BUAPNan,
BUAP28 y BUAP27-1CIF poseen el promotor Pdel, el cual presenta una delecion
de 135 pb previamente descrito (Molina et al., 2003) (Figura 5). Ademas, estas
Gltimas tres cepas tuvieron un 99% de identidad con la secuencia de H.
parainfluenzae correspondientes a la B- lactamasa TEM-182 (IRT). La cepa
172178 presentd una mutacién silenciosa en 266T (figura 6 y 7), por lo deméas no

presento cambios a nivel de secuencia en la region codificante del gen.
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Figura 5. Alineamiento nucleétidico de la regién promotora del gen blargy de las cepas
estudiadas, con la secuencia ICEHiIn1056 de Haemophilus influenzae (GeneBank:

NC_011499)
-35Pa -35Pb/-10Pa -10Pb
BUAPNan AAATTCI'TGAAGACGAAAGGGCCTARATGATAC-——f——-—————————f—————f-———— 32
BUAP28 AAATTCI'TGAAGACGAAAGGGCCTAATGATAC-——f————————————f—————f————— 32
ICEHin1056 AAATTCJ TGAAGACGAAAGGGCCTAETGATABGC T ATTTTTATAGGTFAATGTEATGAT 60
33930 GAATTC[TTGAAGACGAAAGGGCCTHETGATABGCTFATTTTTATAGGT FAATGTEATGAT 60
BUAP172178 —=—————f-———- -GABAGGGCCTJETGATACGCTFATTTTTATAGGT[AATGTEATGAT 46
BUAP172185 ——————f--——- -~GAAAGGGCCT GCTTATTTTTATAGGT[[AATGTEATGAT 46
BUAP27-1cif ——-———f--——- --AAAGGGCCT -t} 17
BUAPNan = S - - - s —
BURP28 oo oo
ICEHin1056 AATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTAT 120
33930 AATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTAT 120
BUAP172178 AATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTAT 106
BUAP172185 AATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTAT 106
BUAP27-1C1f  mmmmm oo
-35P3 -10P3

BUAPN ~ —mmmmmmmmmm e b --—AATAACCCTGGTA 45
BUAP28  mmmmmm—mmmmmme b E=—AATAACCCTGGTA 45
ICEHin1056 TTGTTTATTTTTCTAAATACA[ITCAAAFATGTATCCGCTCATGASACAATAACCCTGGTA 180
33930 TTGTTTATTTTTCTAAATACA[TCAAAFATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGGTA 180
BUAP172178 TTGTTTATTTTTCTAAATACA[ITCAAAFATGTATCCGCTCATGASACAATAACCCTGGTA 166
BUAP172185 TTGTTTATTTTTCTAAATACA[ITCAAAFATGTATCCGCTCATGASACAATAACCCTGGTA 166
BUAP27-1cif —==—=—————mm—mmmmmmm b b --—AATAACCCTGGTA 30

*kkFhkkhkhkkkkkkk
BUAPNan AATGETTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTTCGTGTCGCCCT 105
BUAP28 AATGETTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTTCGTGTCGCCCT 105
ICEHin1056 AATGETTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTTCGTGTCGCCCT 240
33930 AATGETTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTTCGTGTCGCCCT 240
BUAP172178 AATGETTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTTCGTGTCGCCCT 226
BUAP172185 AATGETTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTTCGTGTCGCCCT 226
BUAP27-1cif AATGETTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTTCGTGTCGCCCT 90
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Las regiones sefialadas indican lo siguiente:

1 Cajas promotoras -35 y -10 de P3, Pa/Pb y Pdel

Inicio del gen blargy
Delecion de 135 pb

I Cambios de base G26A, C32T y C185T

Figura 6. Alineamiento nucleotidico de la regién codificante del gen blargy con la secuencia
del pldsmido ICEHiIn1056 de Haemophilus influenzae (GeneBank NC_011409.1).

ICEHin1056 CGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTEGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG 300
BUAP172178 CGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTEGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG 300
BUAP172185 CGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTEGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG 300
BUAPNan CGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTEGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG 300
BUAP27-1cif CGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTEGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG 300
33930 CGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTEGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG 300
BUAP28 CGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTEGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTG 300

KAKXKXAKAKAKAAKA AKX A AKX A AAAXAAAAAAX A XA XA A A A A A AKX A A A A A A XA XA XA XA XA XA XA XA XA XXX KK

Las regiones sefaladas indican lo siguiente:
|

Cambios de basede C267T en la cepa BUAP172178 (mutacion silenciosa)
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Las bases 1 a 240 y 301 a 861 no se muestran debido a que no presentarion cambios
nucelotidicos en todas las cepas estudiadas.
Figura 7. Alineamiento entre residuos de aminoacidos del gen blargy con la secuencia del
plasmido de Haemophilus influenzae ICEHIN1056 con el nimero de
secuenciaYP_002291069.1.

ICEHinl1056 EERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIHYSQONDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL 120
27-1cif EERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIHYSQONDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL 120
172178 EERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIHYSQONDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL 120
172185 EERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIHYSQONDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL 120
Nancy EERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIHYSONDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL 120
33930 EERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIHYSQONDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL 120
27-2cih EERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIHYSQONDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL 120
28 EERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIHYSQONDLVEYSPVTEKHLTDGMTVREL 120

R IRk h dE E h h E h dh b dh h b E b dE E E dE E E E b h h E E kb b E dE h b b b dh dh dh bk E dh 3h b b dE 3 b b ik i

Las regiones sefialadas indican lo siguiente:
No hubo cambio de aminoé&cido por la mutacion C267T en la cepa BUAP172178.

Los aminoacidos 1 a 60 y 121 a 861 no se muestran, ya que en todas las cepas estudiadas no se
encontraron cambios aminoacidicos

7.4. Amplificacion del gen ftsl por PCR

La amplificacién del gen ftsl se realizé en las cepas de H. influenzae BUAPNan y
BUAP172178, debido a que presentaron el fenotipo de resistencia BLPACR
sugiriendo la presencia de mutaciones en este gen, responsables de este fenotipo
y como control positivo se utilizd la cepa ATCC 49247 con fenotipo BLNAR.
También se amplifico el mismo gen en las cepas ATCC 33930 y BUAP28 con

fenotipo BLPAR con la finalidad de usar estas cepas como controles negativos.

Figura 8. Fragmentos generados para el analisis del gen ftsl con tres pares de
nlinonincleadtidns

Gen ftsl 1833 pb

Para obtener el gen ftsl completo se amplificaron tres fragmentos del gen usando

tres pares de oligonucleétidos, dos de ellos descritos en la bibliografia (fragmentos
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2 y 3, morado y verde respectivamente) que amplifican el extremo carboxilo
(Figura 8) con tamafios de 416 y 551 pb, y un par mas que se disefié para este
estudio, y amplificar un fragmento 3 (azul) que incluya el extremo amino terminal
de 1049 pb. Todas las cepas estudiadas amplificaron el gen ftsl con los tres pares

de oligonucleotidos utilizados (Figura 9).

1 23 45 67

b)

C) 1 23 45 67

551pb  416pp

Figura 9. Corrimiento electroforético de los amplificados del gen ftsl en las cepas
seleccionadas.

Panel A. Corrimiento electroforético del fragmento 2, que se amplific6 por PCR con los
oligonucledtidos PBP-3-2 que amplifica parte de la regién carboxilica de la proteina PBP-3 con un
tamafio esperado de 551 pb. Carril 1: marcador molecular, Carril 2: control negativo, Carril 3: cepa
ATCC 49247 (control positivo), Carril 4: ATCC 33930, Carril 5: BUAP28, Carril 6: BUAPNan y Carril
7: BUAP172178. Panel B. Corrimiento electroforético del fragmento 3, que se amplificé por PCR
con los oligonucleétidos PBP-3-3 que amplifica el extremo carboxilico de la proteina PBP3 con un
tamafio esperado de 416 pb. Carrill: control negativo, Carril 2: cepa ATCC 49247 (control
positivo), Carril 3: ATCC 33930, Carril 4: BUAP28, Carril 5: BUAPNan, Carril 6: BUAP172178 y
Carril 7: marcador de peso molecular. Panel C. Corrimiento electroforético del fragmento 1, que se
amplificé por PCR con los oligonucleotidos PBP-3-1 que amplifica el extremo amino terminal de la
proteina PBP-3 con un tamafio esperado de 1049 pb. . Carril 1: marcador molecular, Carril 2:
control negativo, Carril 3: cepa ATCC 49247 (control positivo), Carril 4: ATCC 33930, Carril 5:
BUAP28, Carril 6: BUAPNan y Carril 7: BUAP172178
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7.5. Secuenciacion del gen ftsl

Para determinar si la resistencia a los B-lactamicos en estas cepas de H.
influenzae se debe a cambios en la secuencia de la proteina PBP-3, se mandé a
secuenciar el gen ftsl y se realizaron los alineamientos con la proteina de unién a
penicilina tipo 3 de la cepa RdkW20 de H. influenzae (GeneBank NP_439290.1) y

se determinaron los cambios a nivel de secuencia nucleotidica y aminoacidica.

El alineamiento de las secuencias nucleotidicas fue realizado usando el programa
Clustal W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), este analisis revelo la
presencia de multiples mutaciones sobre todo para la cepa BUAP172178
presentando un porcentaje de identidad del 92% con la cepa control, mientras que

en las otras tres cepas fue del 98%.

Figura 10. Alineamiento nucledtidico del gen ftsl con la secuencia del GenBank NP_439290.1
de la cepa RdkW20 de Haemophilus influenzae.

Rdkw20 CGTGGACGTTATATGCTTTCTACGGTTCTTATTTTACTTGGCCTGTGTGCTTTAGTCGCA 180
BUAP28 CGTGGACGTTATATGCTTTCTACGGTTCTTATTTTACTEGGECTGTGTGCTTTAGTCGCA 180
33930 CGTGGACGTTATATGCTTTCTACGGTTCTTATTTTACTEGGECTGTGTGCTTTAGTCGCA 180
BUAPNan CGTGGACGTTATATGCTTTCTACGGTTCTTATTTTACTEGGECTGTGTGCTTTAGTCGCA 180
BUAP172178 —=—mmmmmmmmmmm CTACGGTTCTTATTTTACTEGGECTGTGTGCTTTAGTCGCA 41
kokkkkhkk kA Ak kkkkhkhk hhk Kk kK Kk kkokokokokkkkk
Rdkw20 CGAGCAGCTTATGTTCAATCTATTAATGCCGATACGTTATCGAATGAAGCGGATAAGCGT 240
BUAP28 CGAGCAGCTTATGTTCAATCTATTAATGCCGATACGTTATCAAATGAAGCGGATAAGCGT 240
33930 CGAGCAGCTTATGTTCAATCTATTAATGCCGATACGTTATCAAATGAAGCGGATAAGCGT 240
BUAPNan CGAGCAGCTTATGTTCAATCTATTAATGCCGATACGTTATCAAATGAAGCGGATAAGCGT 240
BUAP172178 CGAGCAGCTTATGTTCAATCTATTAATGCCGATACGTTATCAAATGAAGCGGATAAGCGT 101
KhkhkkhkhkkhkhhkhkhAhkhkhkhhkhkhhkhhkrhhkhhhkhbhkhhkhkhkhkhbhkhhkhhkhhkd dhkhkhkhkhkhkhkrkhkhhkhhkhkkhx
Rdkw20 GAAAATTCGCTTGCGGATAAAGAACGAATTGCAGCTTTAGCCGAAGAATTAGGTATGACT 420
BUAP28 GAAAATTCGCTTGCGGATAAAGAACGAATTGCAGCTTTAGCCGAAGAATTAGGTATGACT 420
33930 GAAAATTCGCTTGCGGATAAAGAACGAATTGCAGCTTTAGCCGAAGAATTAGGTATGACT 420
BUAPNan GAAAATTCGCTTGCGGATAAAGAACGAATTGCAGCTTTAGCCGAAGAATTAGGTATGACT 420
BUAP172178 GAAAATTIGCTTGCGGATAAAGAACGAATTGCAGCTTTAGCCGAAGAATTAGGTATGACT 281
Khkhkhkhkhkkh hhkhhhhhhkhAdhhhhhhhdhhhhhkhhAhhhhhkhhh b hhrhkhk bk kb hkrhkrhkhkhkhhrkkkk
Rdkw20 GAAAATGATTTAGTGAAAAAAATTGAGAAAAATTCTAAATCTGGTTATTTGTATTTAGCA 480
BUAP28 GAAAATGATTTAGTGAAAAAAATTGAGAAAAATTCTAAATCTGGTTATTTGTATTTAGCA 480
33930 AAAATGATTTAGTGAAAAAAATTGAGAAAAATTCTAAATCTGGTTATTTGTATTTAGCA 480
BUAPNan AAAATGATTTAGTGAAAAAAATTGAGAAAAATTCTAAATCTGGTTATTTGTATTTAGCA 480
BUAP172178 AAAATGATTTAGTGAAAAAAATTGAGAAAAATTCTAAATCTGGTTATTTGTATTTAGCA 341
D R R R Y
Rdkw20 CGTCAAGTTGAATTAAGTAAAGCTAACTATATTCGTAGATTAAAAATTAAGGGTATTATT 540
BUAP28 CGTCAAGTTGAATTAAGTAAAGCTAACTATATTCGTAGATTAAAAATTAAGGGTATTATT 540
33930 CGTCAAGTTGAATTAAGTAAAGCTAACTATATTCGTAAATTAAAAATTAAGGGTATTATT 540
BUAPNan CGTCAAGTTGAATTAAGTAAAGCTAACTATATTCGTAAATTAAAAATTAAGGGTATTATT 540
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BUAP172178

Rdkw20
BUAP28
33930
BUAPNan
BUAP172178

Rdkw20
BUAP28
33930
BUAPNan
BUAP172178

Rdkw20
BUAP28
33930
BUAPNan
BUAP172178

Rdkw20
BUAP28
33930
BUAPNan
BUAP172178

Rdkw20
BUAP28
33930
BUAPNan
BUAP172178

Rdkw20
BUAP28
33930
BUAPNan
BUAP172178

Rdkw20
BUAP28
33930
BUAPNan
BUAP172178

Rdkw20
BUAP28
33930
BUAPNan
BUAP172178

Rdkw20
BUAP28
33930
BUAPNan
BUAP172178

Rdkw20
BUAP28
33930
BUAPNan
BUAP172178

CGTCAAGTTGAATTAAGTAAAGCTAACTATATTCGTA.ATTAAAAATTAAGGGTATTATT

AKAXK KA KA KA KA AKX A KA A A A A A A A XA A A A AR AAAAAAKAAKAAKXN AXXAAXAAXA A XXX A XA A XA XA XA KKK K

GTTGGTAAAGACGGTTCACGTACTGTTCGTAAAGATAAACGTGGGAATATTGTTGCACAT
GTTGGTAAAGACGGTTCACGTACTGTTCGTAAAGATAAACGTGGGAATATTGTTGCACAT
GTTGGTAAAGACGGTTCACGTACTGTTCGTAAAGATAAACGAGGAAATATTGTTGAACAT
GTTGGTAAAGACGGTTCACGTACTGTTCGTAAAGATAAACGAGGAAATATTGTTGAACAT
GTTGGTAAAGACGGTTCACGTACTGTTCGTAAAGATAAACGAGGAAATATTGTTGAACAT

KAKXKKAKA AKX AKX KA AKX AKX AKX KA A AKX A A XA AKX XA AKX XA AXAXAAAAKAAKX Ak *AAXXAXAXAXAXAAK* XX K**%

CAATCTATGGTGTATCGTGAGATTAAAAAGGCGGTGTCTGAGAATAATGCTGAGTCTGGT
CAATCTATGGTGTATCGTGAGATTAAAAAGGCGGTGTCTGAGAATAATGC GAGTCTGGT
CAATCTATGGTGTATCGTGAGATTAAAAAGGCGGTGTCTGAGAATAATGC TCTGGT
CAATCTATGGTGTATCGTGAGATTAAAAAGGCGGTGTCTGAGAATAATGC TCTGGT
CIATCTATGGTGTATCGTGAGATTAAAAAGGCGGTGTCTGAGAATAATGC TCTGGT
hokkkkkk kKKK Kk kkhhhkhhkhkhkk kA kXA kkkkkkkkkkhhkk** %K K K% * ok ko k ok
ACTGCGGTGTTAGTTGATGTTCGAACAGGGGAAGTGTTAGCTATGGCGACTGCGCCCTCT
ACTGCGGTGTTAGTTGATGTTCGAACAGGGGAAGTGTTAGCTATGGCGACTGCGCCCTCT
ACTGCIGTGTTAGTTGATGTTCG GGGGAAGTGTTAGCTATGGCGACTGCGCCCTCT

ACTGCGGTGTTAGTTGATGTTCG; GGGGAAGTGTTAGCTATGGCGACTGCGCCCTCT
ACTGCIGTGTTAGTTGATGTTCG ACAGGGGAAGTGTTAGCTATGGCGACTGCICCITCT

KAKAK AAKAKAAAAKAKAAKAKAAKAKAAKN Ak AKX A A AR AR AR Ak kkx kkk

TATAATCCAAACAACCGTGTCGGCGTGAAATCAGAGTTAATGCGTAACCGTGCAATTACC
TATAATCCAAACAACCGTGTCGGCGTGAAATCAGAGTTAATGCGTAACCGTGCAATTACC
TATAATCCAAACAACCGTGTCGGCGTGAAATCAGAGTTAATGCGTAACCGTGCAATTACC
TATAATCCAAACAACCGTGTCGGCGTGAAATCAGAGTTAATGCGTAACCGTGCAATTACC

TAIAATCCAAAIAA-GT-GTIAAA-GAGTTAA.CGTAACCGTGCIATTACC

ER R S * Kk Kk Kk * Kk Kk kK KKk R R R R

GATACTTTTGAGCCAGGTTCTACGGTAAAACCTTTCGTTGTTTTAACCGCACTTCAACGA
GATACTTTTGAGCCAGGTTCTACGGTAAAACCTTTCGTTGTTTTAACCGCACTTCAACGA
GATACTTTTGAGCCAGGTTCTACGGTAAAACCTTTCGTTGTTTTAACCGCACTTCAACGA
GATACTTTTGAGCCAGGTTCTACGGTAAAACCTTTCGTTGTTTTAACCGCACTTCAACGA
GATACHTTTGAHCCBGGTTCHACBGTAARACCTTTCGTTGTETTBACCGCACTTCARCGH

RR R Rk S I S I S kS Ik S R Rk kI E  E E h I I S I S Rk Rk

GGTGTAGTTAAACGAGATGAAATTATTGATACTACGTCCTTTAAATTAAGCGGTAAAGAA
GGTGTAGTTAAACGAGATGAAATTATTGATACTACGTCCTTTAAATTAAGCGGTAAAGAA
GGTGTAGTTAAACGAGATGAAATTATTGATACTACGTCCTTTAAATTAAGCGGTAAAGAA
GGTGTAGTTAAACGAGATGAAATTATTGATACTACGTCCTTTAAATTAAGCGGTAAAGAA

GGTGBAGTEABACGAGATGABETRAT THATACEEEHTCATT TABEETARCHGGTARAGAA

*hkkk kkk k Ak kKK kkk Kk *  kkk Kk kkk * Kk kK Kk Kk Kk k Kk Ak Kk kkkkk ok

ATTGTGGACGTTGCACCACGTGCTCAGCARACTTTAGACGAGATTTTAATGAACTCTAGT
ATTGTGGACGTTGCACCACGTGCTCAGCARACTTTAGACGAGATTTTAATGAACTCTAGT
ATTGTGGACGTTGCACCACGTGCTCAGCARACTTTAGACGAGATTTTAATGAACTCTAGT
ATTGTGGACGTTGCACCACGTGCTCAGCARACTTTAGACGAGATTTTAATGAACTCTAGT
ATTGTGGACGTEGCACCHCcGBBcTcABCAAACET TAGAGABATTTTEATEAACTCHAGT

KhkKkhkhhkhkAhKk* Khkkkk KKk Khkkk KhkkkKk Khkhkkk Kk KkAkkkk Kk KAAkAkKKk KKhK

ARCCGTGGTGTAAGTCGTCTTGCATTACGTATGCCACCTAGTGCATTAATGGAAACTTAT
AACCGTGGTGTAAGTCGTCTTGCATTACGTATGCCACCTAGTGCATTAATGGAAACTTAT
ARCCGTGGTGTAAGTCGTCTTGCATTACGTATGCCACCTAGCGCATTAATGGAAACTTAT
ARCCGTGGTGTAAGTCGTCTTGCATTACGTATGCCACCTAGCGCATTAATGGAAACTTAT
AACCGTGGTGTBAGTCGECTTGCETTACGTATGCCACCTHEGAGCATTAATGGAAACTTAR

KAKAKKAKKAAKK KhkKAkAKx KAhkk* KAAAKAAKAKKKF A KK KKK KKK KK KKK KK KK

CAAAATGCAGGTTTAAGTAAACCGACAGATTTAGGCTTGATCGGAGAGCAAGTTGGGATT
CAAAATGCAGGTTTAAGTAAACCGACAGATTTAGGCTTGATCGGAGAGCAAGTTGGGATT
CAAAATGCAGGTTTAAGTAAACCGACAGATTTAGGCTTGATCGGAGAACAAGTTGGGATT
CAAAATGCAGGTTTAAGTAAACCGACAGATTTAGGCTTGATCGGAGAACAAGTTGGGATT

CAAAATGCAGGITT.GTAAA-ACAGAITTAGGCTTIATIGGIGAICAA-GG.TI

ER Rk ki S i KK KKK KAXKKAKX KAAXXAAAXAKX XKk KKk *k Kkk

TTGAATGCAAATCGTAAACGCTGGGCAGATATTGAGCGTGCAACAGTCGCTTATGGTTAT
TTGAATGCAAATCGTAAACGCTGGGCAGATATTGAGCGTGCAACAGTCGCTTATGGTTAT
TTGAATGCAAATCGTAAACGCTGGGCAGATATTGAGCGTGCAACAGTCGCTTATGGTTAT
TTGAATGCAAATCGTAAACGCTGGGCAGATATTGAGCGTGTAACAGTCGCTTATGGTTAT
TTEAATGCAANGCGTAAACGHTGGGCAGATATHGARCGTGEAACEGTEGCTTATGGTTAT

401

720
720
720
720
581

840
840
840
840
701

900
900
900
900
761

960
960
960
960
821

1020
1020
1020
1020
881

1080
1080
1080
1080
941

1140
1140
1140
1140
1001

1200
1200
1200
1200
1061

1260
1260
1260
1260
1121

1320
1320
1320
1320
1181
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KK AAXKXKAKAKAAKX AXAXAXAKAAKX AXXAXAXAXAXAKAAXAKX KAk KAAAKX *AAK*x Xk FAAXAXAAXAXAXAKA KK

Rdkw20 GGTATTACTGCGACACCTTTACAAATTGCTCGTGCCTATGCAACCCTTGGTAGTTTCGGT 1380
BUAP28 GGTATTACTGCGACACCTTTACAAATTGCTCGTGCCTATGCAACCCTTGGTAGTTTCGGT 1380
33930 GGTATTACTGCGACACCTTTACAAATTGCTCGTGCCTATGCAACCCTTGGTAGTTTCGGT 1380
BUAPNan GGTATTACTGCGACACCTTTACAAATTGCTCGTGCCTATGCAACCCTTGGTAGTTTCGGT 1380
BUAP172178 GGTATTACTHCHACACCTTTACAAATTGCBCGTGCCTATGCHACERTHCGTACE T TGCE 1241

KAXKXKKAKAKAKAKX K KAAXAXAAAAAXAAXAAAXAAKX XXX AXAXAXAXAXAK KX * % * kKKK Kk KKk kK

Rdkw20 GTTTATCGTCCGCTTTCTATCACTAAAGTTGATCCGCCAGTTATTGGGAAACGGGTTTTC 1440
BUAP28 GTTTATCGTCCGCTTTCTATCACTAAAGTTGATCCGCCAGTTATTGGGAAACGGGTTTTC 1440
33930 GTTTATCGECCGCTTTCTATCACTAAAGTTGATCCGCCAGTTATTGGGAAACGGGTTTTC 1440
BUAPNan GTTTATCGECCGCTTTCTATCACTAAAGTTGATCCGCCAGTTATTGGGAAACGGGTTTTC 1440
BUAP172178 ITTTATCG CCICTTTCTATIACTAAAGTTGATCCGCCAGTTATTGGGAAACGGGTTTTC 1301
hokkkkkk kk KAk K kkhh hhkhkhk kAR KKK KKKk kkkkkkhkkkk k&K KKKk Kok Kk okokokk Kk
Rdkw20 AATGGACATTATGTAAATAAGTATGTGGCATTTACTGCGGGTATTGCACCAATTAGTGAT 1620
BUAP28 AATGGACATTATGTAAAT TATGTGGCATTTACTGCGGGTATTGCACCAATTAGTGAT 1620
33930 AATGGACATTATGTAAAT TATGTGGCATTTACTGCGGGTATTGCACCAATTAGTGAT 1620
BUAPNan AATGGACATTATGTAAAT TATGTGGCATTTACTGCGGGTATTGCACCAATTAGTGAT 1620
BUAP172178 AATGGACATTATGTAAAT TATGTGGCATTTACTGCGGGTATTGCACCAATTAGTGAT 1481
hokkkkkkk kA Ak kkhkhhhkhk *h Ak kKA kkkkhhhkhkhkhkhk Ak kA Ak kkkkhkhkhkhkkk kXX Kk %
Rdkw20 CCTCGTTATGCATTAGTGGTTTTGATCAATGATCCAAAAGCAGGAGAATATTATGGTGGT 1680
BUAP28 CCTCGTTATGCATTAGTGITTTTGATCAATGATCCAAAAGCAGGAGAATATTATGGTGGT 1680
33930 CCTCGTTATGCATTAGTGGTTTTGATCAATGATCCAAAAGCAGGAGAATATTATGGTGGT 1680
BUAPNan CCTCGTTATGCATTAGTGGTTTTGATCAATGATCCAAAAGCAGGAGAATATTATGGTGGT 1680
BUAP172178 CCTCGTTATGCATTAGTGGTTTTGATCAATGATCCAAAAGCAGGAGAATATTATGGTGGT 1541
hokkkkkkkkkkkkkhhhhk hhkhkhhk kA Ak kkkhhhkhhkhk kA kA kA kkkkkhhkkhkhkhkxkkkx %
Rdkw20 CCGCAAGATGCTGAAGCAGCTGAAAACACAACAACGAAAAGTGCAAAACGTATTGTTTAT 1800
BUAP28 CCGCAAGATGCTGAAGCAGCTGAAAACACAACAACGAAAAGTGCAAAACGTATTGTTTAT 1800
33930 CCGCAAGATGCTGAAGCAGCTGAAAACACAACAACGAAAAGTGCAAAACGAATTGTTTAT 1800
BUAPNan CCGCAAGATGCTGAAGCAGCTGAAAACACAACAACGAAAAGTGCAAAACGAATTGTTTAT 1800
BUAP172178 CCGCAAGATGCTGAAGCAGCTGAAAACACAACAACGAAAAGTGCAAAACGAATTGTTTAT 1661
hokkkkkkkkkkkkkkkkhkhkhkhkhkk kA kA kkkkkkkkhkhkhkkkkk Ak kkkkk Kk K*hkhkhkrkkxkx*
Rdkw20 ATTGGCGAACACAAGAATCAAAAAGTGAATTAA 1833
BUAP28 N e 1802
33930 ATTGGCGAACACAAGAA-——————————————— 1817
BUAPNan ATTGGCGAACACAAGAATCA--—-—————————— 1820
BUAP172178 ATTGGCGAACACAAGAATCA--—-——————-———-— 1681

* %

Las regiones sefaladas indican lo siguiente:
I Ccambios de nucledtido

Las bases 1 a 120, 241 a 360,, 541 a 660, 721 al 780. 1441 al 1560 y 1681 a 1740 no se muestran
debido a que no presentarion cambios nucelotidicos en todas las cepas estudiadas.

Al realizar el alineamiento aminoacidico, las cepas BUAPNan y ATCC 33930
tuvieron cambios en la regién amino terminal de la proteina PBP-3 (P31S, E141K,
R173K y A239E) los cuales no corresponden a residuos del dominio catalitico de
la proteina, la proteina de la cepa BUAP172178 presento algunas de esas
sustituciones ademas de la S122W y la Q261L, en el caso de la PBP-3 de la cepa
BUAP28 solo presento la mutacion P31S. Mientras que en la region catalitica de la

PBP-3, la proteina de la cepa BUAP172178 presento muchas sustituciones,
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siendo las mas importantes K344R, 1348V, y D350N dentro del dominio STVK, y
los cambios aminoacidicos T352G, K355T, L356V, A368P y M3771 encontradas
dentro del motivo SSN, clasificadas dentro del grupo Ilb de acuerdo a la
clasificacion de Dabernat (Dabernat et al., 2002). Para el caso de las cepas
BUAPNan y BUAP28 sus proteinas solo presentaron las mutaciones A434V y
V547| respectivamente, estos residuos se ubican cercanos al motivo conservado
KTG, la sustitucion de A434V no ha sido descrita hasta el momento. En la cepa
ATCC 33930 la PBP-3 no presento cambios en la region carboxilo terminal.
(Figura 11).

Figura 11. Alineamiento aminoacidico con la PBP-3 de la secuencia del GenBank
NP_439290.1 de la cepa RdkW20

Rdkw20 MVKFNSSRKSGKSKKTIRKLTAPETVKONKPOKVFEKCFMRGRYMLSTVLILLGLCALVA 60
BUAP28 MVKFNSSRKSGKSKKTIRKLTAPETVKONKSOKVFEKCFMRGRYMLSTVLILLGLCALVA 60
33930 MVKFNSSRKSGKSKKTIRKLTAPETVKONKSOKVFEKCFMRGRYMLSTVLILLGLCALVA 60
BUAPNan MVKFNSSRKSGKSKKTIRKLTAPETVKONKSOKVFEKCFMRGRYMLSTVLILLGLCALVA 60
BUAP172178  —mmmmmmmm oo TVLILLGLCALVA 13
* ok kkkkkkkkokkk
Rdkw20 RAAYVQSINADTLSNEADKRSLRKDEVLSVRGSILDRNGQLLSVSVPMSAIVADPKTMLK 120
BUAP28 RAAYVQSINADTLSNEADKRSLRKDEVLSVRGSILDRNGQLLSVSVPMSAIVADPKTMLK 120
33930 RAAYVQSINADTLSNEADKRSLRKDEVLSVRGSILDRNGQLLSVSVPMSAIVADPKTMLK 120
BUAPNan RAAYVQSINADTLSNEADKRSLRKDEVLSVRGSILDRNGQLLSVSVPMSAIVADPKTMLK 120
BUAP172178 RAAYVQSINADTLSNEADKRSLRKDEVLSVRGSILDRNGOLLSVSVPMSAIVADPKTMLK 73
RR R R R R E I bk R b R b R b R R E R R I R Rk I h h I e R R Ik kI I R R i i
Rdkw20 ENSLADKERIAALAEELGMTENDLVKKIEKNSKSGYLYLARQVELSKANYIRRLKIKGII 180
BUAP28 ENSLADKERIAALAEELGMTENDLVKKIEKNSKSGYLYLARQVELSKANYIRRLKIKGII 180
33930 ENSLADKERIAALAEELGMTRNDLVKKIEKNSKSGYLYLARQVELSKANYTRKLKIKGII 180
BUAPNan ENSLADKERIAALAEELGMTKNDLVKKIEKNSKSGYLYLARQVELSKANYTRKLKIKGII 180
BUAP172178 ENILADKERIAALAEELGMTENDLVKKIEKNSKSGYLYLARQVELSKANY IRKLKIKGII 133
* Kk *****************:*******************************:*******
Rdkw20 LETEHRRFYPRVEEAAHVVGYTDIDGNGIEGIEKSFNSLLVGKDGSRTVRKDKRGNIVAH 240
BUAP28 LETEHRRFYPRVEEAAHVVGYTDIDGNGIEGIEKSFNSLLVGKDGSRTVRKDKRGNIVAH 240
33930 LETEHRRFYPRVEEAAHVVGYTDIDGNGIEGIEKSFNSLLVGKDGSRTVRKDKRGNIVEH 240
BUAPNan LETEHRRFYPRVEEAAHVVGYTDIDGNGIEGIEKSFNSLLVGKDGSRTVRKDKRGNIVEH 240
BUAP172178 LETEHRRFYPRVEEAAHVVGYTDIDGNGIEGIEKSFNSLLVGKDGSRTVRKDKRGNIVEH 193
KA KK KA KA A KA KA A KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A AKX K Kk
Rdkw20 ISDEKKYDAQDVTLSIDEKLOSMVYREIKKAVSENNAESGTAVLVDVRTGEVLAMATAPS 300
BUAP28 ISDEKKYDAQDVTLSIDEKLOSMVYREIKKAVSENNAESGTAVLVDVRTGEVLAMATAPS 300
33930 ISDEKKYDAQDVTLSIDEKLOSMVYREIKKAVSENNAESGTAVLVDVRTGEVLAMATAPS 300
BUAPNan ISDEKKYDAQDVTLSIDEKLOSMVYREIKKAVSENNAESGTAVLVDVRTGEVLAMATAPS 300
BUAP172178 ISDEKKYDAQDVTLSIDEKLSMVYREIKKAVSENNAESGTAVLVDVRTGEVLAMATAPS 253
LR EEE SR EEE SRS SR SR E SIS EEE SRS SR SR EEEEREEEEREEE SRS RS SR SRS SRS
Rdkw20 YNPNNRVGVKSELMRNRAITDTFEPGSTVKPFVVLTALOQRGVVKRDEIIDTTSFKLSGKE 360
BUAP28 YNPNNRVGVKSELMRNRAITDTFEPGSTVKPFVVLTALQRGVVKRDEIIDTTSFKLSGKE 360
33930 YNPNNRVGVKSELMRNRAITDTFEPGSTVKPFVVLTALQRGVVKRDEIIDTTSFKLSGKE 360
BUAPNan YNPNNRVGVKSELMRNRAITDTFEPGSTVKPFVVLTALQRGVVKRDEIIDTTSFKLSGKE 360
BUAP172178 YNPNNEVEVKBELERNRAITDTFEPGSTVKPFVVLTALQRGEVERDER INTESFEMSGKE 313
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Rdkw20 IVDVAPRAQQTLDEILMNSSNRGVSRLALRMPPSALMETYQONAGLSKPTDLGLIGEQVGI 420
BUAP28 IVDVAPRAQQTLDEILMNSSNRGVSRLALRMPPSALMETYQNAGLSKPTDLGLIGEQVGI 420
33930 IVDVAPRAQQTLDEILMNSSNRGVSRLALRMPPSALMETYQNAGLSKPTDLGLIGEQVGI 420
BUAPNan IVDVAPRAQQTLDEILMNSSNRGVSRLALRMPPSALMETYQNAGLSKPTDLGLIGEQVGI 420
BUAP172178 IVDVAPREQOTLDEILENSSNRGVSRLALRMPPSALMETYONAGLEKBTELGLIGEORGH 373

KAXKKXKKAKX AAXKXKAKAKAAK s AAXA AKX A A AKX AKX AKX AAAAAAKAAKAAAAAKX & Ko AAAAAAK Ko

Rdkw20 LNANRKRWADIERATVAYGYGITATPLQIARAYATLGSFGVYRPLSITKVDPPVIGKRVF 480
BUAP28 LNANRKRWADIERATVAYGYGITATPLQIARAYATLGSFGVYRPLSITKVDPPVIGKRVE 480
33930 LNANRKRWADIERATVAYGYGITATPLQIARAYATLGSFGVYRPLSITKVDPPVIGKRVE 480
BUAPNan LNANRKRWADIER.TVAYGYGITATPLQIARAYATLGSFGVYRPLSITKVDPPVIGKRVF 480
BUAP172178 LNANRKRWADIERATVAYGYGITITPLQIARAYATLGSFGIYRPLSITKVDPPVIGKRVF 433
R R i R
Rdkw20 SEKITKDIVGILEKVAIKNKRAMVEGYRVGVKTGTARKIENGHYVNKYVAFTAGIAPISD 540
BUAP28 SEKITKDIVGILEKVAIKNKRAMVEGYRVGVKTGTARKIENGHYVNKYVAFTAGIAPISD 540
33930 SEKITKDIVGILEKVAIKNKRAMVEGYRVGVKTGTARKIENGHYVNKYVAFTAGIAPISD 540
BUAPNan SEKITKDIVGILEKVAIKNKRAMVEGYRVGVKTGTARKIENGHYVNKYVAFTAGIAPISD 540
BUAP172178 SEKITKDIVGILEKVAIKNKRAMVEGYRVGVKTGTARKIENGHYVNKYVAFTAGIAPISD 493
hokkkkkkk kK Kk kkhkhhhkhkhkhk kA Ak KAk kkkkhhkhkhkhk kA Ak KXk kkkkkhhkhkhkkkkxx %
Rdkw20 PRYALVVLINDPKAGEYYGGAVSAPVFSNIMGYALRANAIPQDAEAAENTTTKSAKRIVY 600
BUAP28 PRYALVILINDPKAGEYYGGAVSAPVFSNIMGYALRANAIPQDAEAAENTTTKSAKRIVY 600
33930 PRYALVVLINDPKAGEYYGGAVSAPVFSNIMGYALRANAIPQDAEAAENTTTKSAKRIVY 600
BUAPNan PRYALVVLINDPKAGEYYGGAVSAPVFSNIMGYALRANAIPQDAEAAENTTTKSAKRIVY 600
BUAP172178 PRYALVVLINDPKAGEYYGGAVSAPVFSNIMGYALRANAIPQDAEAAENTTTKSAKRIVY 553
KKK K Kk K K R K R R K R R K R R K R R K R R kR R K R R K R R K R R K R R kR R K R R R R kR R Rk K R
Rdkw20 IGEHKNQKVN 610
BUAP28 = ——————————
33930 IGEHK----- 605
BUAPNan IGEHKN---- 606
BUAP172178 IGEHKN---- 559

I Cambios de aminoacido: P31S, S123W, E141K, R173K, A239E, Q261L,
R306L, G308N, S311D, M314K, V342A, K344R, 1348V, D350N, T352G, K355T, L356V,
A368P, M3771, S406G, P408D, D410E, V418R, 1420V, A434V, A444S, V461l y V5471. Con
letras rojas se indica las sustituciones reportadas en la bibliografia.

Dominios conservados en la region catalitica de la proteina PBP-3

De acuerdo a la informacion descrita en el NCBI en la cepa RdKw20, la proteina PBP-3
presenta un dominio de dimerizacién del aminoacido 90 al 242 (indicado en letras color azul)
y un dominio transpeptidasa del aminoacido 280 al 571 (representado en letras color
morado).

7.6  Andlisis de los niveles de expresién del gen blarew en las
cepas de H. influenzae.

Los ensayos de PCR en tiempo real se llevaron a cabo para conocer si las
variantes de los promotores incrementan la expresion del gen blargy en las cepas
de H. influenzae, utilizando dos medios de cultivo diferentes, uno con BHI
suplementado con Fildes al 5% y otro con BHI afiadiendo 10 mg/ml de hemina y
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extracto de levadura al 2%. Ademas, con el objetivo de analizar si la presion de
seleccion por ampicilina es un factor que intervenga en la modificacion en la
expresion del gen blarem, los experimentos de gRT-PCR en tiempo real se
realizaron utilizando cepas que fueron crecidas en medios de cultivo bajo dos

condiciones; una afiadiendo 2 ug/ml de ampicilina y otra sin afiadir antibiotico.

Se determiné la expresién relativa del gen blatgm en las cuatro cepas estudiadas
ATCC 33930 (con promotor P3), las cepas BUAP28 y BUAPNan (con promotores
tipo Pdel) y la cepa BUAP172178 (con promotor Pa/Pb). Para este analisis, la
condicion usada como parametro fue la expresion del gen blargy en la cepa ATCC
33930 crecidas en medios de cultivo con ampicilina y sin ampicilina,

respectivamente.

En los paneles A y B de la figura 12, se muestra que las cepas BUAPNan,
BUAP28 y BUAP172178 tienen una expresion incrementada del gen blargy con
respecto a la expresion de gen en la cepa ATCC 33930 en condiciones de

crecimiento sin ampicilina.

El perfil de expresion del gen blatem se modifica dependiendo del medio de cultivo
gue se emplee para crecer a H. influenzae, ya que como se puede observar en la
figura 12, la cepa BUAP28 es la que presenta mayor expresion del gen de la B-
lactamasa cuando es crecida en el medio de cultivo es el BHI con Fildes (Figura
12A) mientras que al ser crecidas con el medio de cultivo BHI suplementado con
NAD y hemina, la cepa BUAP172178 es la que tiene mayor expresion y los niveles

de expresién se incrementan para todas (Figura 12B).
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Figura 12. Comparacion de la expresion relativa del gen blargy a partir de los promotores P3,
Pdel y Pa/Pb. Las cepas se crecieron en dos medios de cultivo diferentes sin ampicilina: medio
BHI con Fildes 5% (Panel A) y en medio BHI suplementado con 10 mg/ml de hemina y 2% de
extracto de levadura (Panel B). La expresion del gen blargy de la cepa ATCC 33930 (promotor P3)

fue utilizada como parametro para realizar las comparaciones.* Los valores fueron divididos entre

100 para mejor comparacion entre los datos.

Cuando se hace éste analisis usando la condicion de crecimiento en presencia de
ampicilina, la cepa BUAP172178 es la que tiene la expresion mas elevada del gen

blarem en ambos medios de cultivo, mientras que la cepa ATCC 33930

aparentemente es la de menor expresion (figura 13A 'y 13B).
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Figura 13. Comparacion de la expresion relativa del gen blaygy en presencia de ampicilina a
partir de los promotores P3, Pdel y Pa/Pb. Las cepas se crecieron en dos medios de cultivo
diferentes afladiendo a cada uno de ellos 2 ug/ml de ampicilina: medio BHI con Fildes 5% (Panel A)
y en medio BHI suplementado con 10 mg/ml de hemina y 2% de extracto de levadura (Panel B). La
expresién del gen en la cepa ATCC 33930 (promotor P3) fue utilizada como parametro para

realizar las comparaciones.

Para conocer si la ampicilina es un factor que induce la expresion del gen blargw,
se realizé el andlisis de expresion del gen de cada cepa de forma individual, bajo
dos condiciones: a) sin ampicilina y b) con ampicilina; teniendo como parametro la
expresion del gen cuando se crece la bacteria en medio sin ampicilina y se
comparo6 contra la expresion del gen cuando se crece en presencia de ampicilina,
para saber si esta se incrementa o disminuye con la presencia del antibiético. Esta

evaluacion se realiz6 con cada uno de los medios de cultivo probados (figura 14).
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En las cepas ATCC 33930 (promotor P3), BUAP172178 (promotor Pa/Pb) y
BUAPNan (promotor Pdel) se observa que la expresion del gen blargm se
incrementa en presencia de ampicilina en ambos medios de cultivo utilizados, por
el contrario, en la cepa BUAP28 (promotor Pdel) la expresion disminuye cuando a
los medios de cultivo se les afiade ampicilina (figura 14). Aunque la desviacion
estandar en el medio de BHIs con hemina y EL en las cepas BUAP28 y BUAPNan,
es muy cercana en ambas condiciones de crecimiento. Es importante mencionar
gue en esta figura se encuentran dos grupos diferentes de cepas clasificadas
fenotipicamente como B-lactamasas positivo ampicilina resistente (ATCC 33930 y
BUAP28) y B-lactamasa positivo acido clavulanico resistentes (BUAP172178 y
BUAPNan). Las primeras dos cepas a pesar de poseer el mismo fenotipo de
resistencia, tienen un comportamiento inverso en cuanto a la expresion del gen en
presencia de ampicilina; mientras que en las BLPACR, se incrementa la expresion

bajo la presencia de ampicilina a pesar de que poseen promotores diferentes.
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Figura 14. Influencia de la ampicilina sobre la expresion del gen blargy en cada cepa para los
tres promotores. Las cepas fueron crecidas en dos condiciones de cultivo diferentes afadidas o
no con ampicilina: BHI con Fildes 5% y BHIs con hemina (10 mg/ml) y extracto de levadura (2%).
Cada panel muestra los cambios en la expresion del gen en respuesta a la presencia del
antibidtico para las cepas ATCC33930 (BLPAR), BUAP28 (BLPAR), BUAPNan (BLPACR) y
BUAP172178 (BLPACR).
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8. DISCUSION

En el analisis de la determinacion cuantitativa de la resistencia a los B-lactamicos
se observé que todas las cepas fueron resistentes a ampicilina, obteniendo
valores de CMI desde 8 hasta mas de 128 ug/ml, ademdas cuatro cepas fueron
resistentes a amoxicilina con valores de 8 hasta 64 upg/ml, sugiriendo que
probablemente las cepas estudiadas poseen la B-lactamasa TEM-1 descrita para
H. influenzae, hecho que fue consistente al obtener el amplificado del gen blatem
en las cepas BUAPNan, BUAP28, BUAP172178 y ATCC33930; sin embargo la
presencia del gen que codifica la B-lactamasa TEM-1 no correlaciona con los
diferentes valores de CMI hacia ampicilina entre las cepas estudiadas, por lo que
deben existir otros factores que influyan en el nivel de resistencia. Diferentes
autores han descrito que el incremento de la resistencia a ampicilina en H.
influenzae y a otros B-lactamicos en Enterobacterias se debe a cambios presentes
en la region reguladora y en la region codificante del gen blarey; los cambios en la
region estructural del gen llevan a la produccion de BLEES en Enterobacterias; sin
embargo en H. influenzae no se ha confirmado la presencia de este tipo de B-
lactamasas, una explicacion a este hecho es quizas, a que este género bacteriano
posee una membrana plasmatica relativamente permeable a los B-lactamicos, por
lo que una BLEE posiblemente no sea muy eficaz para incrementar la resistencia
hacia este grupo de antibioticos (Tristram y Burdach, 2007). Por lo tanto, H.
influenzae debe utilizar otras formas de incrementar la resistencia hacia este grupo
de antibiéticos. Como resultado del analisis del gen blarem en las cepas usadas en
este trabajo, se encontré la presencia de los promotores P3, Pdel y Pa/Pb,
indicando que estas variaciones en los promotores son las probables
responsables de las diferencias en la expresion del gen blargy. La presencia de
estos diferentes promotores en la regién reguladora ha llevado a la hipétesis de
gque estos, tienen la capacidad de incrementar la cantidad de la enzima B-
lactamasa (Chent y Clowes, 1987; Fre et al., 2002; Mary, Compound, y Kong,

1997; Tristram et al., 2007). De acuerdo a los resultados de cuantificacion de la
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expresion del gen blargm se encontro que aquellas cepas con los promotores Pdel
y Pa/Pb resultaron tener una mayor expresion comparada con el promotor wild
type (P3), que concuerda con lo descrito por Chen y Clowes en 1984 y 1987,
quienes describen la presencia de tres cajas promotoras, P3, Pa y Pb en H.
influenzae y evallan la expresion a partir de estos promotores, resultando que el
promotor Pa y Pb incrementan hasta 10 y 2 veces, respectivamente la expresion
del gen blargm de forma individual, comparado con el promotor P3 en E. coli.
Lartigue en 2002, cloné y transformé el gen blargmis junto con su regién
reguladora de cuatro cepas de E. coli cada una conteniendo un promotor diferente
y midié la actividad de la B-lactamasa concluyendo que la resistencia a los
diferentes antibioticos probados (amoxicilina/ acido clavulanico, cefalotina,
tazobactam y piperacilina) se incrementan con el promotor Pa/Pb al igual que la
actividad de la enzima (Fre et al., 2002). De igual manera en un estudio con K.
pneumoniae se describio la presencia de los promotores Pdel y Pa/Pb en las B-
lactamasas de Espectro Extendido TEM-20 y TEM-22, asociado con un
incremento de la resistencia a cefalosporinas; en este se propone el incremento de
la enzima como respuesta al incremento de la resistencia, sin embargo no
muestran otra evidencia que apoye esa teoria. En otro estudio con un numero
importante de cepas de portadores de H. influenzae, se encontraron cepas que
contenian una delecién de 135 pb, correspondiente con el promotor Pdel del gen
blarem asociado con el aumento de la resistencia a antibiéticos como cefaclor y
loracarbef en comparacion con los aislamientos con promotores normales (Molina
et al.,, 2003). Garcia-Cobos describi6 por PCR la presencia de diferentes
promotores en H. influenzae, encontrando que el mas comudn era el Pdel,
asociandolo con un mayor incremento de la resistencia a amoxicilina en aquellas

cepas que poseian este promotor (Garcia-Cobos et al., 2008%).

En éste estudio, observamos que las dos cepas con el promotor Pdel fueron mas
resistentes a la ampicilina, una de ellas fue también resistente a amoxicilina con

clavulanico (BUAPNan) pero la cepa que tuvo el valor de CMI de ampicilina mas
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elevado fue la BUAP172178 que posee el promotor Pa/Pb (CMI >128 pg/ml)

siendo hasta 16 veces mas resistente que la cepa con el promotor wid-type (P3).

Los resultados de la expresién genética de la B-lactamasa en las cepas de trabajo
sugieren que aparentemente el promotor Pa/Pb es el que incrementa mas la
expresion del gen blarem Yy quizé esto se deba a que exista un sinergismo entre
las dos cajas promotoras Pa/Pb como previamente habia sido descrito (Chen et
al., 1984), mientras que la expresion incrementada con la presencia del promotor
Pdel se deba quizas al incremento de la afinidad de la RNA polimerasa por las
cajas promotoras, en donde la caja -35 del promotor Pdel tiene 4 de 6 bases
correspondientes a la secuencia consenso, y en la caja -10 hay 5 de 6 bases
idénticas a la secuencia consenso (Tabla 9), recordando que la region TA inicial y
T terminal estan altamente conservadas en la caja -10 y que son cruciales para el
reconocimiento del promotor (Feklistov y Darst, 2009; Koo et al, 2009), lo que
indicaria una probable causa que incremente la expresion del gen cuando se inicia

la transcripcion a partir de Pdel.

Tabla 9. Secuencias consenso -35y -10 con los promotores descritos para el gen blargy

Promotores
Consenso [EEY

Tsa

P3 g a c a a t
Pdel t a c a a t
Pa t a c g c t
Pb t a a t g t

Sin embargo, deben existir otras causas que lleven al incremento de la expresion
del gen blargy con el promotor Pdel, como parte de nuestros resultados
encontramos que a pesar de que se estudiaron dos cepas con este promotor, los
niveles de expresion en el medio enriquecido con Fildes (figura 12A) fueron
diferentes entre ellas, pues el gen de la cepa BUAP28 tuvo una expresion casi
cuatro veces mayor que la expresion del gen de la cepa BUAPNan, lo que indica
gue existen caracteristicas propias y Unicas de las cepas que conlleven a un

comportamiento diferente, como puede ser el origen de la cepa, la virulencia, la
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presion selectiva a la que fue sometida, fenotipo de resistencia, el medio de
cultivo, el ambiente, entre otras caracteristicas. Con base en lo anterior, la cepa
BUAP28 proviene de un aislamiento nasofaringeo de un nifio portador, los cuales
generalmente son tratados con ampicilina y/ o amoxicilina con inhibidor como el
acido clavulanico, suspendiendo el tratamiento antes de lo debido, permitiendo
que la cepa BUAP28 ademas de poseer la B-lactamasa TEM como Unico
mecanismo de resistencia haya adquirido otras caracteristicas asociadas a la
presencia del gen blargm que le permitan responder ante cualquier agresion,
indicando que el incremento de la expresion del gen blargy sea su herramienta
mas efectiva para sobrevivir y adaptarse al medio. Mientras que la cepa BUAPNan
proviene de liquido cefalorraquideo y posee dos mecanismos de resistencia
(BLPACR), tanto produccion de B-lactamasa como la presencia de mutaciones en
la proteina PBP-3 lo que hace que no sea necesario incrementar mucho los
niveles de expresion de la B-lactamasa, como se ve reflejado en los resultados, sin
descartar que pueden existir modificaciones adicionales rio arriba de la region
reguladora del gen o la probable pérdida de sitios de regulacion negativa que se
eliminaron por la delecién de 135 pb de la region reguladora. Estos ultimos datos
deben de ser confirmados mas adelante, asi como la determinacion del numero
de copias presentes del plasmido en las cepas BUAP28 y BUAP172178, que
probablemente permitieron ver el incremento en la expresion del gen blaregw en los

ensayos de PCR en tiempo real.

Por otro lado, a pesar de que el gen blatem se expresa de forma constitutiva (Bush
et al.,, 1995), la presencia de ampicilina favorece la expresion del gen como lo
muestran los resultados con las cepas BUAP172178 y ATCC33930 en la figura
14A y 14B, indicando que los promotores Pa/Pb y P3 son inducibles, lo que hace
necesario evaluar cual seria el mecanismo que lleve al incremento de la expresion
del gen blarem, uno de ellos podria ser la localizacion de sitios de regulacion
positiva que interactien de manera directa con la ampicilina o con alguna otra
molécula asociada a este antibidtico activando la transcripcion de manera

indirecta. A pesar de que no contamos con mas evidencias que apoyen esta
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teoria, al observar el mismo comportamiento con ambas cepas en los diferentes
medios de cultivo evaluados, podemos suponer como probable la hipétesis arriba
mencionada. En las cepas con el promotor Pdel la ampicilina tiene un efecto
represor, mas evidente en la cepa BUAP28 donde disminuye la expresion del gen
blarem, mientras que en la cepa BUAPNan se observa un deébil incremento o se
mantiene el nivel expresion. Es necesario evaluar las diferencias genotipicas entre
estas dos cepas para poder deducir como es el comportamiento del promotor
Pdel, que lo hacen actuar diferente bajo diversas condiciones de crecimiento y

entre diferentes cepas.

En este trabajo, pudimos asociar los valores de resistencia con la expresion
elevada o disminuida del gen blargw, donde los valores de CMI de 8, 64, 128 y >
128 pg/ml de ampicilina se asociaron con el incremento de la expresion del gen en
las cepas ATCC 33930, BUAPNan, BUAP28 y BUAP172178, respectivamente,
donde la cepa ATCC 33930 es la que tiene menor expresion (1) y la BUAP172178
es la que tiene la expresion mas elevada (42.7) (Figura 13A). Quizas, lo valores
CMI de cada cepa no se logran asociar con el comportamiento en la expresion en
el otro medio de cultivo (BHIs con hemina y extracto de levadura) (Figura 13B)
porque el enriguecimiento del medio usado en la determinacion de la CMI fue el
Fildes, y no usando la adicién por separado de la hemina y el extracto de levadura
al medio de cultivo, por lo que seria util realizar nuevamente la determinacion de
CMI bajo estas caracteristicas del medio para saber si el patron de la expresion se
mantiene entre cada cepa de H. influenzae estudiada. Poco se sabe sobre la
influencia de los suplementos del medio base en la CMI de los antibiéticos y
tampoco hay evidencia molecular de la influencia de las caracteristicas del medio
de cultivo sobre la actividad de la B-lactamasa; sin embargo, nuestros resultados
indican que algunos factores externos o ambientales como es el medio de cultivo,
pueden influir sobre el incremento o la disminucion en la produccion de la B-
lactamasa. Muchos autores han discutido la influencia del medio de cultivo en la
determinacién de la susceptibilidad a los antibidticos, algunos indican que los

valores de CMI de aproximadamente 21 antibiéticos pueden ser reproducibles
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utilizando diferentes medios en H. influenzae (Jacobs et al.,, 2002), otros
mencionan que el uso de un medio diferente al HTM (Haemophilus Test Medium)
gue es el establecido por CLSI que contiene Mueller-Hinton, hemina, NAD y
extracto de levadura, tiene un efecto minimo en los resultados de susceptibilidad
para los macrdélidos, pero no asi para la ampicilina sobre todo en cepas BLNAR,
donde se presentan grandes discrepancias (Fuchs, Barry, y Brown, 2001).
También, se ha demostrado la influencia de 3 medios de cultivo sobre la actividad
antibacteriana de diferentes farmacos, encontrando que en aquellos medios que
contienen Fildes al 5% no hay variacion significativa en la CMI, pero si cambiaba
el comportamiento de la cepa y la susceptibilidad al cambiar de suplemento
(Bergeron, Simard, y Provencher, 1987), observaciones previas apoyan los
resultados obtenidos en este estudio, sin embargo son necesarios estudios
adicionales para determinar por qué el comportamiento de las cepas resistentes
de H. influenzae es diferente en diferentes medios de cultivo. A excepcion de

cuando se afiade ampicilina al medio de cultivo.

Por otro lado, las cepas BLPACR estan tomando gran relevancia debido a que su
presencia se ha ido incrementando a través de los afios en paises como Corea,
Japon, Espafna y Noruega (Garcia-Cobos et al., 2007; Kim et al., 2007; Skaare et
al., 2010), después de su primer reporte en Estados Unidos (Doern et al., 1997).
En Espafia, el incremento en la prevalencia del fenotipo BLPACR se ha dado mas
en nifios que en adultos, de acuerdo a un estudio epidemiolégico en ese pais
(Sevillano et al., 2009), esto puede estar asociado con la frecuencia elevada de la
colonizacion de la nasofaringe con multiples cepas de H. influenzae y el consumo
mas elevado de acido clavulanico en nifios que en adultos (Smith-Vaughan et al.,
2009). Existe una gran cantidad de mutaciones en el gen ftsl, que generan
cambios en la secuencia de la proteina PBP-3 de las cepas BLPACR y BLNAR.
En este grupo de cepas los valores de CMI de cefotaxima pueden variar desde
0.006 a 2 mg/L comparado con un maximo de 0.06 mg/L para las cepas BLPAR o
cepas sin mecanismos de resistencia hacia los B-lactamicos (Ubukata et al., 2001,

Dabernat et al., 2002). Las cepas BLNAR se han clasificado en 3 grupos con base
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en las mutaciones que presentan en la PBP-3, siendo las del grupo | como las
menos resistentes, y las del grupo Il como las cepas con mayores niveles de
resistencia. Las cepas con susceptibilidad disminuida a ampicilina se han
encontrado comunmente en los grupos | y I, mientras que las que pertenecen al
grupo Il fueron normalmente asociadas con altos niveles de resistencia ampicilina,
asi como a cefalosporinas (Hasegawa et al., 2004; Ubukata et al., 2001;
Hasegawa et al, 2003).

También los valores de CMI de amoxicilina son diferentes entre ambos grupos de
cepas, 8-32 mg/L en las BLNAR y >64 mg/L en BLPACR, sin encontrar correlacion
entre la CMI hacia amoxicilina y las mutaciones en la PBP-3 (Matic et al., 2003).
Esta relacion no existe entre estos dos fenotipos de resistencia debido a que en el
fenotipo BLPACR se encuentra la hidrolisis de la amoxicilina por parte de la B-
lactamasa, por lo que la resistencia a este antibidtico esta mediada por dos
mecanismos, mientras que la B-lactamasa no esta presente en el fenotipo BLNAR.
Las dos cepas BLPACR, BUAPNan y BUAP172178 analizadas en este estudio
representan un rango medio de resistencia con valores de 0.125 mg/L y 0.250
mg/L hacia cefotaxima mientras que para amoxicilina/acido clavulanico es de

32/16 y 16/8 mg/L, respectivamente.

Se ha demostrado que la resistencia a la amoxicilina/acido clavulanico se debe
principalmente a mutaciones en la PBP-3 en aquellas cepas BLNAR. El primer
esquema de clasificacion de las mutaciones en la PBP-3 correspondia a los
grupos |, 1l y 1ll, encontrando las mutaciones solo de Arg517His o la Asn526Lys en
el grupo |, mientras que en grupo Il ademas de la presencia de estas mutaciones
también se pueden encontrar algunas otras dentro de los dominios SSN y/o STVK
gue no afectan tanto la susceptibilidad. Las sustituciones dentro del grupo Il estan
las mutaciones anteriormente mencionadas, ademas de la Ser385Thr y Met377lle,
gue incrementan la resistencia en las cepas BLNAR y BLPACR. Para el 2002, el
esquema de clasificacion fue modificado parcialmente, agregando subgrupos (a -

d) dentro del grupo Il (Dabernat et al., 2002). Mas recientemente, se describié la
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presencia de un nuevo grupo llamado llI-like con mutaciones en los motivos KTG y
STVK (Garcia-Cobos et al., 2007), adicional a los descritos en el grupo Il en
Japén (Ubukata et al., 2001) con mutaciones solo en el motivo SSN.

Nuestros resultados muestran que la cepa BUAP172178 (BLPACR) presenta gran
cantidad de mutaciones de las cuales solo estan reportadas las Lys344Arg,
lle348Val, Asp350Asn, Thr352Gly, Lys355Thr, Leu356Val, Ala368Pro (sustitucion
original Thr), y Met377lle, que pueden ser encontradas dentro del grupo Il (dentro
del motivo SSN). Ademas, se encontraron mutaciones que aun no han sido
descritas, dentro del dominio SSN y STVK. Para la cepa BUAPNan, también
BLPACR, se encontré la sustitucion A434V que no ha sido reportada y
sugerimos que sea evaluada en estudios posteriores, para conocer si esta
mutacion es la responsable de la resistencia al éacido clavulanico, de la
susceptibilidad disminuida hacia las cefalosporinas y de contribuir con la B-
lactamasa TEM-1 para incrementar la resistencia a la amoxicilina, aunque no se
pueden descartar otros mecanismos como el probable cambio del espectro de
resistencia debido a la presencia de otras enzimas no descritas a la fecha, la
sobreexpresion de la bomba de eflujo AcrAB o alteraciones en la proteina 2 de
membrana externa (OMP2). Diferentes estudios sugieren la posible asociacion
entre las sustituciones en el motivo SSN (M3771, S85T) y la susceptibilidad
disminuida a cefalosporinas (Hasegawa et al., 2004; Sanbongi et al., 2006; Garcia-
Cobos et al., 2007). Quizas en nuestro analisis con la cepa BUAP172178 si se
determind la presencia de al menos una de las mutaciones (Met377lle) que
también puede estar asociada a la disminuida susceptibilidad hacia ceftazidima,
ceftriaxona y cefepima en esta cepa, sin embargo presenta otras mutaciones que
aun no han sido descritas y que puedan estar involucradas en la susceptibilidad
hacia este tipo de antibidticos (Barbosa et al., 2011). En la cepa BUAP28 no se
clasifico como BLPACR sino como BLPAR debido a que no presento resistencia a
la amoxicilina/acido clavulanico, sin embargo se encontré la mutacién Val547lle
dentro del dominio KTG, descrita dentro del grupo | de Dabernat, y que junto con

la mutacion Asn569Ser son relacionadas con reducida susceptibilidad a ampicilina
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con CMI de 128 mg/L en comparacion con aquellas cepas que no presentan estas
mutaciones (CMI 1 mg/L) (Barbosa et al., 2011). A pesar de que la cepa solo
presento una mutacion, los valores de CMI hacia ampicilina fueron elevados con
128 mg/L, existiendo dos razones posibles para estos valores de CMI, a) pudiera
deberse a la sobreexpresion de la B-lactamasa TEM-1 a partir del promotor Pdel o

b) la presencia de la B-lactamasa en conjunto con la mutacién Val547lle.

Por lo tanto, las mutaciones en el gen ftsl en H. influenzae, llevan a modificaciones
en la proteina de uniéon a penicilina tipo 3 (PBP-3). Esta alteracién provoca
cambios conformacionales en la PBP-3 que culminan en una afinidad disminuida
entre H. influenzae y los B-lactamicos, principalmente ampicilina, amoxicilina y
amoxicilina con acido clavulanico. Poco se sabe sobre la funcion de la region no
catalitica de la PBP-3, pero al realizar mutaciones esenciales en este dominio, se
sugiere que actua como un dominio que permite el adecuado plegamiento de la
region catalitica, (Wissel et al., 2003), ademas también se propone que este
dominio interactia con otras proteinas importantes para la funcién de la proteina
PBP-3 y que regula el dominio catalitico y su actividad transpeptidasa (Sauvage et
al., 2014; Nguyen et al., 1998). Aunque el dominio no catalitico de las proteinas de
clase B de unién a penicilina estan altamente conservadas (Ghuysen J.M., 1991),
no se sabe el rol que juegue en H. influenzae y cémo interviene con la
susceptibilidad disminuida a los B-lactamicos. Seria l6gico pensar que mutaciones
en esta regidn pueden intervenir con la conformacion e interaccion entre los
residuos aminoacidicos de toda la proteina, pero hasta el momento los resultados
no son concluyentes en nuestras cepas de trabajo, pues las mutaciones
encontradas en las cepas BUAPNan, BUAP33930 y BUAP172178 fueron las
mismas (Glul41lE, Argl73Lys y Ala239Glu), lo que indicaria que esta region no
estd influyendo con la resistencia a los B-lactamicos. Sin embargo, seria necesaria
la realizacion de modelamientos moleculares in silico de cada una de estas
proteinas PBP-3, para conocer mas qué tipo de interacciones hay entre la region

catalitica y no catalitica.
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9. CONCLUSIONES

Todas las cepas de H. influenzae incluidas en este estudio, fueron
resistentes a ampicilina aunque con diferentes valores de concentracion
minima inhibitoria (8 - 128 pg/ml).

Las cepas BUAPNan y BUAP172178 (BLPACR), mostraron susceptibilidad
disminuida para las cefalosporinas de 3ra y 4ta generacion.

El gen blarem de las cepas BUAPNan (BLPACR) y BUAP28 (BLPAR)
mostré la presencia del promotor Pdel, mientras que el gen de la cepa
BUAP172178 (BLPACR) presento el promotor Pa/Pb.

Los promotores Pa/Pb y Pdel incrementan la expresion del gen blatgw,
independientemente del medio de cultivo; sin embargo, en presencia de
ampicilina, el promotor que incrementa mas la expresion del gen blargem es
el Pa/Pb con ambos medios de cultivo.

Independientemente del medio de cultivo, la ampicilina es un factor que
influye en la expresion del gen blatew, a partir de los promotores P3 y
Pa/Pb; sin embargo, en las cepas que presentaron el promotor Pdel, los
resultados no fueron consistentes.

La PBP-3 codificada por el gen ftsl de las cepas BUAP172178 y BUAPNan
(ambas BLPACR), presentaron sustituciones en la regién catalitica
alrededor del dominio conservado SSN, algunas de ellas no descritas a la
fecha.

La PBP-3 de las cepas ATCC33930 y BUAP28 (ambas BLPAR) y
BUAP172178 y BUAPNan (ambas BLPACR) presentaron sustituciones en
la regién amino terminal, no descritas a la fecha en la bibliografia.
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10.PERSPECTIVAS

Analizar la expresion del gen blarem en més cepas de H. influenzae con los
promotores Pdel y Pa/Pb para verificar con cual promotor hay mayor o

menor expresion y por qué.

Realizar fusiones transcripcionales con los promotores Pdel, P3 y Pa/Pb de
H. influenzae y medir la expresion del gen blarem a través de la expresion

de un gen reportero en E. coli.

Identificar el inicio de la transcripcidon a partir de cada promotor.

Evaluar la afinidad de cada promotor por la RNA polimerasa.

Evidenciar que el efecto del antibiotico sobre la expresion del transcrito se

refleja en la traduccion de la B-lactamasa.

Evaluar el numero de copias del plasmido de la B-lactamasa de las cepas
BUAPNan, BUAP28, BUAP172178y de la ATCC 33930.

Evaluar si el plasmido de la B-lactamasa de H. influenzae se mantiene como

plasmido o si se ha integrado al cromosoma.

Buscar la presencia de B-lactamasas de espectro extendido en las cepas de

H. influenzae resistentes a los B -lactamicos.

Modelar cristalograficamente la proteina de unién a penicilina tipo 3 de la
cepa BUAP172178 y otras cepas mas, para evidenciar alteraciones en el

plegamiento que respondan a la variacion en la resistencia.
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12.Anexos

Anexo 1.Preparacion de suplementos.

A. Preparaciéon de enriquecimiento Fildes.
1. preparar 150 ml de NaCl al 0.85% en un matraz de 500 ml y esterilizar a 15Ib
15 minutos.
En condiciones de esterilidad agregar lo siguiente:
2. 1 g de pepsina en un tubo estéril y adicionarlo al matraz que contiene la
solucion de NacCl.
. Agregar 50 ml de sangre de carnero.
. Agregar 6 ml de HCI concentrado con una pipeta estéril.
. Poner a bafo maria durante toda la noche a 57°C.
. Refrigerar de 5 — 7 dias.

. Llevar a pH de 6.8 a 7.2 con una solucién de NaCl al 20% estéril.

o N o o b~ W

. Verter en tubos estériles. Logrando viales de 10 ml.

B. Preparacion de Stock de Hemina.
. Preparar 100 ml de KOH 0.2 M.
. Preparar 100 ml de Na,HPO,4 0.1 M con pH 7.
. Pesar 0.3 g de hemina y agregarla a 100 ml de Na,HPO, y disolver.
. Afadir 1 ml de KOH o hasta que llegue a pH 7 y disolver en agitacion.

. Preparar viales de 33 ml en tubos de plasticos forrados con aluminio.

oo OB~ WN P

. Esterilizar a 15 libras 15 minutos.

C. Preparacion de Extracto de Levadura
1. Preparar KH,PO,4 0.2 M.
Pesar 32 g de levadura.

3. Mezclar y calentar a bafio maria a 80°C por 20 minutos.
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4. Centrifugar a 500 rpm a 4°C por 45 minutos

5. El sobrenadante se esteriliza por filtracion con membrana milipore 0.45
um.

6. Sembrar en TSA para prueba de esterilidad.

Anexo 2. Preparacion de medios de cultivo.

D. Preparacion de placas de gelosa Fildes al 5%
Para 200 ml/20 placas pequefias
1.- Pesar 7.4 g de caldo BHI.
2.- Pesar 2.7 g de agar bacteriologico.
3.- agregar tanto el medio como el agar bacteriolégico a 200 ml de agua destilada.
4.-Esterilizar a 15lb 15 minutos.
5.- Se agregaron 10 ml de Fildes al matraz, previamente enfriado.

6.- Mezclar y verter en placas chicas.

E. Gelosa Hemina Bacitracina Extracto de Levadura (GHBEL)
Para 200 ml/ 20 placas pequefas.
1.- Pesar 7.4 g de caldo BHI y 2.7 de agar bacteriolégico.
2.- Agregar a 190 ml e agua destilada
3.- Agregar 6 ml de Hemina.
4.- Esterilizar a 15lb 15 minutos.
5.- Pesar en un tubo estéril 0.03 g de Bacitracina y adicionar 5 ml de agua
destilada estéril.
6.- Adicionar la solucién de Bacitracina al matraz, previamente enfriado.

7.- Verter el medio en placas chicas.

F. Mueller-Hinton enriquecido con Fildes al 15%.
Para 200 ml
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1.- Pesar 8.4 g de caldo Mueller-Hinton.

2.- Adicionar a 200 ml de agua destilada.

3.- Calentar con mechero para disolverlo completamente.

4.- Agregar 12.70 10.2 ml a tubos de vidrio con tapa.

5.- Esterilizar a 15lb 15 minutos y dejar enfriar.

6.- Agregar 2.7 0 1.8 ml de Fildes a cada tubo. Mezclar.

7.- Adicionar las soluciones de antibiéticos a las placas, a manera de tener
diluciones seriadas de cada antibiotico.

Para placas grandes: A 15ml de agar se le adicionaran las siguientes cantidades
de solucién del antibiotico, recordando quitar la misma cantidad de agar cuando el
volumen adicionado era mayor a 100 pl.

Concentracion
ug/ ml

ul 1536 768 384 192 96 48 24 12 6 3 15

1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

Para placas chicas: A 12ml de agar se le adicionaran las siguientes cantidades de

solucion del antibiotico, recordando quitar la misma cantidad de agar

Concentracion
ug/ mi

ul 1228.8 614.4 307.2 153.6 76.8 38.4 19.2 9.6 4.8 24 1.2

1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

G. Caldo BHI con Fildes al 15 %.
Para 200 ml de caldo.
1. Pesar 7.4 g de caldo BHI.
Adicionar a 200 ml de agua. Mezclar.
Hacer viales de 30 ml en matraces de 50 ml y tapar bien.
Esterilizar a 15lb 15 minutos.

Adicionar 4.5 ml de Fildes a cada matraz. Mezclar.

S T

Filtrar el caldo en campana con material previamente esterilizado (papel

filtro, matraz, embudo).

~

Dejar a prueba de esterilidad 24 horas 37°C.

69



ANEXOS

H. Caldo BHI suplementado con Heminay Extracto de levadura.
Para 200 ml.

1.- Pesar 7.4 g de caldo BHI.

2.- Adicionar a 200 ml de agua.

3.- Adicionar 6 ml de Hemina. Mezclar.

4.- Hacer viales de 30 ml en matraces de 50 ml y tapar bien.

5.- Esterilizar a 15Ib 15 minutos.

6.- Agregar 2 ml de extracto de levadura

7.- Dejar a prueba de esterilidad 24 horas 37°C.

Anexo 3. Stock de antibidticos

Tabla 10. Preparacion del stock de antibiéticos para la determinacién de la CMI por

dilucién en placa.

ANTIBIOTICO SOLVENTE STOCK
o Disolverla en buffer fosfatos pH 8, 0.1 M,
Ampicilina ] 10 000 pg/ mi
solucién madre: buffer fosfato pH:6, 0.1M
Ampicilina / )
Agua inyectable 10 000 pg/ mi
sulbactam
Amoxicilina / )
o Agua inyectable 10 000 pg/ mi
clavulanico
Cefalotina Agua inyectable 10 000 pg/ ml
Cefaclor Agua inyectable 10 000 pg/ ml
Cefixime buffer fosfato pH:7, 0.1M 8 pug/ ml
Cefuroxima Agua inyectable 8 pug/ ml
Cefotaxima Agua inyectable 8 pug/ ml
Ceftriaxona Agua inyectable 8 ug/ ml
Ceftazidima Agua inyectable 8 ug/ ml
Cefepime Agua inyectable 8 ug/ ml




Anexo 4. Sustituciones aminoacidicas en la PBP-3

SUSTITUCIONES AMINOACIDICAS
Motivo STVK Motivo SSN Motivo KTG
Ala Lys lle Asp Lys Leu ser Ala Met Ser Leu Met Pro Glu lle Val Ala llle lle lle Val Gly Ala Val Arg lle Asn Ala Phe Thr Val Ala Val Asn Thr
G 343 344 348 350 355 356 357 368 377 385 389 391 392 398 414 436 437 442 449 475 488 490 502 511 517 519 526 530 531 532 547 554 562 569 574
R
U
P Val Arg Val Asn Thr Val Asp Pro lle Thr Phe llle Ser ASP Val Ala Ser Phe Val Leu lle Glu U:I/ Ala His Leu Lys Ser Leu Ser lle I\Tg Leu Ser Ala
(¢]
His Ser
Asn Asp lle Thr His
! His lle
His
Asn His lle Ser
Lys
Lys Ser
Asn lle Lys
Asn lle Thr Lys
| Asn Glu Lys Ser
| Lys Ser lle
a Lys
Ala Lys lle
Val lle Ser Ser
Val lle Ser Ser lle
Asn lle Val Lys lle Ser
Val Lys
Glu Val Lys
Asn lle Val Lys
Asn lle Glu Val Lys
| Asn Ser Val Leu Lys
| Asn lle Val Lys lle Ser
b Asn lle Gly Val Lys lle Ser
Asn Ser Val Lys lle Ser
Asn lle Val Lys lle Ser
Glu Val Lys lle Ser
Asn Pro Val Ala Lys lle Ser
Val Lys lle Ser
Thr Lys
Asn Thr Lys
Asn Asp Ser Thr Lys
Asn lle Thr Lys lle Ser
Asp Thr Lys lle Ser
| Thr Lys lle Ser
| Pro Lys
c Pro Thr Lys
Pro Lys Ser
Pro Lys lle Ser
Asn lle Thr Lys
Asn lle Glu Lys lle Ser
Val Lys
| Asn Ser Val Lys lle Ser
| Val Thr Lys lle Ser
d Val Lys lle Ser
Asn Val Lys Ser




Asn Asp lle Thr Phe Lys lle Leu
Asn Asp lle Thr Phe Lys Leu
Asn Asp Thr Thr Lys lle

|

| Asn Asp lle Thr His Ser

| Asn Asp lle Thr Phe His Ser

- Asn Asp lle Thr His Ser lle

| Asp Phe Ala Ser Leu

i Asp Phe Ala Lys Leu

k

e

Garcia-Cobos et al., 2008°; Bae et al., 2010; Barbosa et al., 2011; Kim et al, 2013; Garcia-Cobos et al., 2013; Skaare et al
2014
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Anexo 5. Analisis en Blast para las cepas secuenciadas para el gen blargw.

a-

Cc-

Cepa ATCC 33930

Description

Proteus mirabilis bet: nase TEM-1 gene, complete cds

Neisseria meningitidis plasmid pABE Tn3 r I (Tnp3). bet

Max
score

1975
1973
1973
1973
1973
1973
1973
1973
1973
nase precursor (TEM-1). an¢ 1973

Cepa BUAP172178

Description ::::;
Acinetobacter baumannii strain AbH120-A2, complete genome 1459
Acinetobacter baumannii strain ABO30, complete genome 1459
Klebsiella pneumoniae plasmid pKp848CTX. complete sequence 1459
Uncultured bacterium plasmid pRSB225, complate sequence 1459
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Heidelberg str. SL476. complete genome 1459
Proteus mirabilis bet nase TEM-1 gene. complete cds 1459
Haemophilus influsnzae plasmid ICEhin1056 1459
Uncultured bacterium pRSB107 plasmid 1459

Neisseria meningitidis plasmid pAB6 Tn3 resol (Tnp3), bet: nase precursor (TEM-1), anc 1459
Serratia marcescens tniC. intl3, blalMP. aac6'-Ib, parA, blaTEM genes, partial and complete cds 1459
Serratia marcescens strain ES-71 TEM-1 beta-lactamase (blaTEM-1) gene, partial cds 1456

Cepa BUAPNan.

Description

Haemophilus influenzae R2866. complete genome

Max
score

1917
1917
1917
1917

Klebsiella pneumoniae JM45 plasmid p1. complete sequence

1917
1912
1912

Escherichia coll plasmid pXD2 Insertion sequence ISCR3 transposase A (tnpA) gene. complete cd 1912

1912

Total
score

1975
1973
1973
1973
1973
1973
1973
1973
1973
1973

Total
score

1459
1459
1459
1459
1459
1459
1459
1459
1459
1459
1456

Total
score

1917
1917
1917
1917
1917
1912
1912
1912
1912
1912

Query
cover

100%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

Query
cover

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

Query
cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

E
value

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

value
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

[~
value

0.0
0.0
0.0
0.0
oo
0.0
0.0
0o
0.0
0.0

Ident

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

Ident

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

Ident

100%
100%
100%
100%
100%
99%
99%
99%
99%
99%

Accession

ABO070224.1
CP009534.1
CP009257.1
LM994717.1
JX127248.1
CP001120.1
AY729027.1
AJB27386.1
NG_036091.1

NG_035171.1

Accession

Accession

©Po02277.1
EQ312006.1
AMBB4335.1
AMB8B4334.1
CPO00057.2
KE719970.1
CPO0&657.1
NG_041453.1
FJ410927.1

AB103506.1
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d-

Cepa BUAP28

Description

Haemophilus influenzae R2866, complete genome

Haemophilus influenzae 10810 genome

Haemophilus influenzae parA gene for chromosome partitioning protein. strain 8f

(tnp). TnpR (tnpR), TEM-1 (bla), and 16S rRN; 1936

E 1936

Total
score

2015
2015
2015
2015
2015
1998
1936
2049
1992
1936
1936

Query
cover

99%
99%
99%
29%
99%
29%
99%
99%
29%
29%
299%

E

Ident Accession

value

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

99% CP002277.1
99% FQ312006.1

99% AMB84335.1

99% AMBE4334.1
99% CP000057.2

99% KC292504.1
99% KF719970.1

99% CP006657.1

99% NG_041453.1

99% F.J410927.1
99% AB103506.1

Anexo 6. Analisis en Blast para las cepas secuenciadas para el gen ftsl.

Cepa BUAPNan

Description

Haemophilus influenzae 10810 genome

Haemophilus influsnzae strain TO81 penicillin binding protein 3 (ftsl) gene., complste cds

Haemophilus influenzae strain L97 penicillin binding protein 3 (ftsl) gene, complete cds

Haemophilus influenzae strain HCM0O71 penicillin-binding protein 3 (ftsl) gene. complete cds
Haemophilus influenzae 86-028NP. complete genome
Haemophilus influenzae Rd KW20. complete genome

Haemophilus influenzae strain L26 penicillin-binding protein 3 (ftsl) gene, complete cds

Cepa BUAP172178

Description

Haemophilus influenzae strain HCM0042 penicillin-binding protein 3 (fisl) gene, complete cds

Haemophilus influenzae 10810 genome

Haemophilus influenzae strain Hi375. complete genome

Haemophilus influenzae strain L240 penicillin-binding protein 3 (ftsl) gene, complete cds

Haemophilus influenzae strain L26 penicillin-binding protein 3 (ftsl) gene, complete cds

Haemophilus influenzae strain T011 penicillin binding protein 3 (ftsl) gene, complete cds

Max
score

3356
3356
3350
3350
3256
3256
3256
3256
3256
3251
3284

Total
score

2545
2545
2540
2540
2534
2529
2473
2473
2473
2473
2468

Total
score

3356
3356
3350
3350
3256
3256
3256
3256
3256
3251
3284

Query
cover Vv

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

Query
cover v

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

alue
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

alue
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Ident

94%
94%
94%
94%
94%
94%
93%
93%
93%
93%
93%

Ident

99%
99%
99%
99%
99%
98%
99%
99%
99%
98%
99%

Accession

CP009610.1
CP002276.1
2JX861248.1
FQ312006.1
JNO79456.2
JNS79440.2
KF576326.
JX861249.1
CP000057.2
L42023.1
KC867172.1

Accession

JX861248.1
FQ312006.1
CP009610.1
JN979456.2
KCB67182.1
KCB67172.1
JNG79451.2
JX861252.1
L42023.1
KC867183.1

CP002277.1
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c- Cepa ATCC 33930
Description
Haemophilus influenzae strain HCMQ011 PBP3 (fisl) gene. complete cds
Haemophilus influenzae strain HCMO040 penicillin-binding protein 3 (ftsl) gene. complete cds

Haemophilus influenzae PittGG. complete genome

Haemophilus influenzae Rd KW20, complete genome

Haemophilus influenzae strain JOOS penicillin binding protein 3 (fts|) gene, complete cds

Haemophilus influenzae 86-028NP. genome

Haemophilus influenzae strain HCMO088 PBP3 (fisl) gene. complete cds

d- Cepa BUAP28
Description

Haemophilus influenzae strain HCMO0042 penicillin-binding protein 3 (ftsl) gene. complete cds
Haemophilus influenzae 10810 genome

Haemophilus influenzae strain Hi375. complete genome

k is influenzae strain T081 penicillin binding protein 3 (fisl) gene, complete cds

Haemophilus influenzae R2846., complete genome

Haemophilus influenzae strain J138 penicillin binding protein 3 (ftsl) gene. complete cds

Haemophilus influenzae strain HCMO0030 penicillin-binding protein 3 (ftsl) gene, complete cds

Haemophilus influenzae Rd KW20. complete genome

laemophilus influenzae strain T062 penicillin binding protein 3 (ftsl) gene. complete cds

Haemophilus influenzae R2866. complete genome

score
3306
3295
3295
3290
3284
3278
3273
3273
3269
3267

score
3350
3350
3345
3345
3345
3339
3251
3251
3245
3245
3278

Total
score

3306
3295
3295
3290
3284
3278
3273
3273
3269
3267

Total
score

3350
3350
3345
3345
3345
3339
3251
3251
3245
3245
3278

Query
cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
99%

100%

Query

E

Ident Accession

value

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

E

cover value

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

99% JN944451.1

99% JX861253.1

99% CP000672.1
99% L42023.1

99% KC867174.1

99% JN979454.2

99% JN979443.2

99% CP000057.2
99% JN944455.1

99% JN944449.1

Ident

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

Accession

JX861248.1
FQ312006.1
CP009610.1
JNO79456.2
CP002276.1
JNS79440.2
JX861252.1
L42023.1
KC867183.1
JN979454.2

CP002277.1
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