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RESUMEN
A pesar de que se conocen las causas mas frecuentes de la Neumonia Adquirida

en la Comunidad (NAC) y el tratamiento de la misma, esta afeccion sigue siendo
importante como causa de enfermedad y mortalidad alrededor del mundo. La
mayoria de las veces la muerte asociada a NAC se debe a la falta de un
diagnostico oportuno. Actualmente el estandar de oro para la identificacion de
los microorganismos causantes de la enfermedad es el cultivo in vitro, que puede
llevar hasta 72 h; por eso es necesario implementar métodos que permitan la
identificacion oportuna de los agentes causales de la enfermedad, como la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), que puede ser confiable,
especifica y rapida. En el presente trabajo se realiz6 la estandarizacion de una
PCR multiple para el diagnostico de tres de los agentes causales mas
importantes asociados a la NAC que son Staphylococus aureus, Streptococcus
pneumoniae y Chlamydophila pneumoniae. Se extrajo el ADN de estas cepas
tipo mediante el kit Zymo Research ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep, se procedio
a estandarizar las reacciones de PCR de punto final para cada uno de los
microorganismos, determinando su sensibilidad en unidades formadoras de
colonias (UFC) y en concentracion de ADN, los genes blanco utilizados fueron:
Iyt A para S. pneumoniae, nuc para S. aureus y ompA para C. pneumoniae.
Posteriormente se estandariz6 la PCR multiple con las cepas tipo. Por ultimo, se
inoculé una muestra de sangre con cada uno de los microorganismos y se llevo
a cabo la PCR multiple directamente de sangre total utilizando el kit KAPA blood
PCR. Los productos de amplificacion fueron observados en geles de agarosa al
1.5% y se tiferon con Bromuro de etidio a 0.5 ug/mL Los amplicones se
secuenciaron. EI ADN extraido de cada una de las cepas cumplido con los
estandares de calidad establecidos, la estandarizacién de la PCR de punto final
para cada uno de los microorganismos origind los tamanos de amplicones
esperados para nuc el amplicon fue de 279 pb, para lytA de 192 pb y para ompA
fue de 345 pb, la secuenciacion y el analisis de la secuenciacion corrobord que
si son especificos para el diagndstico de los microorganismos en estudio y por
ultimo se procedio a estandarizar la PCR multiple tanto con ADN puro de cada
microorganismo como de sangre inoculada con los microorganismos, se

obtuvieron los amplicones esperados en ambos casos.



ANTECEDENTES GENERALES

Epidemiologia de la NAC

La neumonia es la principal causa individual de mortalidad infantil en todo
el mundo. Se calcula que la neumonia provocé el deceso de unos 920 136 nifios
menores de 5 afios en 2015, lo que supone el 15% de todas las defunciones de
nifios menores de 5 afos en todo el mundo (OMS, 2016).

La incidencia de NAC en el mundo varia por pais, sexo y edad, lo que
afecta en los registros relacionados a la epidemiologia, etiologia, morbilidad,
mortalidad, tasa de resistencia a antibiéticos y costo economico de la
enfermedad (Baez-Saldafa et al., 2013). Estudios de la poblacién basados en la
incidencia de pacientes diagnosticados con NAC que requieren hospitalizacion,
han reportado una incidencia de alrededor de 1.1 por cada 1000 adultos en la
poblacion de Canada, 2.6 por cada 1000 en Espania, 2.7 por cada 1000 en Ohio
y 4 por cada 1000 en Pennsylvania (Lim et al., 2009). Aunque pareciera que la
incidencia es baja la NAC es la sexta causa de mortalidad general y la primera
causa de mortalidad por enfermedades infecciosas, la mortalidad atribuible a la
neumonia adquirida en la comunidad es del 1 al 5% para los pacientes con
tratamiento ambulatorio, de 5,7 a 25% para quienes requieren tratamiento
hospitalario y asciende hasta el 50% para los pacientes que requieren cuidados
intensivos (Asociaciéon Colombiana de Neumologia y Cirugia de Térax (ACNCT)
, Asociacion Colombiana de Medicina Critica y Cuidado Intensivo (AMCI) ,
Asociacion Colombiana de Medicina Interna (ACMI), 2013).

La edad es un determinante importante de la frecuencia de NAC, como lo
demuestra la frecuencia elevada en los menores de dos afios y a partir de los 50
afos, aunque varia dependiendo del pais (Baez-Saldana et al., 2013). Estudios
en el Reino Unido reportan que la proporcion de adultos que requieren
hospitalizacion esta entre el 22 y 42%, con una mortalidad entre 5y 12%, y en
términos generales la mortalidad debida a neumonia no ha mostrado
disminucion significativa desde la utilizacion rutinaria de la penicilina (Woodhead,
2008). Y particularmente en los pacientes de 65 afios 0 mas la mortalidad tiende

a incrementarse (Fry et al., 2005). La tasa de mortalidad observada en Chile por



esta causa durante el afio 2009 fue de 20,8 por 100.000 para la poblacion
general, y de 199,8 por 100.000 para los mayores de 65 afios (Ministerio de salud
Chileno, 2011).

Por otra parte, el porcentaje de adultos hospitalizados con NAC que
requieren un manejo en la unidad de cuidados intensivos varia de 1.2% en un
estudio en Espana a 5% en un estudio del multicentro BTS hasta 10% en otro
estudio espanol. Alrededor del 8% y 10% de los ingresados a una unidad de
cuidados intensivos se diagnostico como NAC severa. Un analisis del ingreso de
pacientes a la unidad de cuidados intensivos en Inglaterra, Gales e Irlanda del
Norte entre 1995 y 2004, reporta que la NAC es la causa del 5.9% de todas las
admisiones a las unidades de cuidados intensivos (Lim et al., 2009). Aunque
existen pocas condiciones médicas con niveles de letalidad tan altos, la NAC
cumple con los criterios epidemioldgicos para ser considerada un problema

grave de salud publica. (Ministerio de salud Chileno, 2011).

En México la neumonia se encuentra entre las veinte causas principales de
enfermedad Nacional; en el aflo 2015 se registr6 una incidencia de 129.36 casos
por cada 100,000 habitantes y de estos casos los decesos reportados fueron un
total de 156,530 personas, se estima que los grupos mas afectados son aquellos
de 1-4 afos y 65 afios y mas. En el estado de Puebla la neumonia y
bronconeumonia tienen una incidencia de 75.90 por cada 100,000 habitantes,
siendo el grupo de mayor riesgo los nifios menores de 1 afo. (Secretaria de
salud/DGE, 2005). La neumonia adquirida en la comunidad es una enfermedad
comun y potencialmente grave. Se asocia con una morbilidad y mortalidad
considerables, especialmente en adultos mayores y en aquellos con
comorbilidades significativas (IMSS, 2017).

Generalidades de la NAC

La NAC es un sindrome en el cual se desarrolla una infeccion aguda de los
pulmones en personas que no han sido hospitalizadas recientemente y que no
han tenido exposicidén regular al sistema de salud. (Musher & Thorner, 2014).
Con una duracion inferior a 14 dias, o iniciada en los ultimos 14 dias (Andrés
Martin et al., 2012). En esta definicion se excluye la neumonia que se presenta

en personas residentes en hogares de cuidado crénico o en hogares geriatricos



(Asociacion Colombiana de Neumologia y Cirugia de Toérax (ACNCT),
Asociacion Colombiana de Medicina Critica y Cuidado Intensivo (AMCI),
Asociacion Colombiana de Medicina Interna (ACMI), 2013). Su gravedad oscila
desde cuadros leves en personas sanas, que pueden confundirse con resfriados,
bronquitis o infecciones no respiratorias, hasta cuadros graves que requieren
ingreso en unidades de tratamiento intensivo y ponen en peligro la vida de los
pacientes(Miravitlles, 2001). La NAC se clasifica clasicamente en tres grandes
sindromes: NAC tipica o bacteriana, atipica (producida por virus o bacterias
atipicas) y no clasificable (casos que no cumplen criterios que permitan incluirlos

en ninguno de los 2 primeros grupos) (Blanquer & Sanz, 2010).

La neumonia bacteriana tipica (p. ej., Streptococcus pneumoniae) se
caracteriza por fiebre elevada con escalofrios, dolor pleuritico y/o abdominal.
Habitualmente, existe tos, aunque puede ser leve. La auscultacién pulmonar que
inicialmente puede ser normal posteriormente pondra de manifiesto

hipoventilacion, crepitantes y/o un soplo tubarico.

La neumonia atipica (Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila
pneumoniae, Legionella spp.) cursa generalmente de forma subaguda y sin
afectacion importante del estado general. La tos es el sintoma predominante y
se suele acompanar de fiebre, rinitis, faringitis y/o meningitis. Puede existir dolor
toracico generalizado en relacion con los accesos repetidos de tos seca. Suele
afectar mas a ninos mayores. Las neumonias virales son mas frecuentes en
nifos pequenos y se suelen acompafnar de un cortejo sintomatico mas amplio,
con participacion de otros niveles de las vias respiratorias. La fiebre, la tos y la
afectacion del estado general tienen una significacion variable (Andrés Martin et
al., 2012).

Etiologia

En la NAC, el S. pneumoniae es el agente causal mas frecuente en la
poblacion general (21 a 39%), seguido por Haemophilus influenzae (1.5 al 14%)
y Staphylococcus aureus (0.8 y 8.7%). Otros microorganismos encontrados
como causantes de la NAC son la C. pneumoniae, Moraxella catarrhalis,
especies de Legionella, bacterias aerobias gram negativas, virus de la influenza,

adenovirus y virus sincitial respiratorio. (IMSS, 2009).



Este trabajo se centrara en 3 de los principales factores etioldgicos que

causan la Neumonia Adquirida en la Comunidad:

S. pneumoniae es una bacteria Gram positiva, capsulada, aunque se
conocen 90 serotipos diferentes, solo son 12 serotipos con mayor impacto clinico
y es asi como los serotipos: 1-3-4-5-6-7-8-9-14-18-19y 23, son
responsables del 80% o mas de las infecciones neumocdccicas invasoras. La
distribucion geografica y por grupo etario de estos serotipos también tiene
variaciones; se ha observado que los serotipos 1 y 5 son mas frecuentes en
regiones del mundo de menor desarrollo socioeconémico. S. pneumoniae forma
parte de la flora bacteriana normal de la mucosa nasal y faringea, siendo su
habitat preferencial la nasofaringe posterior. La colonizacion por S.
pneumoniae es mas elevada en nifios y adultos sobre los 60 afios de edad,
comparativamente a los adultos de edad mediana. S. pneumoniae se ubica
dentro de las principales prioridades como problema de salud publica tanto en
paises industrializados como en aquellos menos desarrollados, es responsable
de elevada morbilidad y letalidad ya que es uno de los principales agentes
causales de una gran variedad de cuadros clinicos, infecciones benignas como
otitis media y sinusitis agudas, e infecciones severas como septicemia,

meningitis y neumonia (Preado, 2001).

S. aureus es una bacteria con forma de coco gram positiva capaz de
provocar una amplia gama de enfermedades, ya sea por accion directa o
mediante la accion de sus toxinas (Alvarez Lam & Ponce Bittar, 2012). El género
Staphylococcus comprende 51 especies y se puede dividir en dos grupos
principales: estafilococos coagulasa-positivos, cuyo miembro principal es S.
aureus, y estafilococos coagulasa-negativos (CoNS) (Rochetti et al., 2018).
Debido a que aproximadamente el 20% de la poblacién es portadora permanente
de S. aureus en fosas nasales y un 30% intermitente, los pacientes con
infecciones por S. aureus suelen infectarse por la misma cepa que coloniza sus
fosas nasales. La colonizacién también permite la transmision entre individuos

tanto en el ambiente como en la comunidad (Pahissa, 2009).

Las clamidias son un grupo especial de bacterias, poseen ADN, ARN,
ribosomas similares a los de las bacterias Gram negativas y pared celular. Una

vez alcanzado el huésped adecuado, la bacteria se adhiere a la superficie de
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determinados tejidos, generalmente epitelios columnares o transicionales, y
penetra en las células de estos por medio de un fagosoma (Roca, 2007). Existen
tres especies de clamidias patégenas para el hombre: Chlamydia trachomatis,

Chlamydia psittaci y Chlamydophila pneumoniae. (Roca, 2007).

C. pneumoniae es una bacteria intracelular obligada, se multiplica dentro
de las vacuolas unidas a la membrana en las células huésped eucariotas, pero
no pueden generar ATP y, por lo tanto, dependen de los depdsitos de ATP de la
célula huésped para todos los requerimientos de energia, son incapaces de la
biosintesis de nucleétidos de novo y dependen de los grupos de nucleétidos del
huésped (Blasi, Tarsia, & Aliberti, 2009).

C. pneumoniae, conocida también con el nombre de agente "Taiwan Acute
Respiratory" (TWAR), es un microorganismo dificil de cultivar, que produce
infecciones respiratorias altas y neumonias, especialmente en nifios y adultos
jévenes, se transmite por via respiratoria entre personas que estan en estrecho
contacto. Algunos estudios sugieren que este germen puede tener algun papel
en la etiopatogenia de la arteriosclerosis (Liu y Waters, 2005; Muhlestein et al.,
2005). Para penetrar en el organismo humano la bacteria utiliza la célula epitelial
columnar o de transicion, infectando las vias respiratorias y los monocitos.
Inicialmente lo hace en las células respiratorias de las vias altas y/o bajas y se
disemina por la sangre gracias a los monocitos. Esto le permite la colonizacion
a distancia de muchos lugares del organismo, tales como las arterias. Las
personas infectadas por C. pneumoniae desarrollan una respuesta inmunolégica
celular la cual se caracteriza por soler ser poco intensa, pero persistente en el
tiempo, y puede resolver la infeccion (Villegas, Sorl6zano, Camacho y Gutiérrez,
2008). Se ha reportado que C. pneumoniae representa un numero relativamente
grande de casos (6—20%) de NAC, aunque los datos se basan principalmente en
determinaciones serologicas (Blasi, Tarsia, & Aliberti, 2009). El curso clinico
puede variar desde enfermedades leves y autolimitadas hasta formas graves de
neumonia, particularmente en pacientes de edad avanzada y aquellos con
enfermedades cardiopulmonares coexistentes. Este agente participa en la
coinfeccion con otros agentes bacterianos en aproximadamente el 30% de los
casos adultos de NAC (Blasi, Tarsia, & Aliberti, 2009).



ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Streptococcus pneumoniae

Existen varios factores que contribuyen a la virulencia de S. pneumoniae
(Preado, 2001), dentro de ellos destaca la autolisina (N-acetilmuramoil-L-alanina
amidasa (lytA)) que es una proteina que induce una respuesta autolitica
caracteristica que se presenta durante la fase de crecimiento estacionario y esto
conlleva a la lisis excesiva de los cultivos in vitro. LytA provoca la lisis mediante
la escision del enlace de lactil-amida que une los péptidos del tallo y las cadenas
de glicano del peptidoglicano, dando como resultado la hidrdlisis de la pared
celular (Mellroth et al., 2012). Se estima que IytA es importante en la patogénesis
de las infecciones pneumococcica, ademas de jugar un papel directo en la
virulencia; ya que media la liberacion de componentes de la pared celular y estos
juegan un rol importante para provocar una alta inflamacién en modelos
animales. En adicion a eso, estudios sugieren que la autolisina juega un papel
indirecto en la patogénesis mediando la lisis celular y subsecuentemente la
liberacion de factores de virulencia como pneumolisina (Whatmore & Dowson,
1999). A pesar de la importancia clinica y el frecuente aislamiento de S.
pneumoniae, no hay un estandar de oro establecido o método de referencia para
su identificacién. La identificacion de este patdgeno en el laboratorio ha sido
realizada usando uno 0 mas ensayos, incluyendo tincion de Gram, analizando la
morfologia de la colonia, probando su actividad hemolitica en agar sangre, su
susceptibilidad a optoquina, utilizacion de carbohidratos, manual miniaturizado
como el API 20 Strep system (bioMerieux Vitek, Inc., Hazelwood, Mo.), y pruebas
de ADN (Gen-Probe, San Diego, Calif.) (Kellogg et al., 2001).

Un sistema de deteccion rapido basado en inmunocromatografia de orina
ha resultado ser eficiente en pacientes adultos con neumonia, sin embargo, no
es muy especifico en nifios. En los ultimos afios muchos investigadores han
evaluado el uso de la PCR como herramienta para el diagndstico de la neumonia
causada por S. pneumoniae. En general la PCR es mas sensible que el cultivo
en agar y mas rapido (Murdoch et al., 2003).



Staphylococcus aureus

S. aureus es un microorganismo ampliamente distribuido en el ambiente ya
que posee caracteristicas particulares de virulencia, S. aureus tiene
caracteristicas genéticas que le han permitido convertirse en una de las bacterias
mas importantes en la clinica y en las enfermedades transmitidas por alimentos.
S. aureus es un microorganismo capaz de producir componentes superficiales
llamados toxinas y producir enzimas extracelulares (Zendejas et al., 2014). Las
cepas de S. aureus producen una termonucleasa extracelular (Nucleasa A o
TNasa) con una frecuencia similar a las cepas que producen coagulasa. La
TNasa es una proteina con una masa molecular de 17 KDa. Es una
endonucleasa que degrada ADN y ARN y es termoestable porque su actividad
enzimatica puede resistir hasta 100°C en un tiempo aproximado de una hora. La
proteina TNasa esta bien caracterizada; el gen nuc que codifica para esta
proteina ha sido secuenciado y clonado con anterioridad (Brakstad, Aasbakk, &
Maeland, 1992). Y se sabe que es producido por la mayoria las cepas de S.
aureus; es por eso que es usado como criterio de diagndstico de esta especie
(Hamdan-Partida et al., 2015). Una caracteristica importante de S. aureus es que
produce biopeliculas y nuc favorece esta formacién. Cuando nuc se encuentra
mutado o no esta presente; se afecta la habilidad de S. aureus para crecer y

diseminarse (Kiedrowski, 2012).

Existe un test enzimatico para la identificacion de S. aureus, basado en la
produccion de TNasa, pero la actividad de la TNasa no es especifica para S.
aureus, lo que si es especifica es la secuencia del gen codificante para la TNasa
(nuc) presente en las distintas cepas de S. aureus, hay estudios que respaldan
este hecho como el realizado por Liebl et al. (Brakstad, Aasbakk, & Maeland,
1992). La identificacion de S. aureus por amplificacién del gen nuc por PCR es
considerado un método estandar de oro, y es considerado de gran importancia
para poder establecer un diagnostico rapido de una infeccion por S. aureus (Ali
et al., 2014).

Chlamydophila pneumoniae



Durante su ciclo celular adopta dos morfologias distintas, una forma
infecciosa extracelular, el cuerpo elemental, y una forma replicativa intracelular,
el cuerpo reticular. Es caracteristica del orden de las Chlamydiales su habilidad
para inhibir la fusién lisosomal, por mecanismos no definidos, permite al cuerpo
elemental habitar en una vesicula, rodeada de una membrana protectora,
llamada cuerpo de inclusidn, visible al microscopio optico. Entonces, se modifica
la membrana externa del cuerpo elemental, desaparecen los aminoacidos
azufrados y se conforman, funcionalmente, las porinas (Villegas, Sorl6zano,

Camacho y Gutiérrez, 2008).

La evidencia actual indica que los productos de ciertos genes de
Chlamydophila pneumoniae (principalmente la proteina de choque térmico 60),
a través de la activacion de los factores de transcripcion (especialmente el factor
nuclear kappa-B), son responsables de la activacion de la mayoria de los
elementos celulares en el tejido bronquial (epitelio, endotelio, monocitos
(macroéfagos, células de musculo liso), que producen una cascada de liberacion
de citoquinas y una regulacion positiva de la molécula de adhesién, lo que
favorece la entrada de células en las vias respiratorias, la infeccion persistente

y la remodelacién de las vias respiratorias (Blasi, Tarsia, & Aliberti, 2009).

Las principales y mas abundantes proteinas en la membrana son las
denominadas major outeer membrane protein (MOMP), que mantienen una
elevada homologia entre especies (Jaqueti, 2000). Estas MOMP son los
antigenos mejor caracterizados en las especies de Chlamydia, ya que se halla
en mayor proporcion (60%) en los cuerpos elementales y reticulares. Son
importantes porque tienen funciones de porina. Esta proteina es comun a todos
los miembros de la familia Chlamydiaceae, aunque presenta diferencias
estructurales y de inmunogenicidad en cada una de las especies (Villegas et al.,
2008).

El cultivo de C. pneumoniae presenta varias dificultades. La bacteria no
crece en los medios de cultivo habituales, sino que precisa lineas celulares; hay
que tener en cuenta que la técnica es compleja, que las muestras pueden alterar
el cultivo (el esputo puede ser citotdxico), y que se precisan técnicas de
inmunofluorescencia directa para ver el crecimiento. Otros problemas derivan de

la toma de las muestras y su manejo. Las muestras procedentes de nasofaringe
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presentan mejores resultados que las obtenidas de la garganta. También se

pueden utilizar esputos, liquido pleural y lavado broncoalveolar.

Desde el punto de vista clinico, la espera de 3 semanas para poder detectar
la elevacion del titulo retrasa el diagndstico. La inmunofluorescencia directa
presenta menos sensibilidad que los cultivos. La presencia de artefactos conlleva
una menor especificidad en muestras con moco y la deteccion de antigenos

mediante ELISA también es poco sensible.

Por otra parte, la PCR no solo permitiria la deteccién de oportuna de C.
pneumoniae, sino que a su vez la de varios patdégenos respiratorios en la misma
muestra, tanto en coinfecciones como en infecciones con etiologia multiple
(Jaqueti, 2000).

El desarrollo de la tecnologia de PCR ha traido grandes ventajas al
diagndstico de infeccion por C. pneumoniae. Se ha empleado con éxito con
muestras respiratorias, muestras de biopsia pulmonar y vascular, y sangre.
Varios estudios han encontrado que la PCR es una técnica mas sensible que el
cultivo bacteriano (Blasi, Tarsia, & Aliberti, 2009).

Los genes de la familia MOMP han sido utilizados para detectar a C.

pneumoniae por métodos moleculares; utilizandolos como genes blanco.

Fundamento de la Reacciéon en Cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro
que amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios
ciclos repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente. Los
elementos importantes en la reaccidén son el templado o molde (ADN o ADNCc),
la enzima (ADN polimerasa), los oligonucleétidos o primers, los
desoxirribonucledétidos trifosfatados (ANTPs: adenina, timina, citosina y guanina),

el ibn magnesio (Mg +), una solucién amortiguadora o buffer y H20.

Las tres etapas principales de las que se compone la PCR son:
desnaturalizacion, hibridacion y extension y posteriormente al final de la

reaccion, para corroborar si se amplificd la secuencia blanco de interés, los
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productos de la PCR o también llamados amplicones son analizados en geles de

agarosa para confirmar si la reaccion fue exitosa.

En la primera etapa (desnaturalizacién) la doble hélice de ADN se separa
en dos hebras. Para ello se realiza una incubacion de la muestra a altas
temperaturas (93- 97°C) (Mas et al., 2001). El tiempo depende de la secuencia
del templado, es decir, si la cantidad de G-C es alta, sera necesario mas tiempo
para romper sus uniones debido a que el apareamiento de estas bases esta
formado por tres enlaces, uno mas que las bases de A-T (Tamay de Dios, Ibarra
& Velasquillo, 2013). La renaturalizacion se producira cuando la temperatura
disminuya (Mas et al., 2001).

En el segundo paso (hibridacién) los cebadores se unen a las zonas 3’
complementarias que flanquean el fragmento que queremos amplificar. Se
realiza gracias a la bajada de la temperatura (50-65°C) (Mas et al., 2001). Es
importante que la temperatura de hibridacion o temperatura de fusién (Tm) sea
la 6ptima; ésta generalmente oscila entre 50-60 °C. Si el disefio de los primers
es el correcto y la temperatura es la adecuada, la estabilidad y especificidad del

complejo sera eficiente (Tamay de Dios, Ibarra & Velasquillo, 2013).

En la tercera etapa (elongacion) se produce la sintesis de una cadena
sencilla  (produciéndose un fragmento de doble cadena por Ia
complementariedad) en la direccién 5°-> 3" mediante la enzima ADN polimerasa,
la cual incorpora los deoxinucledtidos fosfato presentes en el medio siguiendo la
cadena molde (Mas et al., 2001). La temperatura 6ptima para la reaccion es de
72 °C, ya que a esa temperatura la enzima es funcional. Al final del ciclo, se
habran formado los amplicones con un tamano dictado por el niumero total de

pares de bases (pb).

Al final de la PCR, para saber si la reaccion transcurrio eficientemente, los
amplicones son visualizados a través de una electroforesis en geles de agarosa.
La electroforesis consiste en la separacion de grandes moléculas como los
acidos nucleicos a través de una matriz sélida que funciona como un filtro para
separar las moléculas en un campo eléctrico de acuerdo a su tamafo y carga
eléctrica. Esta separacion se hace bajo un buffer o tampon que puede ser TAE

o TBE. En el caso de los acidos nucleicos, el grupo fosfato les proporciona la
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carga negativa, por lo que durante la electroforesis migran hacia el polo positivo.
Otro ingrediente que se agrega al gel es el bromuro de etidio, una molécula
intercalante capaz de unirse al ADN de doble cadena. Cuando es excitado con
luz UV emite una sefal que permite la visualizacidn de los amplicones en forma

de bandas.

La PCR ha sufrido modificaciones para ofrecer una tecnologia mas
innovadora apegada a los retos inherentes que implica el estudio del ADN
(Tamay de Dios, Ibarra & Velasquillo, 2013).

Para superar la desventaja inherente del coste y mejorar la capacidad de
diagndstico de la prueba, se desarrollé6 una PCR multiple, una variante de la
prueba en la que se amplifica mas de una secuencia diana utilizando mas de un
par de cebadores. Se han descrito PCR multiples para detectar agentes virales,
bacterianos y/o infecciosos en un tubo de reaccién (Elnifro et al., 2000).
Se puede ahorrar tiempo mediante la amplificacion simultanea de multiples
secuencias en una sola reaccion. La PCR multiple requiere que los cebadores
conduzcan a la amplificacion de regiones unicas de ADN, tanto en pares
individuales como en combinaciones de muchos cebadores, bajo un solo
conjunto de condiciones de reaccion. Ademas, los métodos deben estar
disponibles para el analisis de cada producto de amplificacion individual de la
mezcla de todos los productos (Markoulatos, Siafakas, & Moncany, 2002).

La mPCR (PCR multiple) ha sido aplicada en muchas areas para el analisis
simultaneo de marcadores multiples incluyendo deleciones, mutaciones,
polimorfismo, analisis cuantitativos por transcriptasa reversa y por RT-PCR. Con
optimos resultados ha sido empleada en analisis microsatelital, deteccién de
organismos genéticamente modificados, deteccion de patégenos vy tipificacion de
diferentes cepas. En el campo epidemioldgico, su importancia crece por la
factibilidad de aumentar en una sola reaccion la deteccion simultanea de varios
microorganismos aprovechando entre otros parametros la similitud de cuadros
clinicos (Bolivar, Rojas & Garcia-Lugo, 2014). El desarrollo de una PCR multiple
eficaz requiere, generalmente, una planificacion estratégica y multiples intentos
de optimizar las condiciones de reaccion. Para un ensayo de PCR multiple
exitoso, son importantes la concentracién relativa de los cebadores, la

concentracion del buffer de PCR, el equilibrio entre las concentraciones de
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cloruro de magnesio y desoxinucleotido, las temperaturas de ciclacion y la
cantidad de ADN molde y ADN Taq polimerasa. Una combinacién 6ptima de
temperatura de fusion y concentraciéon de tampén es esencial en la PCR multiple
para obtener productos de amplificacion altamente especificos (Markoulatos,
Siafakas, & Moncany, 2002).

Existen estudios similares en los que se propone a la PCR como
herramienta de diagndstico; un ejemplo es el realizado por Murdoch et al. en el
2003, en donde se evalua un ensayo de PCR para detectar a S. pneumoniae en
muestras de NAC; en el estudio se utiliza la PCR de punto final para detectar el
gen de la autolisina de S. pneumoniae, ellos evaluan qué tipo de muestra es la
que les proporciona una mayor sensibilidad y concluyen que las muestras de
sangre dan mejores resultados que las muestras respiratorias, ya que cuando se
extraen las muestras respiratorias no se puede hacer la distincidon entre aquellos
pacientes que tienen la enfermedad y los que sdlo han sido colonizados con S.

pneumoniae (Murdoch et al., 2003).

Otros estudios reportan el uso del gen mecA para la deteccion de S. aureus
(Pérez-Roth et al, 2001) asi como el uso de la PCR multiple para detectar a qué
antibidtico es resistente la cepa con la que estan trabajando, asi como se ha
publicado un ensayo que permite la deteccion simultdanea de genes de

resistencia clinicamente relevantes en S. aureus (Strommenger et al.,2003).

En el ano 2001, Corless et al. desarrollaron un protocolo de deteccion
multiple que permite la identificacion simultdnea de Neisseria meningitidis, H.
influenzae y S. pneumoniae a partir de distintos tipos de muestras clinicas,

concretamente, liquido cefalorraquideo (LCR), plasma, suero y sangre.

En un estudio realizado por Welti et. al en el 2003, se hizo la deteccion y
cuantificacion exitosa de C. pneumoniae, Legionella pneumophila y M.
pneumoniae desde muestras respiratorias usando la técnica de RT-PCR. La
comparaciéon de la prueba de PCR multiple en tiempo real y convencional en 73
muestras respiratorias mostr6 una concordancia general del 98,3%,
correspondiente al 95,8%, 100% y concordancia del 100% para C. pneumoniae,
L. pneumophila y M. pneumoniae, respectivamente.
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En una revisidn realizada por Jaqueti en el 2000 se menciona que la PCR
utiliza cebadores especificos de C. pneumoniaey puede detectar el ADN
equivalente a un cuerpo elemental. La especificidad es muy elevada con

respecto al cultivo, mientras que la sensibilidad oscila en torno al 75%.
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JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Los métodos de diagnostico para NAC que existen actualmente no son los
mejores para hacer un diagndéstico temprano, ya que, en la mayoria de los
hospitales aun se utiliza como diagnéstico el cultivo de los microorganismos a
partir de las muestras obtenidas del paciente para posteriormente estudiar la
morfologia y hacer las pruebas bioquimicas necesarias para hacer un
confirmativo del diagndstico (Baez-Saldafia et al., 2013; Grupo de Salubridad
General, 2009). Estos métodos conllevan mucho tiempo (alrededor de 48 y 72
horas) y muchas veces pueden dar falsos positivos o en su defecto falsos
negativos, debido a que las muestras normalmente son esputo o fluidos de la via
respiratoria inferior, sin embargo, hay que tomar en cuenta que estas muestras
podrian contaminarse con los microorganismos que estan formando parte de la
flora normal de las vias respiratorias superiores, que solo causan la enfermedad
cuando colonizan tejido sanguineo o vias respiratorias inferiores (Grupo de
Estudio de la Neumonia Adquirida en la Comunidad Area de Tuberculosis e
Infecciones Respiratorias (TIR)-SEPAR, 2005). Debido a la demora de estas
pruebas, el agente etiolégico de la neumonia no se demuestra en 20-70% de los
casos (Baez-Saldana et al., 2013). Hoy en dia la NAC sigue siendo un problema
de salud publica, ya que ocupa el tercer lugar como causa de mortalidad a nivel
global. En México la neumonia se encuentra entre las 10 principales causas de
enfermedad Nacional, incluso en los estudios epidemiolégicos en algunos
hospitales mexicanos se reporta que el diagndstico de NAC representa la
segunda causa de hospitalizacion de etiologia infecciosa por detras de las

infecciones gastrointestinales (Montafio et al., 2016).

Las técnicas de diagndstico molecular ya han sido probadas anteriormente
y se ha comprobado que ahorran hasta 48 horas de tiempo que en comparacion
con las técnicas de diagnéstico microbioldgicas (Wessels et al., 2012; Bartlett,
2004; Nolte, 2008); algo que tiene mucho peso a la hora de querer diagnosticar
microorganismos tal como C. pneumoniae, que es agente etioldgico causante de
NAC en un 6 a 20% de los casos, pero que es dificil de diagnosticar ya que es a
base de cultivo celular que al final precisa técnicas de inmunofluorescencia

directa para ver el crecimiento, la otra opcion que es un diagndstico seroldgico
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precisa de 3 semanas para poder detectar la elevacién del titulo lo que retrasa
el diagnéstico (Jaqueti, 2000; Miyashita et al., 2008), todo esto conlleva a
necesitar metodologias diagndsticas mas rapidas, sensibles y especificas que

apoyen al diagnostico de la NAC.

Un problema que se habia atribuido a las técnicas de diagndéstico molecular
es el costo de estas, sin embargo, con el paso de los afos los costos se han ido
abaratando, ademas que al poder establecer un diagnostico rapido se podria
evitar la hospitalizacion de larga duracion y la muerte de los pacientes.

El uso de la PCR multiple puede resolver el problema principal que es
obtener un diagnéstico rapido y certero, con el fin de hacerlo llegar al médico lo
mas rapido posible y que éste pueda tratar la enfermedad correctamente (Bolivar
et al., 2014). Asi como también se puede utilizar para futuros estudios
epidemioldgicos, sobre todo para dar a conocer el verdadero impacto de C.

pneumoniae como colonizador de las vias respiratorias bajas.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Estandarizar la técnica de PCR multiple para la identificacion de 3 de los

principales microorganismos que causan NAC en México.

Objetivos Especificos

e Validar que los oligonucledtidos disefiados amplifiquen los genes blanco
de los microorganismos a identificar por medio de la técnica de PCR.
e Confeccionar in silico de una PCR multiple que permita identificar el

microorganismo causante de la NAC

e Establecer el ensayo de PCR multiple en sangre como una prueba
diagnostica nueva de NAC
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Diseno de una PCR
multiple para detectar los
microorganismos: mas
comunes asociados a

neumonia adquirida enila
comunidad (S.

pneumoniae, S. aureus .
C. pneumoniae)

MATERIALES Y METODOS

1

Analisis in silico
para el
disefio de los
Oligonucleotidos

Estandarizacion de
E]
PCR multiplex

Busqueda de
secuencias en
bases de datos

Disefiode los
pares de
oligonucleétidos
para cada gen

Analizar
los
Oligonuclestidos
obtenidos

Identificacion de cada
uno de los
microorganismos
mediante PCR punto
final usando los
oligonucleotidos
anteriormente
disefiados

Ajustar
cantidades de
reactivos

Probar
condiciones
predichas in silico,

Extraccion
Y
purificacion
de ADN

PCR
punto final
para cada
cepa tipo

Comprobacion
de la
funcionalidad| de
Ios'
oligonuclestidos

Electroforésis
en gel de
agarosa

Secuenciacion
de ADN por
método de
Sanger

1. Analisis in silico para el disefio de los oligonucleétidos.

El gen blanco elegido de cada patégeno para la realizacion de este trabajo fue
seleccionado de acuerdo con la investigacion previa de cada uno de los
organismos usados, eligiendo los que se consideran determinantes para causar
la enfermedad, asi como para la diferenciacion entre un organismo y otro (Otero
et al., 1990; Gholamhosseini-Moghaddam et al., 2015; Villegas et al., 2008;
Boman et al., 1999) (Tabla 1).

Tabla 1. Tamano y numero de acceso del NCBI de los genes blanco
seleccionados para el disefio de la PCR muiltiple.
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Organismo Gen blanco Tamaiio del gen Numero de acceso de

en nucleotidos NCBI
Staphylococcus aureus nucA ~594 nt LC484036.1
Streptococcus pneumoniae IytA ~906 nt AJ243414
Chlamydophilapneumoniae ompA ~1200 nt NC_000922.1

Para S. pneumoniae se eligio el gen IytA y para C. pneumoniae el gen

ompA. En el caso de S. aureus se utilizdé un par de oligonucledtidos que fueron

disefiados previamente en el laboratorio de Patogenicidad Microbiana del CICM-

ICUAP.

Para poder hacer el disefio de los oligonucleétidos a usar en la PCR

multiple se buscaron las secuencias de los genes blanco elegidos para la

deteccion de los tres diferentes microorganismos, nucA para S. aureus (Figuras
1y 2), IytA para S. pneumoniae (Figuras 3 y 4) y ompA para C. pneumoniae

(Figuras 5y 6) en la base de datos de nucleétidos del NCBI.

Staphylococcus aureus 4-1 nucA gene for thermonuclease, partial cds

GenBank: LC484036.1
>L.C484036.1 Staphylococcus aureus 4-1 nucA gene for thermonuclease, partial cds

GGCATATGTATGGCAATCGTTTCAATATTACTTATAGGGATGGCTATCAGTAATGTTTCGAAAGGGCAATACGCAAAGAGGTTTTTCTATT
TCGCTACTAGTTGTTTAGTGTTAACTTTAGTTGTAGTTTCAAGTCTAAGTAGCTCAGCAAATGCATCACAAACAGATAATGGCGTAAATAG
AAGTGGTTCTGAAGATCCAACAGTATATAGTGCAACTTCAACTAAAAAATTACATAAAGAACCTGCGACATTAATTAAAGCGATTGATGGT
GATACGTTTAAATTAATGTACAAAGGTCAACCAATGACATTCAGACTATTATTGGTTGATACACCTGAAACAAAGCATCCTAAAAAAGGTG
TAGAGAAATATGGTCCTGAAGCAAGTGCATTTACGAAAAAAATGGTAGAAAATGCAAAGAAAATTGAAGTCGAGTTTGACAAAGGTCAAA
GAACTGATAAATATGGACGTGGCTTAGCGTATATTTATGCTGATGGAAAAATGGTAAACGAAGCTTTAGTTCGACAAGGCTTGGCTAAAG

TTGCTTATGTTTATAA

Figura 1. Secuencia del gen nucA de Staphylococcus aureus. Fuente: NCBI con
numero de acceso y referencia: LC484036.1 >LC484036.1 S. aureus 4-1 nucA gene
for thermonuclease, partial cds.
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Figura 2. Grafico del gen nucA de Staphylococcus aureus (594 pb). Ubicado en la
cadena sentido.

Streptococcus pneumoniae R6 chromosome, complete genome
NCBI Reference Sequence: NC_003098.1
>NC_003098.1:¢1723025-1722069 Streptococcus pneumoniae R6 chromosome, complete genome

ATGGAAATTAATGTGAGTAAATTAAGAACAGATTTGCCTCAAGTCGGCGTGCAACCATATAGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAA
TCCGCATTCAACCGTACAGAATGAAGCGGATTATCACTGGCGGAAAGACCCAGAATTAGGTTTTTTCTCGCACATTGTTGGGAACGGTT
GCATCATGCAGGTAGGACCTGTTGATAATGGTGCCTGGGACGTTGGGGGCGGTTGGAATGCTGAGACCTATGCAGCGGTTGAACTGAT
TGAAAGCCATTCAACCAAAGAAGAGTTCATGACGGACTACCGCCTTTATATCGAACTCTTACGCAATCTAGCAGATGAAGCAGGTTTGC
CGAAAACGCTTGATACAGGGAGTTTAGCTGGAATTAAAACGCACGAGTATTGCACGAATAACCAACCAAACAACCACTCAGACCACGTT
GACCCTTATCCATATCTTGCTAAATGGGGCATTAGCCGTGAGCAGTTTAAGCATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTGAAACAGGCTG
GCAGAAGAATGACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAGAAAATCAATGGCACTTGGTACT
ACTTTGACAGTTCAGGCTATATGCTTGCAGACCGCTGGAGGAAGCACACAGACGGCAACTGGTACTGGTTCGACAACTCAGGCGAAAT
GGCTACAGGCTGGAAGAAAATCGCTGATAAGTGGTACTATTTCAACGAAGAAGGTGCCATGAAGACAGGCTGGGTCAAGTACAAGGAC
ACTTGGTACTACTTAGACGCTAAAGAAGGCGCCATGGTATCAAATGCCTTTATCCAGTCAGCGGACGGAACAGGCTGGTACTACCTCAA
ACCAGACGGAACACTGGCAGACAGGCCAGAATTCACAGTAGAGCCAGATGGCTTGATTACAGTAAAATAA

Figura 3. Secuencia consenso utilizada para el proyecto Refseq del NCBI del gen IytA
de S. pneumoniae. Fuente: NCBI con numero de acceso y referencia: NC_003098.1
>NC_003098.1:¢1723025-1722069 S. pneumoniae R6 chromosome, complete
genome.

Streptococcus pneumoniae partial lytA gene for autolysin, strain 7751
GenBank: AJ243414.
>AJ243414.1 Streptococcus pneumoniae partial lytA gene for autolysin, strain 7751

TTAAGAACAGATTTGCCTCAAGTCGGCGTGCAACCATATAGGCAAGTACACGCACACTCAACTGGGAATCCGCATTCAACCGTACA
GAATGAAGCGGATTATCACTGGCGGAAAGACCCAGAATTAGGTTTTTTCTCGCACATTGTTGGGAACGGTTGCATCATGCAGGTAG
GACCTGTTGATAATGGTGCCTGGGACGTTGGGGGCGGTTGGAATGCTGAGACCTATGCAGCGGTTGAACTGATTGAAAGCCATTC
AACTAAAGAAGAGTTCATGACGGACTACCGCCTTTATATCGAACTCTTACGCAATCTAGCAGATGAAGCAGGTTTGCCGAAAACGC
TTGATACAGGGAGTTTAGCTGGAATTAAAACGCACGAGTATTGCACGAATAACCAACCAAACAACCACTCAGACCATGTGGATCCA
TACCCTTACTTGGCAAAATGGGGCATTAGCCGTGAGCAGTTTAAGTATGATATTGAGAACGGCTTGACGATTGAAACAGGCTGGCA
GAAGAATGACACTGGCTACTGGTACGTACATTCAGACGGCTCTTATCCAAAAGACAAGTTTGAGAAAATCAATGGCACTTGGTACT
ACTTTGACAGTTCAGGCTATATGCTTGCAGACCGCTGGAGGAAGCACACAGACGGCAACTGGTACTGGTTCGACAACTCAGGCGA
AATGGCTACAGGCTGGAAGAAAATCGCTGATAAGTGGTACTATTTCAACGAAGAAGGTGCCATGAAGACAGGCTGGGTCAAGTAC
AAGGACACTTGGTACTACTTAGACGCTAAAGAAGGCGCCATGGTATCAAATGCCTTTATCCAGTCAGCGGACGGAACAGGCTGGT
ACTACCTCAAACCAGACGGAACACTGGCAGACAAGCCAGAATTCACAGTA

Figura 4. Secuencia del gen Iyt A de la cepa 7751 de S. pneumoniae. Fuente: NCBI
con numero de acceso y referencia: GenBank AJ243414 >AJ243414.1 S. pneumoniae
partial lytA gene for autolysin, strain 7751
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Chlamydophila pneumoniae CWL029 chromosome
>NC_000922.1:780216-781385 Chlamydophila pneumoniae CWL029 chromosome, complete genome

ATGAAAAAACTCTTAAAGTCGGCGTTATTATCCGCCGCATTTGCTGGTTCTGTTGGCTCCTTACAAGCCTTGCCTGTAGGGAACCCTTCT
GATCCAAGCTTATTAATTGATGGTACAATATGGGAAGGTGCTGCAGGAGATCCTTGCGATCCTTGCGCTACTTGGTGCGACGCTATTAG
CTTACGTGCTGGATTTTACGGAGACTATGTTTTCGACCGTATCTTAAAAGTAGATGCACCTAAAACATTTTCTATGGGAGCCAAGCCTAC
TGGATCCGCTGCTGCAAACTATACTACTGCCGTAGATAGACCTAACCCGGCCTACAATAAGCATTTACACGATGCAGAGTGGTTCACTA
ATGCAGGCTTCATTGCCTTAAACATTTGGGATCGCTTTGATGTTTTCTGTACTTTAGGAGCTTCTAATGGTTACATTAGAGGAAACTCTAC
AGCGTTCAATCTCGTTGGTTTATTCGGAGTTAAAGGTACTACTGTAAATGCAAATGAACTACCAAACGTTTCTTTAAGTAACGGAGTTGTT
GAACTTTACACAGACACCTTTTCTCTTGGAGCGTAGGCGCTCGTGGAGCCTTATGGGAATGCGGTTGTGCAACTTGGGAGCTGAATTCC
AATATGCACAGTCCAAACCTAAAGTTGAAGAACTTAATGTGATCTGTAACGTATCGCAATTCTCTGTAAACAAACCCAAGGGCTATAAAG
GCGTTGCTTTCCCCTTGCCAACAGACGCTGGCGTAGCAACAGCTACTGGAACAAAGTCTGCGACCATCAATTATCATGAATGGCAAGTA
GGAGCCTCTCTATCTTACAGACTAAACTCTTTAGTGCCATACATTGGAGTACAATGGTCTCGAGCAACTTTTGATGCTGATAACATCCGC
ATTGCTCAGCCAAAACTACCTACAGCTGTTTTAAACTTAACTGCATGGAACCCTTCTTTACTAGGAAATGCCACAGCATTGTCTACTACT
GATTCGTTCTCAGACTTCATGCAAATTGTTTCCTGTCAGATCAACAAGTTTAAATCTAGAAAAGCTTGTGGAGTTACTGTAGGAGCTACTT
TAGTTGATGCTGATAAATGGTCACTTACTGCAGAAGCTCGTTTAATTAACGAGAGAGCTGCTCACGTATCTGGTCAGTTCAGATTCTAA

Figura 5. Secuencia del gen ompA de C. pneumoniae. Fuente: NCBI con numero de
acceso y referencia: NC_000922.1>NC_000922.1:780216-781385 C. pneumoniae
CWLO029 chromosome, complete genome
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Figura 6. Grafico del gen ompA de C. pneumoniae (1200 pb) en la cadena sentido.

Debido a que en la base de datos del NCBI se encontraron 2 entradas
para el gen IytA de S. pneumoniae; se realizd una comparacion entre el gen /ytA
de diferentes cepas de S. pneumoniae (Figura 7) y la secuencia utilizada para el
proyecto Refseq del NCBI. Posteriormente se usé la parte conservada para el

disefio de los oligonucledtidos.
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Figura 7. Alineamiento de secuencias del gen IlytA. En donde la secuencia 1
corresponde a la Secuencia consenso utilizada para el proyecto Refseq (NCBI
Reference Sequence: NC_003098.1) y la secuencia 2 corresponde a Secuencia de
lytA de la cepa 7751 de Streptococcus pneumoniae (GenBank: AJ243414).

Por otra parte, en la bibliografia se menciona que un problema que se
puede tener al tratar de identificar a C. pneumoniae, es la posibilidad de
identificar otras especies de Chlamydia debido la similitud que tienen entre ellas
(Rédriguez-Dominguez et al., 2014). Para evitar falsos positivos, se realizé un
alineamiento de la secuencia del gen ompA de C. pneumoniae (NCBI Reference
Sequence: NC_000922.1) contra las otras especies de Chlamydia que poseen
una gran similitud con la misma (Chlamydia trachomatis (NCBI Reference
Sequence: EU105065.1) y Chlamydia psittaci (NCBI Reference Sequence:
LN810483.1)). Una vez determinada la regién variable entre estas 3 especies,
esa region se utilizé para crear los oligonucleétidos (region a partir de los 260
pb) (Figura 8).
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Figura 8. Alineamiento de secuencias del gen ompA de las diferentes cepas de
Chlamydia. En donde la secuencia 1 corresponde al gen ompA de Chlamydia psittaci
(NCBI Reference Sequence: LN810483.1), la secuencia 2 corresponde al gen ompA
de Chlamydia trachomatis (NCBI Reference Sequence: EU105065.1) y la secuencia
3 corresponde al gen ompA de Chlamydophila pneumoniae NCBI Reference
Sequence: NC_000922.1).
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Los criterios de seleccién usados para el disefio de los oligonucleotidos
fueron: contenido de guanina-citocina (45-60%), Tm promedio (~55°C), tamafio
del oligonucledtido (19-24 pb).

Posteriormente se procedié a hacer el disefio utilizando el programa
Geneious (http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) y afadiendo al

software los criterios de inclusion y exclusion (Figuras 9 y 10).
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Figura 9. Oligonucledtidos encontrados para el gen Iyt A de S. pneumoniae.
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Figura 10. Oligonucledtidos encontrados para el gen ompA de C. pneumoniae.

De los resultados obtenido utilizando el software geneious, se eligieron los
oligonucledtidos que tuvieran las caracteristicas que se acoplaran
adecuadamente para el disefio de la PCR multiple, se tomé en cuenta el tamafio
del amplicon, la temperatura de fusion (Tm) promedio y la probabilidad de formar
estructuras secundarias, todas estas caracteristicas se obtuvieron utilizando la
herramienta OligoAnalyzer y UNAFoldTool (PrimerQuest® program, IDT,
Coralville, lowa, USA. 2018. https://www.idtdna.com/SciTools.) que provee IDT.
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Seguido de los analisis realizados usando las herramientas de SciTools, se
procedié a hacer un alineamiento de secuencias utilizando la herramienta “Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST)” (Madden, T. (2013)., se hizo el
alineamiento de cada uno de los oligonucleotidos por separado y del amplicén,
esto con la finalidad de comprobar que los primers fueran especificos para el

organismo a identificar.

Por ultimo, utilizando la herramienta OligoAnalyzer, Heterodimer
(PrimerQuest® program, IDT, Coralville, lowa, USA. 2018.

https://www.idtdna.com/SciTools.) se analizaron los oligonucleétidos para

evaluar la probabilidad de formar heterodimeros.

2. lIdentificacion de cada uno de los microorganismos mediante PCR

punto final usando los oligonucleétidos anteriormente disefiados

Para comprobar la funcionalidad de los oligonucledtidos disefados, se
probaron por separado mediante PCR punto final, utilizando como referencia las

condiciones antes predichas por el analisis in silico.

Las cepas utilizadas para probar y estandarizar los oligonucledtidos
disefiados se enlistan en la tabla 2.

Tabla 2. Cepas utilizadas para el desarrollo de la PCR multiplex.

Organismo Staphylococcus Streptococcus Chlamydophila
aureus pneumoniae pneumoniae
Staphylococcus Streptococcus Inactivated Chlamydia
aureus subsp. aureus pneumoniae pneumoniae Strain
Rosenbach hospitalaria (Catalasa-, CWL-029
(ATCC®25923™) a- hemolitico) Ref: HE0034N
Cepas utilizadas Helix Elite molecular

Cepa 1 (CoA+, nuc+, Standards.

coagulasa+)
Cepa 4 (CoA -, nuc-,
coagulasa-)

Cepa 7 (CoA+, nuc+,
cosagulasa+)
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Extraccion de ADN

Después de realizar las pruebas bioquimicas, para comprobar la identidad
de los microorganismos; se hizo la extraccién y purificacién del ADN bacteriano
de las cepas a usar; utilizando el kit de Zymo Research ZymoBIOMICS™ DNA
Miniprep Kit; para comprobar que la extraccion de ADN fue exitosa, se procedid
a realizar una electroforésis en gel de agarosa al 1% en Buffer TAE 1X (40 mM
Tris base, 20 mM &cido acético glacial (NaOAc), 2,0 mM EDTA pH 8,3) que se
dejaron correr por 60 minutos a 90 volts, posteriormente el gel fue tefiido en un
bafio de Bromuro de Etidio (BrEt) lo que permitié la visualizacion de las bandas
correspondientes al ADN extraido mediante un transiluminador. La medicion de
la concentracion de ADN se realizd con un nanofotdmetro Implen

“Nanophotometer Pearl® UV/VIS (Implen. Munich, Alemania).
PCR punto final

Las reacciones de PCR se realizaron a un volumen final de 25 uL para cada
cepa utilizando los oligonucleétidos que fueron sintetizados en los laboratorios
de Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT), lowa, USA. y el GoTag® Green
Master Mix, 2X (Promega corp. Madison, USA), cuya composicion es Buffer de
reaccion (pH 8.5), 400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP y
3mM MgClz; las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador marca
miniPCR™  mini8 thermal (miniPCR bio™. Massachussets, USA). Las
condiciones de amplificacion se encuentran especificadas en la tabla 3 y las

cantidades de los componentes en las tablas 4, 5y 6.

Tabla 3. Condiciones de amplificaciéon para la PCR multiplex.

Fase de la PCR Temperatura Tiempo en Numero de ciclos
en grados segundos
Celsius
Desnaturalizacion 94 °C 300
inicial
Desnaturalizacion 94 °C 60
Alineamiento 55 °C 30 37
Extension 72 °C 60
Extension final 72 °C 420
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Tabla 4. Componentes de cada reacciéon de PCR realizada para la amplificacion

del gen nucA de Staphylococcus pneumoniae.

Componente

GoTag® Green Master Mix, 2X o GoTaq®

Colorless Master Mix, 2X

Oligonucledétido Forward 10 uM
Oligonucledtido Reverse 10 uM
H,O

ADN

Volumen en microlitros (uL)

12.5

7.5

Tabla 5. Componentes de cada reaccion de PCR realizada para la amplificacion

del gen IytA de Streptococcus pneumoniae.

Componente

GoTag® Green Master Mix o GoTag®

Colorless Master Mix

Oligonucleodtido Forward 10 uM
Oligonucleotido Reverse10 uM
H,O

ADN

Volumen en microlitros (uL)

12.5

5.5

Tabla 6. Componentes de cada reaccion de PCR realizada para la amplificacion

del gen ompA de Chlamydophila pneumoniae.

Componente

GoTag® Green Master Mix 2X o GoTag®

Colorless Master Mix 2X

Oligonucledtido Forward 10 uM
Oligonucledtido Reverse 10 uM
H,O

Solucion bacteriana

Volumen en microlitros (uL)

12.5

8.5
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En seguida se realizaron electroforésis en gel de agarosa al 1.5% en Buffer
TAE 1X (40 mM Tris base, 20 mM &cido acético glacial (NaOAc), 2,0 mM EDTA
pH 8,3) que se dejaron correr por 70 minutos a 90 volts. Inmediatamente se tifid
el gel de agarosa utilizando una solucién de bromuro de etidio (BrEt) 0.5 ng/mL
para posteriormente visualizar el resultado de la PCR punto final utilizando un

transiluminador.

Secuenciacion de ADN

Las muestras resultantes (3 reacciones de 25 uL, para cada uno de los
organismos) de una PCR utilizando GoTaq® Colorless Master Mix, 2X (Promega
corp. Madison, USA) que contiene GoTag® DNA Polymerase 2X, Colorless
GoTag® Reaction Buffer (pH 8.5), 400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP,
400uM dTTP y 3mM MgClz, oligonucleotidos, agua y ADN se corrieron en un gel
de electroforésis al 1% (ANEXO 4) al que se le extrajo el ADN a la banda que
contenia el amplicon resultante utilizando el kit de Zymo Research Zymoclean
Gel DNA Recovery Kit . Las condiciones de las PCR y las cantidades de los
componentes de las reacciones son las especificadas anteriormente. EI ADN
resultante se envié a secuenciar por el método de Sanger en el centro de
deteccion de diagndstico molecular de la BUAP (CDB) y en la unidad de sintesis

y secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

3. Estandarizacion de la PCR multiple
Estandarizacién de la PCR punto final

Una vez que se comprobd por medio de la secuenciacion que los
amplicones obtenidos para cada cepa eran los esperados, se procedido a
estandarizar las PCR punto final para cada uno de los organismos; variando las
concentraciones de ADN; haciendo diluciones de ADN utilizando agua libre de

nucleasas.

Asi como también se hicieron reacciones de PCR a partir de soluciones
bacterianas a diferentes concentraciones para poder determinar la cantidad
minima de UFC que la PCR puede detectar. Las diluciones bacterianas se
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prepararon basandose en la escala de Mac Farland; en el caso de S. aureus
ATCC®25923™, se inicidé con una concentracion 1.5x108 UFC (OD: 0.15 a 600
nm) para llegar a 1x10° UFC y para S. pneumoniae se parti6 de una
concentracion inicial de 1.5x108 UFC (OD: 0.15 a 600 nm) para llegar a 1.5x108,
Posteriormente se realiz6 PCR de colonia (Colony-PCR) y por ultimo PCR
usando ADN proveniente de sangre humana infectada con la cantidad de
bacterias necesarias para causar una infeccion productiva (para S. aureus 1x108

y para S. pneumoniae 1x108).

Las PCR fueron llevadas a cabo utilizando un termociclador miniPCR™
mini8 thermal cycler (miniPCR bio™. Massachussets, USA), las condiciones de
amplificacion para las PCR se encuentran especificadas en la tabla 3, y las
cantidades de los componentes se encuentran en las tablas 4, 5 y 6. Todos los
productos de PCR se visualizaron por electroforésis en gel de agarosa al 1.5%
en Buffer TAE 1X (40 mM Tris base, 20 mM acido acético glacial (NaOAc), 2,0
mM EDTA pH 8,3) que se dejaron correr por 70 minutos a 90 volts,
posteriormente el gel fue tefiido en un bafo de Bromuro de Etidio (BrEt) para

finalmente ser visualizado usando un transiluminador.

PCR multiple para la deteccidon de Staphylococcus aureus y Streptococcus

pneumoniae

Después de haber estandarizado las PCR para la identificacion de los
genes blanco para cada microorganismo, se procedié a hacer la PCR multiple
de 2 organismos partiendo de sangre humana infectada con la dosis infectiva
minima (1x107 a 1x108 para S. pneumoniae y 1x10° para S. aureus) para causar
una infeccion productiva de cada microorganismo. Una vez infectada, la sangre
se dejo incubar en agitacion a 37 °C por 5 horas. Posteriormente se procedio a
hacer la extraccion de ADN utilizando el kit de Zymo Research Quick-gDNA™
MiniPrep. Una vez obtenido el ADN se prepararon las reacciones de PCR
utilizando un mix de los oligonucledétidos utilizados para identificar cada uno de
los microorganismos, las cantidades de los componentes de la PCR se
especifican en la tabla 7 y las condiciones de amplificacion en la tabla 3. Al
terminar la reaccién de PCR se realiz6 una electroforésis en gel de agarosa al
1.5% en Buffer TAE 1X (40 mM Tris base, 20 mM acido acético glacial (NaOAc),
2,0 mM EDTA pH 8,3) y se dejo6 correr por 70 minutos a 90 volts posteriormente
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el gel fue tefido en un bafio de BrEt para ser visualizado usando un

transiluminador.

Tabla 7. Componentes de cada reaccion de PCR realizada utilizando ADN
extraido de sangre infectada con Staphylococcus aureus y Streptococcus
pneumoniae.

Componente Volumen en microlitros (JL)
GoTag® Green Master Mix, 2X 12.5

Mix Oligonucledtidos Forward 10uM e

Mix Oligonucleotidos Reverse 10 uM v

H,O 6.1

ADN 5

PCR multiple para la deteccion de S. aureus, S. pneumoniae y C.

pneumoniae.

Debido a que a la cepa de C. pneumoniae no se le pudo extraer el ADN
con los métodos convencionales, ni usando los kits empleados; se diseid un
experimento utilizando el KAPA blood PCR kit (Hoffmann-La Roche. Basilea,
Suiza) que permite hacer una reaccion de PCR directamente de sangre sin pasar
por el proceso de extraccion de ADN. Se utilizé6 sangre humana infectada con la
cantidad de bacterias necesarias para causar una infeccién productiva, se dejé
incubando en agitacion y a 37°C por 5 horas, posterior a las 5 horas se procedio
a usar el KAPA blood PCR kit; las condiciones de amplificacion se especifican
en la tabla 3 y las cantidades de los componentes de la reaccion se especifican
en la tabla 8. La PCR se realiz6 al igual que todas las anteriores utilizando un
miniPCR™ mini8 thermal cycler (miniPCR bio™. Massachussets, USA).
Posteriormente se hizo una electroforésis en gel de agarosa al 1.5% en Buffer
TAE 1X (40 mM Tris base, 20 mM &cido acético glacial (NaOAc), 2,0 mM EDTA
pH 8,3) que se dejo correr por 80 minutos a 90 volts, posterior a los 80 minutos,
el gel se tind usando una solucién de BrEt a 0.5 ug/mL para después observar

las bandas en un transiluminador.
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Tabla 8. Componentes de cada reacciéon de PCR multiplex.

Componente

KAPA Blood PCR Mix B (2x)
Oligonucleodtidos Forward 10 uM
Oligonucleodtidos Reverse 10 uM
H,O

Sangre EDTA

Volumen en microlitros (uL)
1225

1

1

6.5

30



RESULTADOS

1.- Analisis in silico de los oligonucleétidos

Los genes blanco elegidos fueron los mas representativos de la virulencia
en la NAC, nuc, IytA'y ompA para S. aureus, S. pneumoniae y C. pneumoniae,
respectivamente; las secuencias de los oligonucledtidos y los tamaros del

amplicon esperado se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la amplificaciéon de
los genes de interés y tamafo de los amplicones.

Organismo Gen blanco Secuencia de los oligonucleétidos Tamano del Frecuencia en
amplicon la causa de
NAC
Staphylococcus nuc Forward:
aureus Codificante para una GCGATTGATGGTGATACTGTTA 279 pb 8.7%
termonucleasa. Reverse:

AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC

Streptococcus IytA Forward:

pneumoniae Codificante para TAAAACGCACGAGTATTGCAC
autolisina A. Reverse: 192 pb 39%

TAAGAGCCGTCTGAATGTACG

Chlamydophila ompA Forward:
pneumoniae Codificante para una CAAGCCTACTGGATCCGCTG

(Chlamydia proteina de membrana. Reverse: 345 pb 6-20%

pneumonie) CCGCATTCCCATAAGGCTCC

Fuente: (IMSS.2009: Blasi. Tarsia. & Aliberti. 2009).

Algunas de las caracteristicas mas importantes de los oligonucleétidos,
tanto del oligonucledtido sentido (Forward) como el del oligonucleétido
antisentido (Reverse), tales como la temperatura de fusion, el contenido de GC
y el tamano de los oligonucledtidos se obtuvieron usando la herramienta
OligoAnalizer, los resultados de este analisis para identificar a S. aureus (gen
nucA), S. pneumoniae (gen IlytA) y a C. pneumoniae (gen ompA) se muestran en

las figuras del 11 al 15.

Los analisis in silico realizados en los que se calcula de Delta G, muestran
que los oligonucleétidos elegidos tienen una baja probabilidad de formar
estructuras secundarias como horquillas (ANEXO 1) y/o Heterodimeros (ANEXO
2).
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nucA Forward

SEQUENCE 5-GCGATT GAT GGT GATACTGTTA-3'
COMPLEMENT 5-TAA CAG TAT CAC CAT CAATCGC-3'
LENGTH 22

GC CONTENT 40.9%

MELT TEMP 52.6°C

MOLECULAR WEIGHT 6820.5 g/mole

EXTINCTION COEFFICIENT 219000 L/(mole-cm)

nmole/OD: 4.57

Hg/OD 20 31.14

Figura 11. Resultados al analizar el oligonucleétido nucA Forward con la

herramienta OliaoAnalizer.

nucA Reverse

SEQUENCE 5- AGC CAAGCCTTGACG AACTAAAGC-3'
COMPLEMENT 5-GCTTTAGTT CGT CAAGGC TTGGCT -3'
LENGTH 24

GC CONTENT 50%

MELT TEMP 59.8°C

MOLECULAR WEIGHT 7339.8 g/mole

EXTINCTION COEFFICIENT 237000 L/(mole-cm)

nmole/OD.eo: 4.22

Hg/OD.s0: 30.97

Figura 12. Resultados al analizar el oligonucledtido nucA
herramienta OligoAnalizer.

Reverse

con

la
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lytA Forward
SEQUENCE

COMPLEMENT

LENGTH

GC CONTENT

MELT TEMP

MOLECULAR WEIGHT
EXTINCTION COEFFICIENT
nmole/OD

1g/OD:s:

5-AGGACCTGT TGATAATGG TGC-3'

5-GCACCATTATCAACAGGT CCT-3'

21

47.6%

54.9°C

6501.3 g/mole

207300 L/(mole-cm)

4.82

31.36

Figura 13. Resultados al analizar el oligonucledétido /ytA Forward con la herramienta

OligoAnalizer.

lytA Reverse

SEQUENCE

COMPLEMENT

LENGTH

GC CONTENT

MELT TEMP

MOLECULAR WEIGHT
EXTINCTION COEFFICIENT
nmole/OD:

1g/OD2s0:

5-TAAGAG CCGTCT GAATGT ACG-3'

5~ CGTACATTCAGACGGCTCTTA-3'

21

47.6%

54.2°C

6470.3 g/mole

209300 L/(mole-cm)

4.78

30.91

Figura 14. Resultados al analizar el oligonucledétido /ytA Reverse con la herramienta

OligoAnalizer.
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ompA Forward

SEQUENCE 5-CAAGCCTAC TGG ATC CGC TG -3'
COMPLEMENT 5-CAG CGGATC CAGTAGGCT TG -3'
LENGTH 20

GC CONTENT 60 %

MELT TEMP 57.9°C

MOLECULAR WEIGHT 6078 g/mole

EXTINCTION COEFFICIENT 183200 L/(mole-cm)

nmole/OD2¢: 5.46

pg/OD:zeso: 33.18

Figura 15. Resultados al analizar el oligonucleétido ompA Forward con la
herramienta OligoAnalizer.

ompA Reverse

SEQUENCE 5-CCGCATTCCCATAAGGCTC-3'
COMPLEMENT 5- GAG CCT TAT GGG AAT GCG G -3'
LENGTH 19

GC CONTENT 57.9%

MELT TEMP 56.1°C

MOLECULAR WEIGHT 5708.8 g/mole

EXTINCTION COEFFICIENT 171500 L/(mole-cm)

nmole/OD¢: 5.83

ug/ODaso! 33.29

Figura 16. Resultados al analizar el oligonucledtido ompA Reverse con la herramienta
OligoAnalizer.

En el caso de los oligonucledétidos disehados para identificar a S. aureus
(gen nucA), los resultados del alineamiento son favorables ya que tienen una
identidad del 100% con el organismo de interés (ANEXO 3A y 3B) y el amplicén
esperado una identidad del 99.28% (Figura 17); y los alineamientos tanto de los
oligonucledtidos y el amplicon contra la base de datos del NCBI poseen un E-

value cercano a 0.
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En el caso de los alineamientos de los oligonucleétidos tanto forward como

reverse para la identificacion de S. pneumoniae (gen IytA) (ANEXO 3C y 3D) y

el amplicon esperado (Figura 18) los resultados indican que poseen una

identidad del 100% con el organismo de interés y un E-value cercano a 0.

Los alineamientos de los oligonucledtidos Forward y Reverse (ANEXO 3E

y 3F), asi como el amplicon esperado (Figura 19) para la deteccién de C.

pneumoniae tienen una identidad del 100% con Chlamydophila pneumoniae

(gen ompA) y un E-value cercano a 0.

Am p| icon Description

Staphylococcus aureus strain ZY05 chromosome, complete genome

Staphylococcus aureus strain ER02826.3 chromosome, complete genome
Staphylococcus aureus strain ER01533.3 chromosome, complete genome
Staphylococcus aureus strain ER03710.3 chromosome, complete genome
Staphylococcus aureus strain ER01803.3 chromosome, complete genome
Staphylococcus aureus strain ER00573.3 chromosome, complete genome
Staphylococcus aureus strain ER01570.3 chromosome, complete genome

Staphylococcus aureus strain ER03493.3 chromosome, complete genome

Staphylococcus aureus strain ER03489.3 chromosome, complete genome

Staphylococcus aureus strain ER01746.3 chromosome, complete genome

Staphylococcus aureus strain ER02069.3 chromosome, complete genome

Staphylococcus aureus strain ER02969.3 chromosome, complete genome

Max | Total ' Query
Score | Score | Cover

505
505
505
505
505
505
505
505
506
505
505
505
505
505

505
505
505
505
505
505
505
505
505
505
505
505
505
505

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

E
value

5e-139
5e-139
5e-139
5e-139
5e-139
5e-139
5e-139
5e-139
5e-139
5e-139
5e-139
5e-139
5e-139
5e-139

Per.
Ident

99.28%
99.28%
99.28%
99.28%
99.28%
99.28%
99.28%
99.28%
99.28%
99.28%
99.28%
99.28%
99.28%
99.28%

Accession

CP045472.1
CP030661.1
CP030675.1
CP030646.1
CP030693.1
CP030681.1
CP030653.1
CP030708.1
CP030634.1
CP030664.1
CP030654.1
CP030668.1
CP030656.1
CP030658.1

Figura 17. Resultados del alineamiento del amplicén esperado (279 pb) para la

identificacion de Staphylococcus aureus.
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Max | Total Query E

Am pl l CO n fescrcon score score ' cover | value
Streptococcus pneumoniae strain 180-15 genome assembly, chromosome: 1 347 562 100% 7e-92
Streptococcus pneumoniae strain 180-2 genome assembly, chromosome: 1 347 562 100% 7e-92
Streptococcus pneumoniae ASP0531 DNA complete genome 347 347 100% 7e-92
Streptococcus pneumoniae strain M23734 chromosome, complete genome 347 577 100% 7e-92
Streptococcus pneumoniae strain 4041STDY6836169 genome assembly, chromosome: 1 347 347 100% 7e-92
Streptococcus pneumoniae strain RE3011 autolysin gene, partial cds 347 347 100% 7e-92
Streptococcus pneumoniae strain Ex3319 autolysin gene, partial cds 347 347 100% 7e-92
Streptococcus pneumoniae strain REQ6224 autolysin gene, partial cds 347 347 100% 7e-92
Streptococcus pneumoniae strain p 10877 autolysin gene, partial cds 347 347 100% 7e-92
Streptococcus pneumoniae strain REO2687 autolysin gene, pattial cds 347 347 100% Te-92
Streptococcus pneumoniae strain CP2215 chromosome 347 571 100% 7e-92
Streptococcus pneumoniae strain 335 chromosome, complete genome 347 567 100% 7e-92
Streptococcus pneumoniae MDRSPNOO1 DNA complete genome 347 347 100% 7e-92
Streptococcus pneumoniae strain 436 autolysin (lytA).gene, partial cds 347 347 100% 7e-92
Streptococcus pneumoniae strain SWU02, complete genome 347 347 100% 7e-92

Ident

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

Accession

i1539176525/LR120844.1
I1539176524/LR120843.1
1528007818/AP019192.1
gi14386298031CPO31247 1
1403730152/L.8483523.1
i1383707315MH029594 1
1383707265/MH029569 1
i1383707261/MHO29567 1
Gi1383707245MH029559 1
1383707230/MH029586 1
GI175520646/CP028436 1
134387 1268/CPO26670 1
i1252002187/APO18391 1
i152720623KY881554 1
gi11146295221CPO18347 1

Figura 18. Resultado del alineamiento del amplicén esperado (192 pb) para la

identificacion de Streptococcus pneumoniae.

Amplicon Desobton S e
Chlamydia pneumoniae genome assembly YK41, chromosome : 1 . 638 » 638 ‘100%
Chlamydia pneumoniae genome assembly Wien3, chromosome : 1 638 638 100%
Chlamydia pneumoniae genome assembly Wien2, chromosome : 1 638 638 100%
Chlamydia pneumoniae genome assembly UZG1, chromosome ; 1 638 638 100%
Chlamydia pneumoniae genome assembly U1271, chromosome : 1 638 638 100%
Chlamydia pneumoniae genome assembly PB2, chromosome : 1 638 638 100%
Chlamydia pneumoniae genome assembly PB1, chromosome : 1 638 638 100%
Chlamydia pneumoniae genome assembly Panola, chromosome : 1 638 638 100%
Chlamydia pneumoniae genome assembly MUL2216, chromosome : 1 638 638 100%
Chlamydia pneumoniae genome assembly K7, chromosome : 1 638 638 100%
Chlamydia pneumoniae genome assembly H12, chromosome : 1 638 638 100%
Chlamydia pneumoniae genome assembly GiD, chromosome : 1 638 638 100%
Chlamydia pneumoniae genome assembly CWL029¢, chromosome : 1 638 638 100%
Chlamydia pneumoniae genome assembly CWL011, chromosome : 1 638 638 100%
Chlamydia pneumoniae genome assembly CV15, chromosome : 1 638 638 100%
Chlamydia pneumoniae genome assembly CV14, chromosome : 1 638 638 100%
Chlamydia pneumoniae genome assembly CM1, chromosome : 1 638 638 100%
Chlamydia pneumoniae genome assembly Wien1, chromosome : 1 638 638 100%
Chlamydia pneumoniae strain AR-39 major out membrance protein gene, complete cds 638 638 100%
Uncultured Chlamydophila sp. isolate TOR1 major outer membrane protein (MOMP) gene, partialcds 638 638  100%
Chlamydophila pneumoniae isolate WA97001 major outer membrane protein (MOMP).gene, partial cds 638 638  100%
Chlamydophila pneumoniae TW-183, complete genome 638 638 100%
Chlamydophila pneumoniae LKK-1 outer membrane protein A (ompA).gene, partial cds 638 638 100%
Chlamydophila pneumoniae AR39, complete genome 638 638 100%

Figura 19. Resultados del alineamiento del amplicon esperado
identificacién de Chlamydophila pneumoniae.

value

6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179
6e-179

Pec} Accession
Ident |

100.00% i LN849043.1
100.00% LN847257.1
100.00% LN847254.1
100.00% LN847246.1
100.00% LN847244.1
100.00% LN847241.1
100.00% LN847240.1
100.00% LN847236.1
100.00% LN847227.1
100.00% LN847221.1
100.00% LN847194.1
100.00% LN847008.1
100.00% LN847005.1
100.00% LN847000.1
100.00% LN846999.1
100.00% LN846996.1
100.00% LN846995.1
100.00% LN846980.1
100.00% KC512913.1
100.00% GQ918217.1
100.00% GQ918216.1
100.00% AE009440.1
100.00% AY555078.1
100.00% AE002161.1

(345 pb) para la
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2.- Extraccion de ADN.

Para la extraccion de ADN de las cepas de S. aureus, incluyendo la cepa

ATCC®25923™ y de la cepa clinica de S. pneumoniae (Figura 20); se obtuvieron

concentraciones de 74.2 - 155 ng/uL para las cepas de S. aureus y de 49.4 ng/uL

para la cepa S. pneumoniae. La pureza del ADN extraido se determind mediante

la medicién de la muestra de acido nucleico a diferentes longitudes de onda (260,

280 y 230), tomando como valores de referencia las relaciones A260/A280 que

idealmente debe estar de 1.8 — 2 y la relacion A260/A230 que debe estar cerca
de 2.0 a 2.2 (ThermoFisher Scientific, 2015) (Tabla 10).

Tabla 10. Concentracion de oligonucleétidos y ADN extraido de
las diferentes cepas utilizadas y los valores de las relaciones

A260/A280 y A260/A230.
Muestra Concentracion A260/A280 A260/A230
ADN Staphylococcus aureus 128 ng/puL 1.766 1.984
subsp. aureus Rosenbach
(ATCC® 25923™)

ADN Staphylococcus aureus cepa 1 88.8 ng/uL 1.798 1.935
ADN Staphylococcus aureus cepa 4 155 ng/puL 1.789 2.099
ADN Staphylococcus aureus cepa 7 74.2 ng/uL 1.819 1.603
ADN Streptococcus pneumoniae 49.4 ng/puL 1.678 0.990

Oligonucleotidos 10 pM

Figura 20. Gel de agarosa al 1%,
muestra los resultados de la extraccion
de ADN de las ~cepas de
Staphylococcus aureus y
Streptococcus pneumoniae. 1) cepa 7,
2) cepa 4, 3) cepa 1, 4) cepa

ATCC®25923, 5)  Streptococcus
pneumoniae.
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3.- Estandarizacién de PCR punto final

Staphylococcus aureus

Los resultados de la PCR punto final para la identificacion de
Staphylococcus aureus se observan en la figura 21, la banda de 279 pb es la
que se esperaba ya que es el amplicdn de nuc, la linea 2 corresponde a una
cepa de S. aureus coagulasa y termonucleasa negativas y que fue usada como

control negativo.

Figura 21. Electroforésis en gel de
agarosa al 1.5% tenido con BrEt, se
muestra el resultado de la PCR
punto final para la amplificacion del
gen nucA de las diferentes cepas de
S. aureus. MPM 100 pb plus DNA
Ladder, 1) cepa 1, 2) cepa 4 nuc
negativo, 3) cepa 7, 4)

ATCC 25923, 5) ATCC 25923 6)
Control negativo.

A partir de la concentracién inicial que se tenia del ADN de la cepa de S.

aureus ATCC®25923 " que era de 128 ng/mL se realizaron diversas diluciones
para conocer la sensibilidad de la PCR para la amplificacién del gen nuc, las
diluciones que se probaron fueron seriadas 1:10 y algunas intermedias,
obteniéndose amplificaciones aun en la dilucion 1:80,000 (Figura 22) y con ello
se determind que la concentracion minima de ADN para que se pueda lograr la
amplificacion del gen nucA utilizando los oligonucleétidos disefiados es de
0.0016 ng/pL o 1.6 pg/mL (Figura 23).
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Figura 22. Gel de agarosa al 1.5% tefido con BrEt a 0.5 mg/mL, muestra la

amplificacion del gen nucA de la cepa ATCC®25923 a diferentes concentraciones de
ADN. A) MPM 100 bp plus DNA Ladder, 1. Sin diluir, 2. dilucién 1:10, 3. dilucion 1:100,
4. 1:1000. B) MPM 100 bp plus DNA Ladder, 1. dilucion 1:5000, 2. dilucién 1:7000, 3.
dilucion 1:9000, 4. control negativo. C) MPM 100 bp plus DNA Ladder, 1. dilucién
1:10000, 2. dilucion 1:15000, 3. dilucién 1:20000, 4. dilucién 1:25000 6. control
negativo. D) MPM 100 bp plus DNA Ladder, 1. dilucién 1:30000, 2. dilucién 1:35000,
3. dilucién 1:40000, 4. control negativo. E) MPM 100 bp plus DNA Ladder, 1. control
negativo, 2. dilucién 1:50000.
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Figura 23. Gel de agarosa al 1.5%
tefiido con BrEt a 0.5 mg/mL muestra la
amplificacion del gen nucA de la cepa

ATCC"25923 a diferentes
concentraciones de ADN. MPM 100 bp
plus DNA Ladder, 1. dilucién 1:60000, 2.-
dilucién 1:80000, 3.- dilucion 1:100000

Para el caso en que se utilizaron diluciones de UFC a partir de un tubo de
concentracion de 1.5x108 UFC (en la escala de Mac Farland), se pudo observar

que para S. aureus se pudo detectar hasta 1x108 UFC (Figura 24).

Figura 24. Gel de agarosa al 1.5% tedido con BrEt a 0.5 pg/mL, muestra la

amplificacion del gen nucA de la cepa ATCC"25923  usando como ADN diluciones
bacterianas a diferentes concentraciones. MPM 100 pb plus DNA Ladder, 1. control

negativo, 3. dilucion 1 UFC, 4. dilucién 100 UFC, 5. 1x10° UFC, 6. 1x10° UFC, 7.
1.26x10' UFC, 8. 1.5x10° UFC.
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También se llevd a cabo una PCR de colonia (Colony-PCR) para S. aureus
y si se obtuvo el amplicén del gen nuc (Figura 25), por lo que se puede decir que
la amplificacién de nuc con el par de oligonucleétidos disefiados es una prueba

robusta, especifica y sensible.

Figura 25. Gel de agarosa al 1.5% tenido con BrEt
a 0.5 pug/mL, muestra el resultado de la PCR de
colonia para la amplificacién del gen nucA de la

cepa ATCC 25923 . MPM 100 bp plus DNA
Ladder, 1. ATCC®25923 , 2. control negativo.

Después de las pruebas realizadas se procedié a hacer un gel preparativo,
con el fin de visualizar la integridad del amplicdn, posteriormente se hizo la
extraccion de la banda resultante con el kit de Zymo Research Zymoclean Gel
DNA Recovery Kit, obteniendo una concentracion de ADN de 30.9 ng/uL y se

envid el material genético para su secuenciacion.

GCAGACTGAACTGTCGTATGACTATCTATCNTGGTGGATACACCTGAAACAAAGCATCCTAAAAAAG
GTGTAGAGAAATATGGTCCTGAAGCAAGTGCATNTACGAAAAAATTGGTACAAAATGCAAAGAAAATT
GAAGTCGAGTTTGACAAGGCCAAAGAACTGATAATATGGACTGGCTTACTATATTATGCTGATGAAAA
TGGTAACAACTTATCGTAAATTCAACANAATGCATCCAGCTGACATCTACACATCCTATACCCTCATGC
TTACCACCCTGACAACTAAGCTTCTTATCCCTCTTCCATTACCAAGCCTTGAATAACTTAGCTATCTTT
TTTCCCTTTTTTCATTTTCCCAACCTTTAAAAACTTAATCTTTTTNTTTTTTTNTTNTTTI

Selected: 353 .. 353 = 1 base 402 bases

GC AGAC T GAA 0O GTC GTAT 6

il

\;\».mmﬂﬂ"’

20

Figura 26. Resultados de la secuenciacion del amplicon resultante de la PCR punto
final para el gen nucA de S. aureus. En la parte de arriba se especifica la secuencia
resultante, en la parte de abajo se muestra un grafico generado con el programa
SnapGene software (from GSL Biotech; available at snapgene.com).

40

41



En cuanto a los resultados de la secuenciacion de ADN del amplicon del

gen nucA (Figura 26), mediante un alineamiento contra la base de datos del

NCBI se pudo observar que el amplicon tiene una identidad del 92.93% con las

diferentes cepas de S. aureus con un E- value cercano a 0 (Figura 27).

Description

Staphylococcus aureus strain GHA4 chromosome

Staphylococeus aureus strain 13 chromosome, complete genome
Staphylococcus aureus JRA307 DNA, complete genome

Staphylococcus aureus strain 2288 chromosome, complete genome
Staphylococcus aureus strain PMB 81-4 chromosome, complete genome
Staphylococcus aureus JMUB3031 DNA, complete genome

Staphylococcus aureus strain BPH2760 genome assembly, chromosome: 1
Staphylococcus aureus strain FDAARGOS_2 chromosome, complete genome
Staphylococcus aureus strain FDAARGOS_43 chromosome, complete genome
Staphylococcus aureus strain Mw2 chromosome, complete genome
Staphylococcus aureus strain USA400-0051 chromosome, complete genome
Staphylococcus aureus strain CFSAN007851 chromosome, complete genome
Staphylococcus aureus strain FORC_045, complete genome

Staphylococcus aureus DNA, almost complete genome, strain: No.10
Staphylococcus aureus strain FORC_026, complete genome

Staphylococcus aureus strain R1 thermostable nuclease (nuc) gene, partial cds
Staphylococcus aureus strain MSSA476, complete genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus MW2 DNA, complete genome
Staphylococcus aureus strain R50 chromosome, complete genome
Staphylococcus aureus strain Lré chromosome, complete genome
Staphylococcus aureus strain Lr3 chromosome, complete genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus strain VB9352 chromosome, complete genome

Staphylococcus aureus strain 79_S10 genome
Staphylococcus aureus strain 144_S7 genome

Staphylococcus aureus subsp. aureus ST772-MRSA-V strain DAR4145, complete genome

Max | Total
Score | Score
279 279
279 279
279 279
279 279
279 279
279 279
279 279
279 279
279 279
279 279
279 279
279 279
279 279
279 279
279 279
279 279
279 279
279 279
274 274
274 274
274 274
274 274
274 274
274 274
274 274

Query
Cover

47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%
47%

E
value

Se-71
Se-71
Se-71
5e-71
Se-71
5e-71
Se-71
Se-71
5e-71
Se-71
Se-71
5e-71
Se-71
5e-71
Se-71
5e-71
Se-71
Se-71
2e-69
2e-69
2e-69
2e-69
2e-69
2e-69
2e-69

Per.
Ident

92.93%
92.93%
92.93%
92.93%
92.93%
92.93%
92.93%
92.93%
92.93%
92.93%
92.93%
92.93%
92.93%
92.93%
92.93%
92.93%
92.93%
92.93%
92.42%
92.42%
92.42%
92.42%
92.42%
92.42%
92.42%

Accession

Figura 27. Muestra los alineamientos de la secuenciacion de nucA, junto con los

valores de E-value y la identidad con S. aureus.

Streptococcus pneumoniae

Los resultados de la PCR punto final para la

identificacion de S.

pneumoniae (Figura 28), fueron favorables ya que se pueden observar las

bandas en los carriles 1, 2y 3, en un peso molecular de 192 pb, lo que concuerda

con el tamano del amplicon esperado.
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Figura 28. Gel de agarosa al 1.5%
tefiido con BrEt a 0.5 ug/mL, se
muestra el resultado de la PCR
punto final para la amplificacion del
gen IytA de S. pneumoniae por
triplicado. MPM 100 bp plus DNA
Ladder, 1-3. IytA S pneumoniae, 4.

control negativo.

Al hacer las diluciones de ADN a partir de la concentraciéon de 49.4 ng/mL,
se pudo determinar que la concentracibn minima de ADN necesaria para

detectar a S. pneumoniae es de 0.494 ng/uL (dilucién 1:100) (Figura 29).

Figura 29. Gel de agarosa al 1.5% tefido con
BrEt 0.5 mg/mL, muestra la amplificacion del
gen IytA de S. pneumoniae a diferentes
concentraciones de ADN. MPM 100 bp plus
DNA Ladder, 1. dilucién 1:10, 2. dilucion
1:100, 3. control negativo

Para determinar el minimo de UFC detectadas mediante PCR empleando

el gen IytA de S. pneumoniae, se llevaron a cabo diluciones bacterianas a

diferentes concentraciones partiendo de una concentracion de 1.5x10° UFC (en
la escala de Mac Farland), se pudo identificar a S. pneumoniae hasta en la
dilucion que contiene 15 UFC UFC (Figuras 30 y 31).
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Figura 30. Gel de agarosa al
1.5% tefiido con BrEt 0.5 mg/mL,
muestra la amplificacion del gen
IytA de S. pneumoniae usando
diluciones bacterianas a
diferentes concentraciones.
MPM 100 bp plus DNA Ladder,
1. Control negativo, 2. dilucion

1.5x10° UFC 3. dilucion 1.5x10"
UFC, 4. dilucién 1.5x10° UFC, 5.
1.5x10° UFC, 6. dilucion 1.5x10
UFC, 7.- dilucién 1.5x10° UFC.

Figura 31. Gel de agarosa al 1.5% tefido con
BrEt a 0.5 mg/mL, muestra la amplificacion del
gen IytA de S. pneumoniae usando diluciones
bacterianas a diferentes concentraciones. MPM
100 bp plus DNA Ladder, 1. Dilucion con 150
UFC, 2. dilucién con 15 UFC 3. dilucién 1.5 UFC,
4. Control negativo.

Para S. pneumoniae no se pudo amplificar al gen lytA mediante Colony-

PCR, esto se debe principalmente a que su capsula es muy resistente al calor y

no es posible romperla con las temperaturas alcanzadas en los programas de

amplificacion de la PCR, a diferencia de S. aureus que si se logro.

Al igual que para S. aureus se hizo un gel preparativo, con el fin de

visualizar la integridad del amplicon, posteriormente se hizo la extraccion de la

banda resultante con el kit de Zymo Research Zymoclean Gel DNA Recovery Kit,

obteniendo una concentracion de ADN de 37.9 ng/uL. En cuanto a la

secuenciacion de ADN (Figura 32), los resultados muestran una identidad del

44



97.35% con el gen IytA para diferentes cepas de S. pneumoniae y con un E-

value menor a 0 (Figura 33).

CKCACACTCAGATCACATTGACCCCTATCCTTATCTTGCCAAATGGGGTATTAGCCGTGAACAGTTTAAG
CAGGATATTGAAAACGGCTTGACGATTGAAGCAGGATGGCAACAGAACGATACTGGCACCTGGTACGT
ACATTCAGACGGMTCTTAAAAAAGT

Selected: 161 .. 161 = 1 base 163 bases

C@ CAC A C TCA G ATCACAT T 6 ACCCC TATCCT TATCTTBGCCAAATG 66G6TATTA GCC

N

0 30 40 50 1.0

Figura 32. Resultados de la secuenciacion del amplicén resultante de la PCR punto
final para el gen IytA de Streptococcus pneumoniae. En la parte de arriba se especifica
la secuencia resultante, en la parte de abajo se muestra un grafico generado con el
programa SnapGene software (from GSL Biotech; available at snapgene.com).

pesciipton Sh::rxe St:le g::rl vnfuo l:ee:t BEEEED
Streptococcus pneumoniae lytA gene for N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase. strain 1078/1997 257 257 92% 8e-65 97.35% AJ419981.1
Streptococcus sp. 3072 Iy1A gene for N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase. strain 3072 257 257 92% 8e-65 97.35% AM113504.1
Streptococcus sp. 578 IytA gene for N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase, strain 578 257 257 92% 8e-65 97.35% AM113497.1
Streptococcus pneumoniae strain Gra_218B N-acetylmuramoyl-l-alanine amidase (lytA).gene. complete cds 254 254  92% 1e-63 96.69% KI253594.1
Streptococcus pneumoniae strain REOS084 autolysin gene, partial cds 252 252 92% 4e-63 96.69% MH029582.1
Streptococcus pneumoniae strain REO6242 autolysin gene, partial cds 252 252 92% 4e-63 96.69% MH029581.1
Streptococcus pneumoniae strain REQ7485 autolysin gene, partial cds 252 252 92% 4e-63 96.69% MH029561.1
Streptococcus pneumoniae strain REO6408 autolysin gene, partial cds 252 252 92% 4e-63 96.69% MH029557.1
Streptococcus pneumoniae strain 201 autolysin (IytA).gene. partial cds 252 252 92% 4e-63 96.69% KY581558.1
Streptococcus pneumoniae strain 359 autolysin (IytA). gene, partial cds 252 252 92% 4e-63 96.69% KY581557.1
Streptococcus mitis strain PT9018 N-acetylmuramoyl-l-alanine amidase (IytA).gene, complete cds 252 252 92% 4e-63 96.69% KI253599.1
Streptococcus pneumoniae IytA gene for N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase, strain 1230/1996 252 252 92% 4e-63 96.69% AJ419978.1
Streptococcus sp. partial IytA gene for autolysin, strain COL20 252 252 92% 4e-63 96.69% AJ252194.1
Streptococcus sp. partial IytA gene for autolysin, strain COL27 248 248  91% 5e-62 96.64% AJ252196.1
Streptococcus sp. strain REQ5340 autolysin gene, partial cds 246 246  92% 2e-61 96.03% MH029591.1
Streptococcus pneumoniae strain REOQ2901 autolysin gene, partial cds 246 246  92% 2e-61 96.03% MH029589.1
Streptococcus mitis strain REQO8424 autolysin gene, partial cds 246 246 92% 2e-61 96.03% MH029586.1
Streptococcus pneumoniae strain REO29 autolysin gene. partial cds 246 246  92% 2e-61 96.03% MH029574.1
Streptococcus pneumeniae strain REO25 autolysin gene, partial cds 246 246 92% 2e-61 96.03% MH029573.1

Figura 33. Alineamiento del resultado de la secuenciacion del amplicén resultante de
la PCR para el gen lytA de S. pneumoniae.

Chlamydophila pneumoniae

La PCR punto final para la identificacion de C. pneumoniae tuvo resultados
positivos, ya que se logréo amplificar la regién seleccionada del gen blanco,

obteniendo un amplicon de ~345 pb (Figura 34).
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Para C. pneumoniae se tomaron diferentes volumenes en pL de la solucion
bacteriana Inactivated Chlamydia pneumoniae Strain CWL-029 Ref: HEO034N
Helix Elite molecular Standards, y se pudo obtener una deteccién incluso con 1

uL de la solucién bacteriana (Figura 35).

Figura 34. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con
BrEt a 0.5 ng/mL, se muestra el resultado de
la PCR punto final para la amplificacion del
gen ompA de C. pneumoniae por duplicado.
MPM 100 bp plus DNA Ladder, 1 — 2. ompA
de C. pneumoniae, 24. control negativo.

Figura 35. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con BrEt, muestra la
amplificacion del gen ompA de Chlamydophila pneumoniae usando
diferentes de volumenes solucion bacteriana como ADN.
MPM (Thermo Scientific GeneRuler 100 bp plus DNA Ladder), 1.- 1ul de
solucién, 2.- 1.5ul de solucién, 3.- 2ul de solucion, 4.- 2.5ul de solucion, 5.-
3ul de solucién, 6.- 3.5ul de solucién, 7.- control negativo.
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También se purificd al amplicén del gen ompA de un gel preparativo para
posteriormente hacer la extraccion de la banda resultante con el kit de Zymo
Research Zymoclean Gel DNA Recovery Kit, obteniendo una concentracién de
ADN de 37.9 ng/uL. Los resultados de la secuenciaciéon de ADN (Figura 36) se
obtuvo una identidad con el gen blanco de 99.02% con un E-value cercano a 0
(Figura 37).

CACTCGTAGATAGACCTAACCCGGCCTACAATAAGCATTTACACGATGCAGAGTGGTTCACTAATGCAG
GCTTCATTGCCTTAAACATTTGGGATCGCTTTGATGTTTTCTGTACTTTAGGAGCTTCTAATGGTTACATT
AGAGGAAACTCTACAGCGTTCAATCTCGTTGGTTTATTCGGAGTTAAAGGTACTACTGTAAATGCAAATG
AACTACCAAACGTTTCTTTAAGTAACGGAGTTGTTGAACTTTACACAGACACCTCTTTCTCTTGGAGCG
TAGGCGCTCGTGGAGCCTTTGGGGRAATGCGG

Selected: 311 .. 311 = 1 base 311 bases

CAC 14 CcC G TAG ATA 6 ACC TAA CCC 6 6 CCTACAA TAAG CATT TACACG AT GCAGAG TG

i,

10 1,1x

Figura 36. Resultados de la secuenciaciéon del amplicon resultante de la PCR punto
final para el gen ompA de C. pneumoniae. En la parte de arriba se especifica la
secuencia resultante, en la parte de abajo se muestra un grafico generado con el
programa SnapGene software (from GSL Biotech; available at snapgene.com).

Description Max (ot Cuery E Loy Accession
Score | Score  Cover value  Ident

Chlamydia pneumoniae genome assembly YK41, chromosome : 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN849043.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly Wien3, chromosome : 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN847257.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly Wien2, chromosome : 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN847254.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly UZG1, chromosome : 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN847246.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly U1271, chromosome ; 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN847244.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly PB2, chromosome : 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN847241.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly PB1, chromosome : 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN847240.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly Panola, chromosome : 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN847236.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly MUL2216, chromosome : 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN847227.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly K7, chromosome : 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN847221.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly H12, chromosome : 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN847194.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly GiD, chromosome : 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN847008.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly CWL029¢, chromosome : 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN847005.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly CWL011, chromosome : 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN847000.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly CV15, chromosome : 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN846999.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly CV14, chromosome : 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN846996.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly CM1, chromosome : 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN846995.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly Wien1, chromosome : 1 549 549 98% 3e-152 99.02% LN846980.1
Chlamydia pneumoniae strain AR-39 major out membrance protein gene, complete cds 549 549 98% 3e-152 99.02% KC512913.1
Uncultured Chlamydophila sp. isolate TOR1 major outer membrane protein (MOMP) gene, partial cds 549 549 98% 3e-152 99.02% GQ918217.1
Chlamydophila pneumoniae isolate WA97001 major outer membrane protein (MOMP) gene, partialcds 549 549  98% 3e-152 99.02% GQ918216.1
Chlamydophila pneumoniae TW-183, complete genome 549 549 98% 3e-152 99.02% AE009440.1
Chlamydophila pneumoniae LKK-1 outer membrane protein A (ompA).gene, partial cds 549 549 98% 3e-152 99.02% AY555078.1
Chlamydophila pneumoniae AR39, complete genome 549 549 98% 3e-152 99.02% AE002161.1

Figura 37. Alineamiento del resultado de la secuenciacién del amplicon resultante de
la PCR para el gen ompA de C. pneumoniae.
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4.- PCR multiple

Después de inocular sangre con las cantidades productivas de dos de los
diferentes microrganismos en estudio (1x107 UFC a 1x10® UFC para S.
pneumoniae y 1x108 para S. aureus) primero de forma individual y otra muestra
simulando una coinfeccion, se extrajo ADN de la sangre infectada con S. aureus
y S. pneumoniae por separado, asi como combinados semejando una

coinfeccion, esta extraccion se puede observar en la Figura 38, para este caso

el gel de agarosa fue al 1 %.

Figura 38. Gel de agarosa al 1% tefido
con BrEt a 0.5 pg/mL, muestra los
resultados de la extraccion de ADN de
sangre infectada. 1. ADN de sangre
infectada con S. pneumonie, 2. ADN de
sangre coinfectada con S. pneumoniey S.
aureus, 3. ADN de sangre infectada con
S. aureus.

Las reacciones de PCR para S. aureus y S. pneumoniae partiendo desde
ADN extraido de sangre infectada se presenta en la figura 38, donde se observan
los amplicones esperados de 279 pb y 192 pb respectivamente por separado
(Figura 39 Ay B). En la reaccion de PCR que se hizo con el ADN extraido de la
sangre coinfectada con los dos microorganismos se obtuvieron dos bandas
(carril 1) cada una correspondiente a los pesos moleculares esperados (279 pb

para S. aureus 'y 192 pb para S. pneumoniae) (Figura 39 C).

La ultima parte fue la aplicacién de la PCR multiplex en una muestra
inoculada con los tres agentes causantes de NAC con las dosis infectivas de
cada uno de los microrganismos, en este caso no se llevo a cabo extraccion de

ADN, sino que se hizo la amplificacién directamente en sangre empleando el kit
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KAPA Blood PCR Kit, los resultados pueden observarse claramente en la (Figura
40), en la cual se aprecian los amplicones para S. aureus, S. pneumoniae y C.
pneumoniae de 279 pb, 192 pb y 345 pb, respectivamente.

Figura 39. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con BrEt a 0.5 ug/mL, A) muestra la
amplificacion del gen nucA de S aureus con ADN extraido de sangre infectada con la
dosis minima infectiva. MPM 100 bp plus DNA Ladder, 1. muestra con ADN de S.
aureus, 2. control negativo. B) amplificacion de IytA de S. pneumoniae amplificado en
una muestra de sangre infectada. MPM 100 bp plus DNA Ladder, 1.- amplificaciéon de
IytA de S. pneumoniae a partir de sangre inoculada, y 2.- control negativo. C)
Amplificacion de los genes IytA y nucA con ADN extraido desde sangre coinfectada con
la dosis minima infectiva de cada microorganismo, donde se muestran los dos
amplicones.

Figura 40. Gel de agarosa al 2% tefido con BrEta 0.5
ug/mL, muestra la amplificacion por PCR multiplex de
los genes IytA, nucA y ompA usando el KAPA Blood
PCR Kit desde sangre infectada con la dosis minima
infectiva de cada microorganismo. Se observan los
amplicones de 345 pb, 279 pb y 192 pb

MPM (Thermo Scientific GeneRuler 100 bp plus DNA
Ladder), 1.- amplicones resultantes de la PCR muiltiple
2.- control negativo.
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DISCUSION DE RESULTADOS

1.- Anadlisis in silico de oligonucleétidos

Para la identificacion de S. aureus se eligié el gen nucA que codifica para
una nucleasa termoestable, este gen esta presente con cepas patégenas, ya que
su presencia se relaciona directamente con la produccion de enterotoxinas
(Otero et al., 1990).

Para S. pneumoniae se eligid el gen IytA que codifica para la enzima
autolitica principal del Estreptococo llamada Autolisina A (N-acetilmuramoil-L-
alanina-amidasa). La autolisina principal codificada por /lytA de S. pneumoniae
es miembro de un grupo ampliamente distribuido de enzimas de degradacién de
la pared celular ubicadas en la envoltura celular; la autolisina es responsable de
la lisis celular inducida por desoxicolato y penicilina en la fase estacionaria, que
tiene una gran importancia clinica (Gholamhosseini-Moghaddam et al., 2015).

El gen blanco elegido para la identificacion de C. pneumoniae es el gen
ompA que codifica para una proteina de membrana (major outer membrane
protein) que es de las proteinas mas estudiadas de Chlamydophila (Villegas et
al., 2008). Y por esta razon hay trabajos anteriores reportando que, aunque se
podria usar el gen 16s rRNA o Pstl se han tenido mejores resultados con ompA
(Boman et al., 1999).

Tomando en cuenta las recomendaciones que Hyndman y Mitsuhashi
mencionan en su manual para el diseio de oligonucledtidos; que los analisis
para la determinacion de estructuras secundarias fueron determinantes para la
seleccion de los oligonucledtidos, asi como la identidad que tiene cada uno con
el gen blanco dentro del organismo a identificar.

2.- Extraccion de ADN

La diferencia de las concentraciones de ADN obtenidas para las cepas de
S. aureus y de S. pneumoniae es notable. En trabajos anteriores, que involucran
la extraccién de ADN de S. pneumoniae, los autores mencionan que utilizan el
kit QlAamp DNA minikit (QlIAgen; Hilden, Germany)(Murdoch et al., 2003) o
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QIAamp DNA blood kit (QIAgen; Hilden, Germany) (Falguera et al., 2002), pero
no mencionan el rendimiento obtenido con el kit, por lo que no podemos atribuirle
directamente a la utilizacion de kit de extraccion ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep

Kit el bajo rendimiento de extraccion del ADN de S. pneumoniae.

Por otra parte, la diferencia en el rendimiento de la extraccion de ADN entre
los dos organismos se le puede atribuir a la diferencia de las caracteristicas
microbiolégicas de los mismos. La posible razén por la que el rendimiento de la
extraccion de ADN de S. pneumoniae sea mas baja es principalmente porque el
tipo de cultivo y las caracteristicas de S. pneumoniae, especificamente el
tamano de las colonias (1 a 3 mm de diametro) y su crecimiento de aspecto
umbilicado, con una depresion central producida por una autolisis celular
progresiva, hacen dificil la recoleccidn de las colonias que seran usadas para
crear la solucion bacteriana de la que se parte para hacer la extraccion de ADN,
ademas que la depresion central que presenta en el agar hace que la

probabilidad de recolectar la colonia con agar sea mas alta (Preado, 2001).

En el caso de C. pneumoniae, no se pudo realizar una extraccion de ADN.
Debido a que la cepa de Chlamydophila pneumoniae usada es un producto de
Helix Elite (Productos de los Helix Elite™ Molecular Standards granulo
inactivado) que contienen uno o mas células patégenas estabilizadas en una
matriz de excipientes patentada, se desconoce la naturaleza de esta matriz,
pero, es probable que tenga algun agente inhibidor que hace que la extraccion
de ADN sea mucho mas dificil de lo habitual, algo que Helix elite remarca en la

ficha técnica refiriéendose a ello como una limitacion del producto.

3.- Estandarizacion de las reacciones de PCR punto final

La amplificacidn de acidos nucleicos por PCR tiene aplicaciones en muchos
campos de la biologia y la medicina, incluida la deteccion de virus, bacterias y

otros agentes infecciosos (Brakstad et al., 1992).
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Staphylococcus aureus

La PCR disefiada para el gen nucA detectd hasta 1 UFC de S aureus y
cantidades bajas (1.6 pg) de ADN extraido. Lo que coincide con la sensibilidad
descrita para PCR con otras bacterias, entre 1 y 20 UFC o entre 1 y 100 pg del
ADN extraido de S. aureus (Johnson et al., 1991) y (Wilson et al., 1991).

Otros trabajos importantes en donde se detecta a S. aureus utilizando el
gen nucA reportan una deteccion de hasta 2 UFC utilizando una técnica de PCR
de fluorescencia en tiempo real (Palomares et al., 2003), a pesar de que esta
técnica es bastante sensible y rapida, no es una técnica que se recomiende
utilizar en paises en desarrollo como es el caso de México, debido al costo de
la técnica, ya que no muchos hospitales y/o incluso centros de investigacion

cuentan con el equipo y reactivos necesarios.

Existen otros ensayos de amplificacién por PCR dirigidos a varios genes,
incluida la amplificacion de mecA para la resistencia a la meticilina (Lopez-
Vazquez et al., 2015; Galarce et al., 2016; Al-Ruaily & Khalil, 2011; Wilson et al.,
1991), asi como genes que codifican toxinas que son producidas por muchos
aislamientos de S. aureus como la toxina exfoliativa (Sakurai et al., 1995;
Mehrotra et al., 2000), y las enterotoxinas (Wilson et al., 1991; Mehrotra et al.,
2000; Mclauchlin et al., 2000). Sin embargo, todos estos objetivos no se
encuentran ubicuamente en la especie S. aureus y, en consecuencia, estos
ensayos de PCR no son adecuados para la deteccidén e identificaciéon de S.
aureus (Palomares et al., 2003). En 2014, Sahebnasagh, et al., reportaron que
tanto mecA como nuc son dos genes que se pueden utilizar en el diagndstico
rapido de S. aureus en pacientes con infecciones hospitalarias (Sahebnasagh,
etal., 2014).

Streptococcus pneumoniae

La PCR disefiada para la identificacion de S. pneumoniae utilizando el gen
IytA, pudo detectar hasta 15 UFC de S. pneumoniae y hasta 0.494 ng/uL, en
cuanto a las UFC, los resultados obtenidos en este proyecto son similares a los
obtenidos por Hassan-King y colaboradores quienes reportaron que lograron
detectar 3 UFC (Hassan-King et al., 1994), y son mas bajos que los reportados

por Gillespie y colaboradores quienes reportan 104 UFC como limite minimo de
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deteccion (Gillespie et al., 1994). Esta alta sensibilidad en comparacién con la
deteccion de S. pneumoniae utilizando genes blanco, se le atribuye a la
utilizacién de oligonucledtidos dirigidos a una secuencia presente en multiples
copias (Gillespie et al., 1994). Otra razén para utilizar el gen de la autolisina es
que hay otros trabajos que han demostrado que el gen que codifica para la
autolisina se conserva entre todos los serotipos de neumococo probados
(Cherian et al., 1998). Adicional a esto, en otros trabajos se menciona que
utilizando el gen IlytA para la deteccion de diferentes cepas; S. oralis, S. mitis, S.
salivarius, S. aureus'y S. epidermidis fueron negativas para el gen IlytA; mientras

que solo S. pneumoniae fue positivo para lytA (Nagai, 2001).

Estudios que evaluaron la PCR para la deteccion de ADN neumocdcico han
utilizado fragmentos del gen de la neumolisina (Lahti et al., 2006; Virolainen et
al., 1994) o el gen de la autolisina (Hassan-King et al., 1994; Smith et al., 2009;
Wessels et al., 2012; Llull et al., 2006; Murdoch et al., 2003) varios de estos
ensayos utilizaron una PCR anidada para obtener una sensibilidad éptima. Pero,
hay que tomar en cuenta que la PCR anidada conlleva el riesgo de transferencia
del producto de amplificacién, lo que lleva a resultados falsos positivos,
especialmente cuando se analizan grandes cantidades de muestras (Cherian et
al., 1998).

Chlamydophila pneumoniae

Para C. pneumoniae, se pudo detectar a |la bacteria exitosamente utilizando
una solucidon con bacterias inactivadas previamente Se tomaron diferentes
volumenes en L de la solucion y se pudo detectar incluso con 1 yL; la apariencia
de la banda obtenida para este ultimo volumen hace pensar que incluso con
menos de 1 pL la reaccién seria positiva. Para poder obtener datos mas exactos,
es necesario contar con otro tipo de muestra, una que permita determinar el
numero de cuerpos elementales minimos detectados, asi como la cantidad
exacta de ADN necesario para que se lleve a cabo la PCR; asi como muestras
de pacientes diagnosticados por el método microbioldgico para poder hacer una
comparacion real entre el método molecular y microbiolégico. Hay otros estudios
que han podido detectar a C. pneumoniae, a pesar de que no son muchos, la
mayoria se centra en el desarrollo de PCR multiplex para detectar agentes

atipicos que causan NAC. Tal como el trabajo de Guillén et al., 2012 en donde
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el equipo de trabajo, desarrollé un protocolo de PCR multiplex para detectar a
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae 'y Legionella
pneumophila; en el cual se utilizd el gen ompA para la deteccion de C.
pneumoniae y se utilizaron como ADN molde plasmidos recombinantes (Guillén
et al., 2012). En otros trabajos similares se detectan los mismos tres organismos
(M. pneumoniae, C. pneumoniae y L. pneumophila) pero mediante métodos de
PCR multiple en tiempo real e hibridacion en placa (Ginevra et al., 2005;
Nomanpour et al., 2012). La eleccidn del diagnostico de C. pneumoniae por PCR
empleando como gen blanco ompA, ha sido considerado por otros
investigadores como una mejor opcién comparado con el cultivo y las pruebas
seroldgicas (She et al., 2010) ya que la secuencia del gen ompA de esta especie

difiere de las otras especies del género Chlamydophila (Gullsby et al., 2008).

4.- Resultados de secuenciacion.

Para corroborar que los genes elegidos hayan sido los adecuados, los
amplicones se enviaron a secuenciar y los resultados se evaluaron con el
programa BLAST de NCBI, obteniéndose en los tres casos buenos porcentajes
de identidad y un valor de E-value muy cercano a cero, para la identificacion de
S. aureus a través del gen nuc se obtuvo una identidad de 92.93%, para S.
pneumoniae mediante lytA hay un 97.35% de identidad y para C. pneumoniae
con el gen ompA una identidad del 99.02%, por lo que podemos decir que son
confiables y especificos. Para explicar porque los resultados aun cuando tengan
un E- value muy pequefio no demuestran un 100% de identidad con los
organismos a identificar o que no tengan exactamente el tamafio del amplicén,
esto se debe a que, en la secuenciacion, se introducen algunas letras adicionales
que no son reconocidas por el BLAST de NCBI; comoM, R, W, S,Y, K,V, H, D,
B o N que son cédigos para los nucleétidos designados por la IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry), estas letras se introducen
en aquellas situaciones en donde el equipo no puede discernir entre nucleétidos.
La adicién de un conjunto de alguna de estas letras al resultado de la
secuenciacion hace que al momento de ingresar el resultado al programa BLAST
del NCBI para hacer un alineamiento con la base de datos, este arroje resultados
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que rara vez seran del 100% ya que tiene letras adicionales que no se

encontraran en el genoma de los organismos.

5.- PCR multiple para la deteccion de Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae y Chlamydophila pneumoniae.

Debido a la estandarizacién de las PCR punto final disefiadas para cada
microorganismo, se pudieron encontrar las condiciones optimas para desarrollar
la PCR multiple, en donde se identificaron a los tres microorganismos en un
mismo tubo de reaccién, en donde al ser visualizado el resultado mediante una
electroforésis en gel de agarosa, se observan tres bandas que corresponden al
peso molecular esperado para la deteccion de cada uno de los agentes causales
(S. aureus: ~279 pb, S. pneumoniae: ~192 pb y C. pneumoniae: ~345 pb). Dado
que cada uno de los amplicones se secuencid y se analizd, se demostro la

especificidad para la deteccién de los microorganismos estudiados.

A pesar de que los estudios epidemioldgicos en donde se mencionan a los
principales organismos causantes de NAC en México se conocen desde hace
muchos afios, no se habia disefado algun estudio que tomara a estos tres
organismos  (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y
Chlamydophila pneumoniae), a pesar del porcentaje etiologico que representan
para la NAC en México.

Estudios similares para detectar los principales agentes etiolégicos en otros
paises se han desarrollado, tal como el estudio realizado por Stralin et al., 2005
que desarroll6 una PCR multiplex que detecta a Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Mycoplasma pneumoniae y Chlamydophila
pneumoniae en muestras de esputo. Nomanpour y colaboradores desarrollaron
una PCR multiple en Tiempo Real, que fue rapida, sensible y especifica, pero en
la cual no se incluyé a S. aureus, que es uno de los agentes principales de NAC
en México (Nomanpour et al., 2012), y el mismo caso para el estudio realizado
por Morozumi et al., 2006. Otros trabajos se centran en la deteccion de los
microrganismos atipicos (Ginevra et al., 2005; Welti et al., 2003) o la deteccién
de un solo agente etiologico (Gillespie et al., 1994; Palomares et al., 2003;
Virolainen et al., 1994; Johansson et al., 2008; Boye et al., 2007).
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CONCLUSIONES

1. Se logré la validacion de la técnica de PCR multiple en sangre para los 3
agentes principales que causan NAC.

2. Los genes blanco nucA, IytA y ompA que se eligieron fueron los
adecuados para detectar a los microorganismos S. aureus, S.
pneumoniae y C. pneumoniae, respectivamente.

3. Latécnica de PCR multiple disefiada sirve para detectar simultaneamente
a S. aureus, S. pneumoniae y C. pneumoniae directamente en muestras
de sangre completa.

4. Eldisefno de la PCR multiple en la cual se puede detectar a Chlamydophila
pneumoniae es de gran ayuda, ya que las técnicas serologicas son las
mas utilizadas en los laboratorios clinicos, pero tienen limitaciones de
especificidad, reproducibilidad y correlacion clinica.

5. Los resultados de la tesis generan una herramienta innovadora, ya que el
disefio de los oligonucleétidos no ha sido reportado anteriormente y puede
ser un producto de transferencia tecnologica.

6. La sensibilidad para la deteccion de S. aureus mediante la amplificacion
de nuc fue de 1.6 pg/mL.

7. La sensibilidad para la deteccion de S. pneumoniae mediante la
amplificacion de lytA fue de 0.494 ng/mL.
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PERSPECTIVAS

Se espera se le dé continuidad a este trabajo, en el cual se puedan usar
muestras provenientes de hospital, para poder hacer el diagndstico seroldgico y
molecular al mismo tiempo y asi poder determinar otros datos cuantitativos como
la especificidad de la PCR aunado a una prueba que permita determinar que tan

robusta es la mPCR disenada.

Asi como también se podrian adicionar organismos como Haemophilus
influenzae, que también ocupa un porcentaje alto como agente etioldgico de la
NAC en México (Baez-Saldana et al., 2013).
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ANEXOS

ANEXO 1. Resultados del andlisis de los oligonucledtido sentido (forward) y
antisentido (reverse), para amplificar cada uno de los genes usados en este
estudio, con la herramienta UNAFoldTool PrimerQuest® program, IDT,

Coralville, lowa, USA. 2018. https://www.idtdna.com/SciTools.

Forward

Structure Name hmage ‘AG(kcaI.moIe") | T (C) | AH (kcal.mole™) |AS(calK'mole™) | output

1 R 5466 09 329 e [oet|

2 2.38 -360.2 05 -5.74 lce |Det ,
3 244 196 83 3274 e oet]
4 253 7.9 -15.1 5372 [ct |Det

5 264 -135.9 -19 -13.84 [ce |Det

6 2.7 58 153 -54.85 Ct |Det

7 27 -143 101 -39.02 et |Det '
8 272 14 -131 -48.21 ?Elpetl _
9 287 425 -68 -29.48 EIH v
10 292 659 -5 -24.13 et [pet
11 2.92 457 66 -29.02 ot Joec B

1A. Resultados del analisis del oligonucleotido nucA sentido empleado para diagnéstico
de S. aureus.

Reverse

Structure Name ‘ Image ‘AG (kcal.mole) |TM (°C) |AH (kcal.mole™) |AS (cal.K*mole?) ‘ Output

1 50| 136 34 -20 -65.11 ’ ct |Det|
2 a0 11.93 §27.1 §-20.7 ?-68.95 W_
3 S 52.04 §11.8 }13.5 §-47.37 Ct |Det|4

Anexo 1B. Resultados del analisis del oligonucleétido nucA antisentido empleado para
diagnéstico de S. aureus.

Forward

StructureName  |Image | AG (kcalmole®) |Ty(°C) | AH (kcal.mole?) |8 (calK'mole™  |output |
1 < -0.97 352 294 -95.36 \c: |De;| :

Anexo 1C. Resultados del analisis del oligonucleétido /ytA sentido empleado para
diagnostico de S. pneumoniae.
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Reverse

StructureName  |Image | AG (kcalmole) |Ty(°C) | AH (kcal.mole™?) | AS (cal.Kmole™) |Output
1 -0.51 30.9 -26.1 -85.84 ’cz |Det|

-0.08 26.4 165 -55.08 Ct |E|

Anexo 1D. Resultados del andlisis del oligonucledtido lytA antisentido empleado para

diagnéstico de S. pneumoniae.

ANEXO 2. Resultados del analisis de formacion de heterodimeros de los
diferentes oligonucledétidos sentido (forward) y antisentido (reverse), utilizados
para amplificar los genes seleccionados en el presente estudio utilizando
UNAFoldTool (PrimerQuest® program, IDT, Coralville, lowa, USA. 2018.
https://www.idtdna.com/SciTools.)

nucA Forward GCGATTGATGGTGATACTGTTA-3'
nucA Reverse 5-AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3'

Maximum Delta G: -47.59 kcal/mole

Delta G: -5.02 kcal/mole Base Pairs: 3
5' GCGATTGATGGTGATACTGTTA

(N
3' CGAAATCAAGCAGTTCCGAACCGA

Delta G: -3.9 kcal/mole Base Pairs: 3

5! GCGATTGATGGTGATACTGTTA
HE |

3' CGAAATCAAGCAGTTCCGAACCGA

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2
GO GCGATTGATGGTGATACTGTTA

Il $
3' CGAAATCAAGCAGTTCCGAACCGA

Delta G: -3.29 kcal/mole Base Pairs: 3
5' GCGATTGATGGTGATACTGTTA

(N
32 CGAAATCAAGCAGTTCCGAACCGA

Anexo 2A. Resultados del andlisis de formacion de heterodimeros de los
oligonucledtidos nucA sentido contra nucA antisentido.
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lytA Forward TAAAACGCACGAGTATTGCAC-3'
IytA Reverse 5-TAAGAGCCGTCTGAATGTACG-3'

Maximum Delta G: -39.08 kcal/mole

Delta G: -4.95 kcal/mole Base Pairs: 3
54 TAAAACGCACGAGTATTGCAC

111
3' GCATGTAAGTCTGCCGAGAAT

Delta G: -4.95 kcal/mole Base Pairs: 3

5' TAAAACGCACGAGTATTGCAC
111

3' GCATGTAAGTCTGCCGAGAAT

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2
5' TAAAACGCACGAGTATTGCAC

Il 8
33 GCATGTAAGTCTGCCGAGAAT

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2
5' TARRACGCACGAGTATTGCAC

Il
3% GCATGTAAGTCTGCCGAGAAT

Anexo 2B. Resultados del analisis de formaciéon de heterodimeros de los
oligonucledtidos IytA sentido contra lytA antisentido.

ompA Forward CAAGCCTACTGGATCCGCTG -3
ompA Reverse 5-CCGCATTCCCATAAGGCTCC -3

Maximum Delta G: -43.29 kcal/mole

Delta G: -9.41 kcal/mole Base Pairs: 5
5' CAAGCCTACTGGATCCGCTG

[NRNN
3' CCTCGGAATACCCTTACGCC

Delta G: -4.64 kcal/mole Base Pairs: 3
5' CAAGCCTACTGGATCCGCTG

111
3' CCTCGGAATACCCTTACGCC

Delta G: -4.64 kcal/mole Base Pairs: 3
5' CAAGCCTACTGGATCCGCTG

(N
3% CCTCGGAATACCCTTACGCC

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2
S CAAGCCTACTGGATCCGCTG

Il
3' CCTCGGAATACCCTTACGCC

Anexo 2C. Resultados del analisis de formaciéon de heterodimeros de los
oligonucledtidos ompA sentido contra ompA antisentido.
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nUcA Forward GCGATTGATGGTGATACTGTTA-3'
IytA Forward 5-TAAAACGCACGAGTATTGCAC -3'

Maximum Delta G: -39.08 kcal/mole

Delta G: -6.75 kcal/mole Base Pairs: 3
G0 GCGATTGATGGTGATACTGTTA

(NN
3' CACGTTATGAGCACGCAAAAT

Delta G: -5.38 kcal/mole Base Pairs: 5
5' GCGATTGATGGTGATACTGTTA

(NRNN
3% CACGTTATGAGCACGCAAAAT

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2
5! GCGATTGATGGTGATACTGTTA

Il
3' CACGTTATGAGCACGCAAAAT

Delta G: -3.3kcal/mole Base Pairs: 3
5' GCGATTGATGGTGATACTGTTA

I
3' CACGTTATGAGCACGCAAAAT

Anexo 2D. Resultados del analisis de formaciéon de heterodimeros de los
oligonucledtidos nucA sentido contra /ytA sentido.

nucA Forward GCGATTGATGGTGATACTGTTA-3'
ompA Forward 5-CAAGCCTACTGGATCCGCTG-3'

Maximum Delta G: -40.23 kcal/mole

Delta G: -6.75 kcal/mole Base Pairs: 3

5% GCGATTGATGGTGATACTGTTA
11

3' GTCGCCTAGGTCATCCGAAC

Delta G: -3.9 kcal/mole Base Pairs: 3
St GCGATTGATGGTGATACTGTTA

Il
3' GTCGCCTAGGTCATCCGAAC

Delta G: -3.14 kcal/mole Base Pairs: 2
&0 GCGATTGATGGTGATACTGTTA

Il
3' GTCGCCTAGGTCATCCGAAC

Delta G: -3.07 kcal/mole Base Pairs: 2
Sk GCGATTGATGGTGATACTGTTA

I
3' GTCGCCTAGGTCATCCGAAC

Anexo 2E. Resultados del analisis de formacion de heterodimeros de los
oligonucledtidos nucA sentido contra ompA sentido.
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lytA Forward TAAAACGCACGAGTATTGCAC -3'
ompA Forward 5-CAAGCCTACTGGATCCGCTG-3'

Maximum Delta G: -40.23 kcal/mole

Delta G: -3.9 kcal/mole Base Pairs: 4
5' TAAAACGCACGAGTATTGCAC

(NRN|
3' GTCGCCTAGGTCATCCGARAC

Delta G: -3.9 kcal/mole Base Pairs: 3
5'  TAAAACGCACGAGTATTGCAC

: (NN
3' GTCGCCTAGGTCATCCGAAC

Delta G: -3.61kcal/mole Base Pairs: 2
5' TAAAACGCACGAGTATTGCAC

[ I B8
3'  GTCGCCTAGGTCATCCGAAC

Delta G: -3.61kcal/mole Base Pairs: 2
5' TAARARACGCACGAGTATTGCAC

Il
32 GTCGCCTAGGTCATCCGAAC

Anexo 2F. Resultados del analisis de formacion de heterodimeros de los
oligonucledtidos IytA sentido contra ompA sentido.

nucA Forward GCGATTGATGGTGATACTGTTA -3
ompA Reverse 5-CCGCATTCCCATAAGGCTCC-3'

Maximum Delta G: -43.29 kcal/mole

Delta G: -6.75 kcal/mole Base Pairs: 3
5 GCGATTGATGGTGATACTGTTA

Il
3' CCTCGGAATACCCTTACGCC

Delta G: -6.5 kcal/mole Base Pairs: 4
5' GCGATTGATGGTGATACTGTTA

[NRN
3' CCTCGGAATACCCTTACGCC

Delta G: -3.43 kcal/mole Base Pairs: 3
S GCGATTGATGGTGATACTGTTA

I
3' CCTCGGAATACCCTTACGCC

Delta G: -3.14 kcal/mole Base Pairs: 2

5% GCGATTGATGGTGATACTGTTA
|1

3' CCTCGGAATACCCTTACGCC

Anexo 2G. Resultados del analisis de formacidon de heterodimeros de los
oligonucledtidos nucA sentido contra ompA antisentido.
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nucA Forward GCGATTGATGGTGATACTGTTA-3'
IytA Reverse 5-TAAGAGCCGTCTGAATGTACG -3

Maximum Delta G: -38.22 kcal/mole

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2
5% GCGATTGATGGTGATACTGTTA

I
3' GCATGTAAGTCTGCCGAGAAT

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2
5' GCGATTGATGGTGATACTGTTA

I g 88 888
3' GCATGTAAGTCTGCCGAGAAT

Delta G: -3.42 kcal/mole Base Pairs: 3

5% GCGATTGATGGTGATACTGTTA
[ 8 8§ B8

3' GCATGTAAGTCTGCCGAGAA'

Delta G: -3.14 kcal/mole Base Pairs: 2
Gy GCGATTGATGGTGATACTGTTA

Il
3' GCATGTAAGTCTGCCGAGAAT

Anexo 2H. Resultados del analisis de formaciéon de heterodimeros de los
oligonucledétidos nucA sentido contra IytA antisentido.

IytA Forward TAAAACGCACGAGTATTGCAC-3'
ompA Reverse 5-CCGCATTCCCATAAGGCTCC -3'

Maximum Delta G: -43.29 kcal/mole

Delta G: -5.09 kcal/mole Base Pairs: 3
5' TARAACGCACGAGTATTGCAC

8 Il
3' CCTCGGAATACCCTTACGCC

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2

5l TAARACGCACGAGTATTGCAC
Il

3' CCTCGGAATACCCTTACGCC

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2
Gy TAAAACGCACGAGTATTGCAC

Il
3' CCTCGGAATACCCTTACGCC

Delta G: -3.17 kcal/mole Base Pairs: 3
5' TAARAACGCACGAGTATTGCAC
111
3 CCTCGGAATACCCTTACGCC

Anexo 2l. Resultados del analisis de formacion de heterodimeros de los
oligonucledtidos lytA Forward contra ompA Reverse.
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nucA Reverse AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC -3'
lytA Reverse 5-TAAGAGCCGTCTGAATGTACG-3'

Maximum Delta G: -47.59 kcal/mole

Delta G: -6.53 kcal/mole Base Pairs: 4
5' AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC

(NN
3' GCATGTAAGTCTGCCGAGAAT

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2
5' AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC
|1
3 GCATGTAAGTCTGCCGAGAAT

Delta G: -3.54 kcal/mole Base Pairs: 3
5! AGCCAAGCCTTGACGAACTARAGC

I
3' GCATGTAAGTCTGCCGAGAAT

Delta G: -3.14 kcal/mole Base Pairs: 2
St AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC

Il
3' GCATGTAAGTCTGCCGAGAAT

Anexo 2J. Resultados del analisis de formacidon de heterodimeros de los
oligonucledtidos nucA antisentido contra /ytA antisentido.

nucA Reverse AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC -3'
OMpA ReVerse s.ccGCATTCCCATAAGGCTCC -3'

Maximum Delta G: -47.59 kcal/mole

Delta G: -11.35 kcal/mole Base Pairs: 6
5' AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC

e :
3. CCTCGGAATACCCTTACGCC

Delta G: -7.81 kcal/mole Base Pairs: 4

52 AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC
(RN 8 B

3' CCTCGGAATACCCTTACGCC

Delta G: -4.74 kcal/mole Base Pairs: 3
5' AGCCAAGCCTTGACGARACTAAAGC
1
3 CCTCGGAATACCCTTACGCC

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2
it AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC

: I
3' CCTCGGAATACCCTTACGCC

Anexo 2K. Resultados del analisis de formaciéon de heterodimeros de los
oligonucledtidos nucA antisentido contra ompA antisentido.
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IytA Reverse TaAGAGCCGTCTGAATGTACG-3'
OmMpA Reverse s. ccGCATTCCCATAAGGCTCC -3'

Maximum Delta G: -43.29 kcal/mole

Delta G: -9.38 kcal/mole Base Pairs: 5
5' TAAGAGCCGTCTGAATGTACG

[ARRN sfe
3L CCTCGGAATACCCTTACGCC

Delta G: -6.95 kcal/mole Base Pairs: 5
5' TAAGAGCCGTCTGAATGTACG

(ARRN
3' CCTCGGAATACCCTTACGCC

Delta G: -3.61 kcal/mole Base Pairs: 2
S TAAGAGCCGTCTGAATGTACG

N
3' CCTCGGAATACCCTTACGCC

Delta G: -3.43 kcal/mole Base Pairs: 3
5' TAAGAGCCGTCTGAATGTACG

11
3% CCTCGGAATACCCTTACGCC

Anexo 2L. Resultados del analisis de formacion de heterodimeros de los
oligonucledtidos IytA antisentido contra ompA antisentido.

ANEXO 3. Resultados del alineamiento de los diferentes oligonucleotidos
sentido (forward) y antisentido (reverse), empleados para la amplificacién de los
genes seleccionados contra la base de datos del NCBI.

Description

Forward

Staphylococcus aureus strain ST20130945 chromosome, complete genome

Staphylococcus aureus strain FDAARGOS_504 chromosome, complete genom

Staphylococcus aureus strain PCFA-221 chromosome, complete genome

Max
Score

441
44
44
441
444
441
44
441
44
441
44
441
441
441

Total
Score

441
441
44
441
441
44.1
44
441
441
44
44
441
803
44

Query
Cover

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

E
value

0.027
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027
0.027

Anexo 3A. Resultados del alineamiento del oligonucledtido
amplificaciéon del gen nucA de Staphylococcus aureus.

Per.
Ident

Accession
100.00% CP033114.1
100.00% CP033112.1
100.00% CP043913.1
100.00% CP040232.1
100.00% CP042110.1
100.00% CP040233.2
100.00% CP040229.2
100.00% CP038461.1
100.00% CP038021.1
100.00% LR134093.1
100.00% CP034349.1
100.00% CP034098.1
100.00% CP033865.1

100.00% CP035003.1

nucA sentido para la
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Reverse Description

Staphylococcus aureus strain ST20130944 chromosome, complete genome

Staphylococcus aureus Tokyo12482 DNA, complete genome

Staphylococcus aureus strain ZY05 chromosome, complete genome

Staphylococcus aureus strain CFSAN007894 chromosome, complete genome

Staphylococcus aureus strain SCOR-SA1 chromosome

Staphylococcus aureus strain ER01533.3 chromosome, complete genome

Staphylococcus aureus strain ER03710.3 chromosome, complete genome

Staphylococcus aureus strain ER03544.3 chromosome, complete genome

Staphylococcus aureus strain ER04324.3 chromosome, complete genome

Max | Total | Query
Score | Score | Cover

481 481
481 481
481 481
481 481
48.1 481
481 481
481 4841
481 481
481 4841
481 481
48.1 481
481 481
481 481
481 481

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

E
value

0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003
0.003

Per.
Ident

100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%

Accession

CP033114.1
CP033112.1
AP019713.1
AP019712.1
CP045472.1
CP045866.1
CP033390.1
CP033117.1
CP030661.1
CP030675.1
CP030646.1
CP030630.1
CP030647.1
CP030650.1

Anexo 3B. Resultados del alineamiento del oligonucleétido nucA antisentido para la

amplificacion del gen nucA de S. aureus.

Forward Description

Streptococcus pneumoniae strain 4496 genome assembly, chromosome: 1

Max | Total
score | score | cover

Streptococcus pneumoniae strain 4041STDY6836169 genome assembly, chromosome: 1 42.1  42.1

Streptococcus pneumoniae strain P13229 autolysin gene, partial cds

Streptococcus pneumoniae strain REO6497 autolysin gene, partial cds

Streptococcus pneumoniae strain SE1927 autolysin gene, partial cds

Streptococcus pneumoniae strain REO6329 autolysin gene, partial cds

Streptococcus pneumoniae strain REO4095 autolysin gene, partial cds

Streptococcus pneumoniae strain Ex3319 autolysin gene, partial cds

Streptococcus pneumoniae strain REO1824 autolysin gene, partial cds

Streptococcus pneumoniae strain REO6224 autolysin gene, partial cds

421 842 100%
421 421 100%
421 421 100%
421 421 100%
421 842 100%

100%
421 421 100%
421 421 100%
421 421 100%
421 421 100%
421 421 100%
421 421 100%
421 421 100%
421 421 100%
421 421 100%

Query

E
value

Ident

0.080 100%
0.080 100%
0.080 100%
0.080 100%
0.080 100%
0.080 100%
0.080 100%
0.080 100%
0.080 100%
0.080 100%
0.080 100%
0.080 100%
0.080 100%
0.080 100%
0.080 100%

Accession

LR129840.1

MH704265 1
MH704264.1
CP031248.1
CP031247.1
LS483523 1

MH029594 1
MH029590.1
MH029580.1
MH029579 1
MHO029577 1
MH029570 1
MH029569 1
MH029568 1

MH029567.1

Anexo 3C. Resultados del alineamiento del oligonucledétido IytA sentido para la

amplificacion del gen Iyt A de S. pneumoniae.
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Max | Total Query E ‘

Reverse Description ey S o Ident | Accession |
Streptococcus pneumoniae strain NCTC12977 genome assembly, chromosome: 1 421 763 100% 0.080 100% LR134294.1
Streptococcus pneumoniae strain 180-15 genome assembly, chromosome: 1 421 421 100% 0.080 100% LR129844.1
Streptococcus pneumoniae strain 180-2 genome assembly, chromosome: 1 421 421 100% 0.080 100% LR129843.1
Streptococcus pneumoniae strain 4496 genome assembly, chromosome: 1 421 763 100% 0.080 100% LR129840.1
Streptococcus pneumoniae ASP0581 DNA,_complete genome 421 421 100% 0.080 100% AP019192.1
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 DNA _complete genome 421 763 100% 0.080 100% AP018938.1
Streptococcus pneumoniae NU83127 DNA,_complete genome 421 421 100% 0.080 100% AP018936.1
Streptococcus pneumoniae strain M26365 chromosome, complete genome 421 421 100% 0.080 100% CP031248.1
Streptococcus pneumoniae strain M16808 chromosome, complete genome 421 763 100% 0.080 100% CP0312451
Streptococcus pneumoniae strain M26368 chromosome, complete genome 421 421 100% 0.080 100% CP031246.1
Streptococcus pneumoniae strain M23734 chromosome, complete genome 421 763 100% 0.080 100% CP031247.1
Streptococcus pneumoniae strain 4041STDY6836169 genome assembly, chromosome: 1 42.1 421 100% 0.080 100% LS483523.1
Streptococcus pneumoniae strain 4041STDY6836166 genome assembly, chromosome: 1 421 110 100% 0.080 100% LS483451.1
Streptococcus pneumoniae strain 4041STDY6583227 genome assembly, chromosome: 1 42.1 42,1  100% 0.080 100% LS483450.1
Streptococcus pneumoniae strain NCTC11902 aenome assemblv. chromosome: 1 421 421 100% 0.080 100% LS483417.1

Anexo 3D. Resultados del alineamiento del oligonucleétido lyfA antisentido para la
amplificacion del gen IytA de S. pneumoniae contra la base de datos del NCBI.

Forward i Sooe | Sooe | Govervate | tdant | Aoo%sson
Chlamydophila pneumoniae AR39, complete genome 40.1 40.1 100% 0.42 100.00% AE002161.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly YK41, chromosome : 1 401 40.1 100% 0.42 100.00% LN849043.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly Wien3, chromosome : 1 401 401 100% 0.42 100.00% LN847257.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly Wien2, chromosome : 1 40.1  40.1 100% 0.42 100.00% LN847254.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly UZG1, chromosome : 1 401 401 100% 0.42 100.00% 4724
Chlamydia pneumoniae genome assembly U1271, chromosome : 1 401 401 100% 0.42 100.00% LN847244.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly PB2, chromosome : 1 401 40.1 100% 042 100.00% LN847241.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly PB1, chromosome : 1 401 40.1 100% 0.42 100.00% LN847240.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly Panola, chromosome : 1 40.1  40.1 100% 0.42 100.00% LN847236.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly MUL2216, chromosome : 1 401 401 100% 0.42 100.00% LN847227.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly K7, chromosome : 1 401 401 100% 0.42 100.00% LN847221.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly H12, chromosome : 1 401 40.1 100% 0.42 100.00% LN847194.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly GiD, chromosome : 1 401 401 100% 0.42 100.00% LN847008.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly CWL029c¢, chromosome : 1 401 401 100% 0.42 100.00% LN847005.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly CWL011, chromosome : 1 401 401 100% 0.42 100.00% LN847000.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly CV15, chromosome : 1 40.1 401 100% 0.42 100.00% LN846999.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly CV14, chromosome : 1 401 40.1 100% 0.42 100.00% LN846996.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly CM1, chromosome : 1 401 401 100% 0.42 100.00% LN846995.1
Chlamydia pneumoniae genome assembly Wien1, chromosome : 1 401 40.1 100% 0.42 100.00% LN846980.1
Chlamydia pneumoniae strain AR-39 major out membrance protein gene, complete cds 40.1 40.1 100% 0.42 100.00% KC512913.1
Uncultured Chlamydophila sp. isolate TOR1 major outer membrane protein (MOMP) gene, partialeds ~ 40.1  40.1  100% 0.42 100.00% GQ918217.1
Chlamydophila pneumoniae isolate WA97001 major outer membrane protein (MOMP) gene, partial cds 40.1  40.1 100% 0.42 100.00% GQ918216.1
Chlamydophila pneumoniae TW-183, complete genome 401 40.1 100% 0.42 100.00% AE009440.1
Chlamydophila pneumoniae LKK-1 outer membrane protein A (ompA)_gene, partial cds 401 40.1 100% 0.42 100.00% AY555078.1

Anexo 3E. Resultados del alineamiento del oligonucleétido ompA sentido para la
amplificacion del gen ompA de C. pneumoniae.
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Description

Reverse

Chlamydia pneumoniae genome assembly YK41, chromosome : 1
Chlamydia pneumoniae genome assembly Wien3, chromosome : 1
Chlamydia pneumoniae genome assembly Wien2, chromosome : 1
Chlamydia pneumoniae genome assembly UZG1, chromosome : 1
Chlamydia pneumoniae genome assembly U1271, chromosome : 1
Chlamydia pneumoniae genome assembly PB2, chromosome : 1
Ct ia pneumoniae genome
Chlamydia pneumoniae genome assembly Panola, chromosome : 1
Chlamydia pneumoniae genome assembly MUL2216, chromosome : 1
Chlamydia pneumoniae genome assembly K7, chromosome : 1
Chlamydia pneumoniae genome assembly H12, chromosome : 1
Chlamydia pneumoniae genome assembly GiD, chromosome : 1
Chlamydia pneumoniae genome assembly CWL029¢, chromosome : 1
Chlamydia pneumoniae genome assembly CWL011, chromosome : 1
Chlamydia pneumoniae genome assembly CV15, chromosome : 1
Chlamydia pneumoniae genome assembly CV14, chromosome : 1
Chlamydia pneumoniae genome assembly CM1, chromosome : 1
Chlamydia pneumoniae genome assembly Wien1, chromosome : 1

ly PB1. chromosome : 1

Chlamydophila pneumoniae TW-183, complete genome

Chlamydophila pneumoniae LKK-1 outer membrane protein A (ompA).gene, partial cds 40.1 401 100% 0.42 100.00% AY555078.1
401 401 100% 0.42 100.00% AE002161.1

Chlamydophila pneumoniae AR39, complete genome

Total
Score

Per.
Ident

Max
Score

E
value

Query
Cover

401 401 100% 042 100.00% LN.BA.QOA.&.J
401 401 100% 042 100.00% LN847257.1
401 401 100% 042 100.00% LN847254.1
401 401 100% 042 100.00% LN847246.1
401 401 100% 042 100.00% LN847244.1
401 401 100% 042 100.00% LN847241.1
401 401 100% 042 100.00% LN847240.1
401 401 100% 042 100.00% LN847236.1
401 401 100% 042 100.00% LN847227.1
401 401 100% 042 100.00% LN847221.1
401 401 100% 042 100.00% LN847194.1
401 401 100% 042 100.00% LN847008.1
401 401 100% 042 100.00% LN847005.1
401 401 100% 042 100.00% LN847000.1
401 401 100% 042 100.00% LN846999.1
401 401 100% 042 100.00% LN846996.1
401 401 100% 042 100.00% LN846995.1
40.1 401 100% 0.42 100.00% LN846980.1
Chlamydia pneumoniae strain AR-39 major out membrance protein gene, complete cds 40.1  40.1 100% 0.42 100.00% KC512913.1
Uncultured Chlamydophila sp. isolate TOR1 major outer membrane protein (MOMP) gene, partialcds ~ 40.1 401 100% 042 100.00% GQ918217.1
Chlamydophila pneumoniae isolate WA97001 major outer membrane protein (MOMP) gene, partial cds  40.1  40.1  100% 0.42 100.00% GQ918216.1
401 401 100% 0.42 100.00% AE009440.1

Anexo 3F. Resultados del alineamiento del oligonucleétido ompA Reverse para la
amplificacion del gen ompA de Chlamydophila pneumoniae.

ANEXO 4. Se muestran los geles preparativos de agarosa al 1%, tefiido con
bromuro de etidio a 0.5 ug/mL de donde se extrajo el ADN de los amplicones
para enviarlos a secuenciar, también sirvieron para evaluar la integridad del

ADN.

Anexo 4A. Gel preparativo del
amplicén para el gen nucA de la cepa

ATCC 25923 de S. aureus.

MPM (Thermo Scientific GeneRuler
100 bp plus DNA Ladder), 2) Banda
utilizada para extraccién de ADN.
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Anexo 4B. Gel preparativo del amplicén
para el gen lytA de la cepa clinica de S.
pheumoniae.

MPM (Thermo Scientific GeneRuler 100
bp plus DNA Ladder), 1.- Banda
utilizada para extraccion de ADN.
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