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RESUMEN.

Stenotrophomonas maltophiles una bacteria Gram negativa de gran interés médico
debido a que en los ultimos afios ha emergido comonportante patdégeno oportunista
causantede diversas enfermedadesA pesar de queseconsiderado un patdégeno de baja
virulencia, posee factorepie le confierema capacidad de formar biofilm sobre cualquipo
de superficie Al respectpse conoce que el flagelo y la fimbria SNMIFfnodulanel desarrollo
de esta estructura éh maltophilia sin embargogesta ampliamente documentagioe en el
desarrollo de biofilnen otradacteriaparticipan diversas estructur&s. el caso de &imbrias
tipo IV que representan factores esenciales emr@adcion del biofilm y desarrollo de la
enfermedadgeneradapor patégenosmedicamente importantes. eBlentemente en una
busqueda en la secuencia del genom& denaltophiliacepa 13637%e identificarongenes
asociados a la produccion deali®erentesfimbrias tipo IV, cuya funciéren el mecanismo de
patogenicidad de esta bacteeisa desconocidaP?or lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
identificar laposiblepresencia de genes asociados a la produccion de estos 2 tipos de fimbria
en diferentes aisladalinicosde esta bacteriaon la finalidad devaluar relacion la produccion
de biofilmconel desarrollo de la enfermeddara estgrimero se buscé y localizé en la base
de datos del NCBI la secuencia de los genes que codifican para lagyihicgslesy ATPasas
de la fimbria tipo IVa pilAL/pilB y pilA2/pilB), tipo IVb (flp/tadA) y como controlla fimbria
SMF-1 (smtl/papQ); en el genomale la cepa de referencia & maltophiliaATCC 13637.
Despuése disefiaron oligonucledétidos péampificacion deestos genes por PCR de punto
final. A continuacion, se extrajo ADN gendmico d& aslados clinicos des. maltophilia
provenientes del Hospital de Medicina de CharlotesWllgginia de E.U.A. y se aaliz6 la
presencia de estos genesdiantePCR Por ultimo, serealizaon ensayos de biofilnsobre
placas de poliestirenmonaislados clinicosarentes de genes asociados con la fimbria tipo IV
clase A o Bpararelacionar la presenciaausencia destosgenes con la produccion tkdes
estructurasLos resultados obtenidos de la amplificacién indican respecto a la fimbria tipo
IVa, queel 98% de los aislados clinicpssiblementeontienen el gepilB (ATPasa) el 15%
el genpilAl (pilina) y el 95% el genpilA2 (pilina). En el casode lafimbria tipo Vb,
posiblemente sigentificd que el getadA (ATPasa)fue amplificadcen el95% de los aislados
y flp (pilina) en el 88% Mientras que los genes relacionados con SMiesiblementdueron
amplificados en el 100% de los aislados cbritos resultadoen losensayoformacionde
biofilm indicanqueS. maltophilisforma mayor cantidad de biofilm cuando se cultiva en medio
NYG respecto del medio DMEM. Los aislados clinid@2, AC 6 y SM 17 quposiblemente
no contienen algunos de los genes relacionados con la fimbria tipo IV classtfaron una
menor capacidad de adherencia y formacion de biafdmrespecto al contrdientras que
los aislados clinicos SM1, 15 y Zsiblementecarentes de los genesaabnados con la
fimbria tipo IV clase B, no mostraron diferencias significativas en la capacidad de adherencia y
formacion de biofilm. Tales datos sugieren que la fimbria tipo IV clase 8. dealtophilia
podria tener una funcién importamte laadherenia y formacion de biofilntuando lebacteria
se cultiva a 37°C y posiblemente en el desarrollo de la enfermedad causada por este patdgeno.
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1. INTRODUCCION .

S maltophiliaes una bacteri@ram negativaampliamente distribuidan el ambiente ya
gue sepuede eoontraren suelo, agua, vegetales, animales gualquierarea del ambiente
hospitalario En los ultimos afiosa sido frecuentemente aisladapdeientes hospitalizados,
especialmente con estados inmunocomprometidosdebido al amplio espectro de
multirresistenci@gue posealos antimicrobianose ha convertido amfoco central de atencion
depatogens hospitalarios

S. maltophiliano es considerado un patdgeno altamente viruldelbido a queose un
rango limitado dédactores de virulencian compeacion con otros patégengsroteinas que
contribuyen a la induccion de dafio eh hespederoincluyen: enzimas extracelulares,
lipopolisacérido, flagelo, fimbrias, sistemas de secrecion tipoehtre otrosUno de los
principalesmecanismogjue contribuye ala virulenciade S. maltophiliaes su capacidad de
formarbiofilm sobre superficiebioticas como células epitelialessuperficies abidticasomo
catéteres médicos, teflon, vidrio, plastico, 8eidentificé queel flagelo y la fimbria tipo fue
expreséS. maltophiliason elementos importantgsiepromueveria formacion de biofilmSin
embargoen el genoma de la bacteesisten genes que codifican para otipo de fimbrias que
se sabestd relacionadacon la formacién ebiofilm y queestan strechamente asociaslcon
enfermedads. Es el caso de las fimbrias tipo IV que representan factores de virulencia
esenciales en patdgenos coistherichia colenteropatdgena/ibrio cholerag Pseudomonas
aeruginosaentre otrosLas fimbrias tipo IV proraeven la capacidad de colonizar y adherirse
a superficies bibticas y abidticas, ya sea a través del contacto directo con los receptores de la
célula hospedadora o promoviendo interacciones bacterianas que conducen a la formacion de
microcolonias, ademas dwodular la formacién de biofilm y participar eliversidad de
funciones.

Los componentes principales ddikabria tipo IV son el filamentoqueesta formado por
monomeros de una proteina llamada pilypaue puede elongarse y retraerse a través de la
accion de 2 ATPasas citoplasmaticas, las cuales proporcionan la energia para la polimerizacion
o despolimerizacion de la pilineotros componentegprincipalesson las proteinas que se anclan
en la membrana internias proteinague atraviesan el espagieriplasmico y las que se anclan

en la membrana externa
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Las fimbrias tipo IV se clasifican éhtipos(IVa y IVb), dicha clasificacion se basa en las
longitudes de la pilina principal, la organizacién de los genes en el cromosoma y la longitud del
péptidosenal de la prepilina

En el grupo del laboratorialel Centro de Deteccion Biomoleculse hicieron andlisis
bioinforméticos en el genoma d& maltophiliaATCC 13637 con el fin de buscar genes
relacionados con la formacion de la fimbria tipo IV y seoatraron dos grupos de genes
relacionados con las 2 clases de fimbria tipo IV: clase A y clase B.

La participacionde tales genes asociados a la expresion de las fimbrias tipodha ser
de gran importancian la formacién de biofilm gl desarrollo de lanfermedadausadaor S.
maltophilia Esto aportaria nuevos conocimientos acerca de la contribucion de Satore
virulencia en el mecanismoedpatogenicidadcon la finalidad deplanear estrategsapara

contrarrestar el grave problemae representa este patdbgeno emergente a nivel mundial.

Pagina | 3



2. MARCO TEORICO .

2.1. Historia y caracteristicas deS. maltophilia.

Estabacteria fue descrita por primera vez ¥87por Booker & unestudiorealizado
paraidentificar bacteriaspresenteen heces de nifios con diarrea, doademas de aislar
muchos otros microorganismdmiboungrupo corcaracteristicademovilidad, capaaiad para
licuar geld@ina y coagular lechel que nombré comBacillus A(Booker, B87). En 1903 Ford
aislé microorganismos del intestino de un nifamn caracteristicas similares al descrito por
Booker yconsideé que seria mas adecuadombrarlofiBacillus bookero, ademasiescribio
otras caracteristicas de esta bacteria coswforma bacilar,no formador de gm®ras
incapacidad de utilizar glucosa, lactosa o fructosa como fuentes de ganoapacidacgara
reducir el nitrato a nitrito ypara producir indo(Ford, 1903. En 1926,Levine y Soppeland
propusieronnombrar oficialmente a esta lbae r i a Bacrterimra bodked Mas tarde, en
1943, Edward alé también a esta bacteria de liquido pleural y con base en las caracteristicas
morfologicas y bioquimicas fueasificadacomo Bacterium booker{Hugh & Ryschenkow,
1967).

El manual de Bergegle Bacteriologia Determinativke los afios 1923 y 1957 emplea el
nombr eAl da@al figen egara refarisek & esie dnicroorganisiy® que comparte
caracteristas similarexonBacterium booker{Bergey, 195y En 1960, Hugh yRyschenkow
desribieron aA. bookericomo una especiacertae sediga que no se pudo identificar dentro
de un taxdon por las propiedadssi génerisdel mismo microorganismo, pues estas
caracteristicas no se compartian del todo con el génekizalegenegHugh & Ryschenkow,
1967). En 1958,Hugh y colaboradoresislaronbacteri@ de un raspado orofaringeo de un
paciente con carcinoma oral coaraderisticas morfolégicas fisiolégicasdefinidas asi como
atributos seroldgicosimilares aPseudomors describiegon a este microorganismemo un
bacilo curveado Gramegativo, mévilcon uno omas flagelos polares, catalasaApPNasa
positivas, prodution de acido en el medde oxidacionfermentacion de Hugh Leifsqmedio
O/F), produdor deuna débil pigmentacion amariljacon la capacidad ddtilizar metionina
Con base a tales eateristicaspropusieronla clasificacion dePseudomonas maltophilia
(maltophiiader i va de | a pal abra angl osajona fAmalt a
significa 'amigo de malfg(Leifson, 1958. Mas tarde, en 1961 Hugh y Ryshenkow renombraron

aBacterium bookercomoP. maltophilia(Hugh & Ryschenkow, 1961
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Durante varios afios, la clasificacion tagorca de esta especie no quedo del todo clara,
una serie de argumentos en larlittura de esos afios apuntalsamilitudes entr®. maltophilia
con el género d&anthomonaspero no se realizé una-ctasificacion de este microorganismo
al géneroXanthomaoas (Swings, 1983) Fue hastegue, en 1981, Swings yolaboradores
realizaron estudios genotipicos y fenotipicos que consistierandlisis moleculares del gen
16Sdel ARNTr (hibridacion ADNARNr y ADN-ADN), comparacion enzimatica, composicion
de acidogyrasos, contenido de GC, entre otras caracteristicas morfologicas vy fisiotfiggcas
llevaron a reclasificar aP. maltophiliaen el género d€anthomonagSwings, 1983)

En 1993 Palleroni yolaboradoregscon base en evidencias de andlisis moleculages d
genes que codifican las subunidades ribosomales entre las diferentes esp&ussaironas
con P. maltophiliaz ademas de otras caracteristicas morfolégicas y bioquimiedda(l)
propusieron la creacion del nuevo génerdstEnotrophomonaéStenos dd griego estrecho;
trophos del griego alimentomonas del griego Unica o unidad), c@& maltophiliacomo el
anico miembro(Palleroni & Bradbury, 1993 Esta @signacionhace referencia a la poca
variedad desustratoqjue estas bacteria®n capaces de metabolizaunque actualmente se
conoce del gran potencial biotecnolégico que pestebacteria debiddaamplia variedad de
compuestosjueutiliza para su nutricion.

Actualmente, elgénerode Stenotrophomonascluye 8 especiesS. maltophilia, S.
nitritireducens S. rhizophila S. acidaminiphila S. koreensisS. humj S. terraey S
chelatiphaga Todasse encuentran ampliamente distribuidas en la naturdiessmpefiando
funciones ecoldgicas importantes dentro de los ciclos dégeitio y azufre. Ademas, varias de
estas especies poseen interés biotecnoldgico, por lo que estanasigidonentesstudiadas
(Mukherjee & Roy, 2016

S. maltophiliaes un bacildésramnegatiw, recto o ligeramente curv&igural), aerobio
obligadg no fermentador, oxidasvariable, catalasa positiwomoévil debido a los flagelos
polares que poseesquiere metionina para crecer, su temperatura optima de crecimiento es de

35°C vy utiliza la maltosa como principal fuente de caod@nooke, 2012
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Tabla 1. Principales diferencias entreS. maltophiliay Xanthomonas spp

CARACTERISTICAS S.maltophilia | Xanthomonas Spp.
N° de flagelos >1 1
Fimbrias + -
Pigmentacion amarilla - +
Sintesis de gomas xantana - +
Asparagina como fuente de Cy N + -
Reducciérde nitratos + -
Hidrolisis de quitina + -
Crecimiento a 37°C + -
Reaccion de oxidasa + -
Resistencia a tetraciclina, novobioci + -

Modificado dePalleroni & Bradbury, 1993
Generalmentees un microorganismo ambiental de localizacién ubicua capaz de

colonizar diferentes nichos ecolégicos defssmtes provenientes de ambientes clinicos como:
nebulizadores, catéteres venosos centrales, tubos de succién, ventiladores, endoscopios,
soluciones derrigacion, entre otros; hasta en ambientes no clinicos ceusdos raices de
plantas sumideros, lagos subterraneos, agua embotellada, aguas residuales, pozos y rios.
Asimismo se ha identificado colonizando diferentes organismos como conejos, peces
sapientes, cabras, bufaocodrilcs, entre otrogBrooke, 2012

En los dltimos afios, esbacteria ha emergido como causante de diversas enfermedades
en seres humandkooney et al., 2009Al respectoCrossmary colaboradoresugieren qué.
maltophiliase ha adaptado a la colonizacion en el ser humana pérdida deiertos rasgos
caracteisticos dgpatégens de planta yfa ganancia déctores potencialmente virulentpara
el ser humangCrossman et al., 20D8
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Figura 1. Tincidon de Gram y caracteristicas microscépicas d8. maltophilia. Tomado deluliet & Fernandez, 2006

En este sentido,anmalmenteS. maltophiliaes coaislad&on otros microorganismos
como bacterias o levadur@. aeruginosa Staphylococcus aurep8cinetobacter baumannii
E. coli, especies denterobacterCandida albicansentre otrosjlebido a la amplia variedad de
nichos ecoldgicos en los qee puede encontrar gn dondegenerala relaciébn con estos
microorganismosPor ejemplo, e diversos estudiose sugiergue la colonizacion persistente
por P. aeruginosa el dafioque genera B mucosa epiteliadontribuyen agqueS. maltophilia
habiteel epitelio respiratorio de pacientes ddosis quisticakQ), especialmente en pacientes
que han sido colonizados por periodos mas lgiidizsletti et al., 2011

Los factores de riesgo para la adquisicion de infeccipoesS. maltophiliaestan
asociados cosistema inmune comprometidoomo pacientes codiversos tipos de cancer,
trasplante de 6rgandsatamientos que involuaneel uso permanente de dispositivos tales como
catéter venoso central o tubos de ventilagiéjentes coaxposicion prolongada a antibiéticos
de amplio espectrppor ultimoconhosptalizacionegprolongaddLooney et al., 2009Ademas
de quetambién se ha reportado geste patdgeno es capaz de causar enfermedades a individuos

con sistema inmune competefBzooke, 2012

2.2. Epidemiologia

Existen pocos reportémstaantes de 1970 respecto de la relacion éhtraaltophiliay
lasenfermedades en humanbsea partirde 1980 cuandesta bacteriaereporté cada vez con
mas frecuencia en diversos paisesio unpatégeno nosocomial emergergspecialmente en

pacientes con neutropenia posquimioterapia y con catéteres venosos centrales permanentes
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(Chang et i, 2015) A inicios de 1990, programas de vigilancia de todo el mundo reportaron
las caracteristicas patogénicas de esta bacteria, asi como la resistencia a multiples farmacos en
aislados provenientes de ambientes hospitalarios, especialmente de hagspedero
inmunocomprometidoglean et al., 2035

Durante los afios 1994 2003 los datos registradas nivel mundialindicaron qued
prevalencia denfermedadesausadas pd®. maltophiliaen la poblacion generéde de0.8 a
1.4% mientras quelurante 200:22012incremento de 1.3 R68%(Chang et al., 2015

En el periodo de 1997 a 2012, la prevalencia de las infecciones del tracto respiratorio
(ITR) asociadas con este patdégeno registraron un incrementalé.8% entre diversos paises
y continentes, respecto de las otras enfermedades causadasnadtophilia (Farrell et al.,
2014; Zhanel et al., 2011purante 2009 £#012, Estados Unidos de América regido
prevalencia mas alta (4.4%) de enfermedaesggiratorias causadas por esta bacteria. Ademas,
S. maltophilisfue el sexto patdgeno mas comun causante de enfermedades respiratorias en este
paisduranteeste period@Farrell et al., 2014)

En el 2004, S. maltophiliafue ubicadoentre los 15 principak patdgenos aislados de
pacientes pediatrican hospitales de Norteamérica y América latidal Toro et al., 2006 En
2006, del Toro ycolaboradoreseportaron los resultados de un estudio retrospectivo sobre
infecciones causadas germaltophilisenel Hospital Universitario Virgen Macarena$evilla
Espafiaentre 199812001, en donde seportdqueesta bacteri@ausa un amplio espectro de
enfermedades en pacientes inmunodeprimidos. Adelmasfeccion con este patdégeno se
relacion6 con una elevadeortalidad(Del Toro et al., 2006).

Otro estudio retrosgctivoqueabarcé deR008a 2013 en un centro de trautakbgiade
nivel |1 enla India, identific6 queS. maltophiliaes aislada principalmente de pacientes
masculinos dichos pacientesnejoraron slm con la remocion decatéter o instrumento
permanenten usgel resto mejor@or elcambio de terapipsolo algunosuvieronundesenlace
fatal. En este mismo estudio se observounshospitalizaciorprolongadg14 dias o mas), es
un factor de riesgpara la adquisicion de egtatogenqRajkumari et al., 2015).

Otrotrabajorealizado en el periodo del 2011 a 2016 en diferentes hospitales de Bulgaria,
estudiaron aislados & maltophiligorovenientes de muestras de pacientes de entdd anos
de edad provenientes de unidades de cuidado intenki@),(los resultados resaltaron la

importancia de la sensibilidad de todos los aislados a los antibidtizostropin y
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sulfametoxazo(TMP/SMX), mientras que los andlisis filogenéticos indicaron undbigos
propagacion interhospitalaria depas, pues éstas se encontraban genéticamente relacionadas
aun cuando provenian de diferentes hospi{@#tateva et., al 2019).

Por otra parte,reel 2012 esta bacteridue identificach como uno de los 4 principales
patdégenossociados con infecciones inttadominales en la region de Astacificoy dentro
de los 10 principales patégenos causantes de neumonia en Brasil, Argentina, Chile y México
(Liu et al., 2012

En nuestro pais son pocos los reportes acerca de la epidemiologia de este ogganismo
el entorro hospitalario, sin embargo, existma gran cantidad de datos que indican las
caracteristas de multirresistencia de cepas y su diversidad genética. Del 2000 a 2016, se realizd
un estudio en el Instituto Nacional de Cancerologia de la ciudad de México sobre infecciones
sanguineas y neumonias causadasSpanaltophiliaen pacientes con cancéos resultados
indicaron que 1.2% de infecciones sanguineas y 2.7% de neumonias son causadas por este
patdgeno en este grupo de pacienfelemasel 5% de las cepas aisladas fueron resistentes al
tratamiento de eleccid@nimetropiny sulfametoxazo{VelazquezAcosta et al., 2018).

En otro estudio realizado en 2 hospitales de nuestro(ldaisterrey y Guadalajaya
durantelos afios de 2006 2013, se caracterizaron 119 cepas 8e maltophiliaque fueron
aisladas de tracto respiratorio (61.3%)estras deangre (16%) y heridas (11.8%) de pacientes
provenientede las unidades de cuidado intensiv&l 75% de los aislados presentaron alta
resistencia a los antibiéticos utilizados y una gran diversidad genética, lo que indicé que las
infecciones pr este patdgeno fueron adquiridas de manera independiente y no como
consecuencia de la estancia de pacientes en el ambiente hosp{EtageTrevino et al.,

2014).

Los datosacumulados alrededor del mungalican que S. maltophiliaes un patégeno
oportunista y multirresistente d&armacos que representa una emergencia de salud
principalmente en personas inmunocomprometidas, asi como en la poblacion @ineral.
embargo espoc la informacion sobréos mecanismoy los factores de virulencique esta

bacteriseemplegpara causadarno y generar enfermedad en seres humanos

2.3. Factores de virulencia deS. maltophilia.
S. maltophilia es generalmente considerado un patégeno de baja virulencia debido a que

posee pocos atributos asociadda patogenicidad, lo que se refleja en la capacidad de causar
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enfermedades principalmente a personas con sistema inmune comprometido. Tales
caractesticas lo incluyen en la clasificacion de patogeno oportugAstagoke et al., 2017).

Los factores de virulencia samoléculas expresadas pos microorganismos patégenos
gue causan dafio al hospedeoogtribuyen a la generacion de enfermedad. Sedenasi como
factores de virulencia a toxinas, adhesinas fimbriales y afimbriales, enzimas hidroliticas, flagelo,
sistemas de secrecion, é@asadevall & Pirofski, 2009

Al respecto, diversos estudios han reportado §uenaltophiliaposee factores de
virulencia que secreta al &mnte extracelular y factores que permanecen asociados a su

estructura, los cuales se expli@oontinuacion.

2.3.1. Factores de virulencia extracelulares
2.3.1.1. Enzimas extracelulares
Las enzimas extracelulares camipasas, proteasas, elastasAfiNasa, ARNasa,
fibrolisina, proteinasa K mucinasascontribuyen a la digestién de proteinas del tejido y del
suero generandona fuenterica de aminoacidos y aziares simples para supervivencia y
crecimientodel patégenopero generandel colapso de la estructuramune del hospedero,
lesiones y hemorragi{@rossman et al., 2008licoletti et al., 201
2.3.1.1.1. Proteasas
La principal funcién de las proteasas es asegurar aminoacidos libres necesarios para el
crecimiento y desarrollo de lasicteria, pero existe evidencia de que actiamo factores de
virulencia al causar dafi@n el lospedero En S. maltophiliala producidn de enzimas
proteoliticas proporciona ventajas la supervivencia, el crecimiento y la propagacion en
condiciones ambientales desfavorablEstas enzimas estan peates tanto en aislados
ambientalescomo en clinicos, por lo que se asume que los genes que codifican para estas
proteinas han sido adquiridos de ambientesospitalarios La proteasa principal en este
patdgenasllamada seringroteasd deS. maltophlia (StmPr), la cualcontribuyecon eldafio
tisular local y microhemorragias en el epitelio respiratorio de los pacientes
inmunocomprometidgssu efectoinduce el redondeamiento celular y desprendimiento de
células afectando lasonexionexon lamatriz etracelular(Windhorst et al., 2002 Ademas,
esta proteasimduce la secrecion de 48 via activacion él receptor 2 en células epiteliales de

pulmén humangDuMont & Cianciotto, 201).
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S. maltophiliaexpresa otrgproteasa extracdar menorllamada StmPr2 que esta
presente emidados clinicos dpacientes con FQNicoletti et al., 201} Esta proteasa junto
con laStmPrlessecretadgor el sistema de secreciopdill de la bacteria. Reportes recientes
indican que ambas proteasas contribuyen aegradacionde las proteinas de la matriz
extracelulayDuMont & Cianciotto, 201y, Otras 2 proteasas de este tipo han sido identificadas
en estepatégenoaunque la mas importante en la generacion de dafio en el érospeda
StmPr1(Trifonova & Strateva, 2018

Otras proteasas incluyen la gelatinasa que repres@atecaracteristica bioquimica
importante de la especimas del 85% de las cepas son productdeassta enzimd=n otros
patbgenosgesta enzima contribuye en la formacion de biofilm, degradaciéon del tejido del
hospedero e inactivacion del complemento. Sin embarg®. analtophiliaexisten pocos
reportes de lparticipacion de esta enzima en el desarrollo de la enfernBdzake, 2012

La fibrinolising también llamada estreptoquinasa,asa enzima producida pasta
bacteriaque degradal €oagulo de fibrina alrededor de las lesiones y facilita la diseminacion de
la bacteria en el organisnfbooneyet al., 2009 Trifonova & Strateva, 2018

2.3.1.1.2. Esterasasy Lipasas

Las esterasas son un grupo de enzimas hidrolifiesatalizan la hidrélisie alcoholes
0 &cidosy contribuyean con la destruccion de las membranas celuldeeiulas hospederpsr
lo queson consideradasnportantes factores derulencia.Se ha identificado la expresion de
esta enzima en una alta proporcién de aislados clinicos obtenido de pacientegNmolEQ
etal., 201}

Las lipasas son enzimas que mejoran la sobrevaeieila bacteria en ambientes
restringidos de carbohidratos en donde los lipidos son la Unica fuente de carbono, ademas
también contribuyen en la adhesién a tejidos del hospeDésventes estudiosn aislados
clinicos deS. maltophiliahan demostrado que todos producen lipasa en altas cantidades, lo que
sugiere el importante papel de estas enzimas en la patogdinesigas et al., 2014).

Las fosfolipasas hidrolizan los fosfolipidos y contribuyen a la virulggaidacapacidad
para astruir las membranas celular&n el genomaS. maltophiliase han identificad@enes
gue codifican parda fosfolipasa C no hemolitica (lecitinasa) y las fosfolipasas de clase D

(Trifonova & Strateva, 20)8La activicdad de estas enzimas ha sido reportada para aislados
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clinicos lo que indica su importancia en el mecanismo de patogenicidad de esta bacteria
(Trifonova & Strateva, 2018

2.3.1.1.3. Nucleasas, Hialuronidasa y Heparinasa

La producion de nucleasas extracelulares (ADNasa y ARNasa) ha sido evidenciado en
todos los aislados clinicos & maltophilia Aunque no se ha demostrado el papel de estas
enzimas como factor de virulencia, se conoce que la ADNasa contribuye a la evasion de la
respuesta inmune mediante la degradacion de las trampas extracelulares de neutroéfilos (NETS,
siglas en inglés)Los NETs son redes de fibras extracelularempuestas principalmente de
ADN de neutréfilos que unea las bacteria en los espacios extracelulgresvitando la
diseminacién de patégenos. Ademas, estas estructuras contienen altas concentraciones de
moléculas antimicrobianas que contrarrestan los factores de virulencia bact@i@mnen &

Davis, 1982.

Las haluronidasasson enzimas que degradan el acido hialurénico, aunque algunas
también actian sobre condroitin sulfato. Su papel como factor de virulencia esta relacionado
con la invasion y diseminacién en tejidos del hospedero. En el genoSanttophiliase
encuentrangnes que codifican para estaizimasperotodaviano ha sido demostrado el papel
en el desarrollo de la enfermed&aeil, 19995.

Heparinasa es una enzima que tiene la funcion de deghagbarin subto un
componentede la matriz extracelular, contribuyendo a la invasiéon y diseminacion en el
hospederoEn S. maltophiliase ha identificado la produccion de esta enzénaaislados
clinicos, asi como en cepas provenientes de dispositivos mé(iidasnas et al., 2014
Trifonova & Strateva, 2018

2.3.1.1.4. Hemolisinas, Citotoxinas y Skdoforos

La produccion de hemolisinas es de gran relevancia para la virulencia de patdgenos. La
actividad de esta proteina ha sido identificada en todos los aislados clingosdkophilia
Aunque estudios especificos no han sido dirigidos para epfux genes relacionados con la
produccion de estas enzim@sifonova & Strateva, 2018

Las citotoxinas también han sido identificadas en este patogeno, efectos como
redondeamiento, pérdida de union@sercelulares, alteraciones de membrana y muerte celular
de la célula hospedera ocurren como consecuencia de la accidn de proteinas secretadas al medio

extracelular provenientes de esta bacteria. Tales efectos han sido observados sobre células HelLa
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y Vero, las citotoxinas responsables de tales efectos parecen ser labiles a temperatuaa debido
que un incremento de la temperatura a 56°C evita los efectos tdxicos sobre estas células
(Figueiredo et al., 2006

S. maltophiliatambién cuenta con sideroforos, componentes que poseen alta afinidad
por compuestos férricos y que permiten al patégeno sobrevjuicbadiciones limitadas de
hierro en el hospederdos sderoforos contribuyen también a la induatidel dafio en el
hospedero estimulando la expresion de citocinasnfi@matorias. Estudios sobre el tipo de
sideroforo que expresa esta bacteria indiranes una molécula tipo catecol con una estructura
distinta a las previamente descritas, por lo que posiblemente utilice un nuevo mecanismo para

la utilizacion de hierrgGarciaet al.,2012).

2.3.2. Factores de virulencia asociados a células
2.3.2.1. Lipopolisacarido (LPS)

Es un componente clave de la membrana externa caracteristalieterias Gram
negativasel LPSesconsiderado i factor de virulenciamplicadono solo en la colonizacion
sino tambiéren la resistencia a la eliminacion celular mediada por el complenyepto la
accion de algunos antibiéticfgidigal et al., 2013 Loscambios estructurales del LPS han sido
correlacionados con la resistencia a una gran variedad de agentes antimicrobianos ya que
representa una de las primeras lineas de ataque de la bacteria durante la iMetG@dret
al., 2003).

En S. maltophilia una enzima con actividades fosfoglucomutasa y fosfomanomutasa
esta asociada con la produccién del LPS y con la resistencia a diversos agentes antimicrobianos.
De manera interesante, la mutacién del gen que la coddp@V[ genera una cepa d&
maltophiliano patdgena incapaz de causar dafio en un modelo animal y susceptible a diversos
antibioticos (McKay et al, 2003 Vidigal et al., 2014 Tales datos indican la importancia del
lipopolisacéarido en la resistencia antimicrobiana y en la virulenci& dwaltophilia tal como

se ha demostdo en otros patdégenos.

2.3.2.2. Flagela

Es una estructura que tiene la funcién principal de brindar movilidatbactaria,asi
como la caracteristica de quimiotaxis. Las bacterias pueden tener mas de 1 flagelo y pueden ser

polares (1 o mas flagelos en los ®lo peritricos (diversos flagelos en toda la superficie de la

Pagina | 13



bacterid. Ademas de la movilidad, esta estructura cumple con otras funciones que difieren entre
bacterias y durante el ciclo de vida bacteriana, por ejemplo; formacién de biofilm, exporte de
proteinas, virulencia y adhesi¢haiko & WesterluneWikstrom, 2013. Su papel como una
adhesina estd asociada con la autoagregacion y colonizadiée superficies bidticas y
abidticas debido a que contrarresta las fuerzas de repulsion entre la bacteria y las superficies a
colonizar.

De manera general, el flagelo esta formado por cerca de 30 proteinas estructurales, el
organelo flagelar puede mediasrde 60 nm de ancho y tfnh de largo. Su estructura esta
formada por 3 partes: el cuerpo basal (contiene el motor reversible que ancla la estructura a la
membrana), el gancho (se extiende de la parte superior del cuerpo basal y conecta con el
filamento) yel filamento (es una estructura que tiene la capacidad de rotar y funcionar como
una hélice que impulsa a la bacteria para darle movilitldaiko & WesterluneWikstrom,

2013.

S. maltophila puede contener desde un solo flagelo polar hasta varias estructuras
flagelaregFigura2)quemweden | |l egan a medir aproxi madame.
largo y son indistingbles de otros flagelos como los producidos fpocoli o SalmonellaLa
proteina estructural FliC es una flagelina de 38 §Damuestrauna identidad de cerca del 71
a 78% en sus primeros 14 residuos de aminoacidos con las flagelitascdi Proteus
mirabilis, Shigella sonney Serratia marcescensnientras que una menor identidad de 57.2%
conP. aeruginosgDe OliveiraGarcia et al., 2003

Su funcién en este patdégeno ha sido bien documentagpresenta un factor de
virulencia importantepara el establecimiento de infecciones oportunistaspa&rientes
hospitalizados e inmunodeprimid&e ha demostrado que promueve la interaccion inicial con
superficies bidticas y abidticas durante las etapas tempranas del desarrollo del biofilm, mientras
gue cepas mutantes de flagelo no son capaces de fiiohas estructurg®e OliveiraGarcia
et al., 2003
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Figura 2. Flagelos deS. maltophilia Micrografias electrénicas que muestran la expresion de flagelos aislado @hico
(SMDP92. Las cepapueden tener uno (A) a varios flagelos (B,p&jo todos ellos muestran udigposicion polarimagen
tomada déliveira-Garcia et al 2003.

2.3.2.3. Fimbrias

La adherencia células epiteliales edavepara el inicio de la colonizacién con o sin
invasion posterior de los tejidosl teiésped en muchas bacteriassproteinas que le confieren
a los microorganismos la capacidad de adherirse a diversas superficies son llamadas adhesinas,
éstas pueden ser fimbriales o afimbrigléespenthakt al.,2017).

Lasadhesinaimbriales, cominmente llamadas fimbrias o gitin estructuras fibrilares
gue se encuentran ém superficie de bacterias Gramgativas, Grarpositivas y de arqueas,
sus funciones principas son la adherencia, miad, la transferencia horizontal de genes
entre otras(Hospenthal et al., 201 Trifonova & Strateva, 2018

S. maltophiligproducda fimbria llamada SMA (Fimbria tipe1 deS. maltophilia), un
pilus ensamblado por la via de la chaperapiadadorague media la adherencia, participa en
etapas tempranas de la formacion del biofilm y puede aglutinar eritr(@adSliveiraGarcia
et al., 200} Lasfimbrias SMF1 sonestructuras semiflexibles p&itas de 57 nm(Figura3),
como muchos tipos de fimbrias su expresion se ve influenciaddapocondiciones de
crecimiento;por ejempla se producen a 37T pero noa 18°C (Crossman et al., 20D&stas
fimbriasson expresadas exclusivamente por cep& dealtophiliade origen Bnico y no por
cepas ambientalel® que indicagquesonfactores de virulencideterminantes en el proceso de
las enfermedades generadas por este pat¢@Beooke, 2012De OliveiraGarcia et al., 2003
Ademas de su funcion en la adherencia y el desarrollo del bioéillhrg demostrado que SMF

1 actia como antigeno que estimidainduccién de citocinas piiaflamatoriascomo la
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interleucina 1 beta (L b ) , el factor de -depcrbaibBnt@®mbeanti
y la 6xido nitrico sintasa inducible (iINO&gair & Al-Adressi, 2013

Figura 3. Micrografia electrénica dela fimbria SMF -1 deS. maltophilia Aislado clinico SMDP92 cultivado a 37°C en
agar sangre y tincién negativa con 1% de acido fasfstico.Se indican con flechas finas fimbri@M~1. Imagen tomada
deOliveira-Garcia et al., 2003.

2.3.2.4. Sistema de secrecion tipo IV (SST4)

Los sistemas de secrecion tipo IV son una superfamilia altamente diversa de sistemas de
secrecion encontradas en muchas especies de bacteriané&yatimas y Granpositivas. Estos
sistemas median un amplio rango de eventos de transferen&si2Nldurantela conjugacion
bacterianaasi comola transferenciale proteinas efectoras dentro de células eucariotas y
competidores bacterianos. Basado en la variedad de funciones, los SST4 se clasifican en: 1)
sistemas de conjugacion, 2) sistemas translocadoresaleret y 3) sistemas intercambiadores
de proteina®¥DN independientes de contagi®ayerSantos et al., 20)9

La conjugacion esino de los mecanismogrincipaks por el que se lleva a cabia
transferencia horizontal de gendi&ho eventces crucial paraal propagacion de los genes de
resistencia a los antibiéticos emntlas poblaciones bacterianas principalmente en el ambiente
hospitalario(Hong et al., 201;7Hospenthal et al., 20L7A pesar de que existe diversidad de
sustratos y funciones que realizaS8T4,estos se encuentran evolutivamente relacionados,
comparten componentes comunes y operan de manera similar. Poetal,geonsta de 12
componentes, que son nombrados de \W#B11 y VirD4. La mayoria de las veces se

encuentra multiples copias de estas fgimas asociadas a la membrana, interactuando consigo
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mismas y entre si. Las proteinas VirB6 hasta VirB10 se atrameen el periplasma, en las
membranas interna y externa; las cuales forman el canal de sequatidcon otraproteinas
accesorias. VirB4, VirB11 y VirD4 se localizan en la membrana interna y sirven como las
ATPasas que alimentan el siste(aeen & Mecsas, 20)6La translocacion o secrecion de
ADN, proteinas o complejoBDN/proteinas se produce diante una serieedpasos que
requiere componentes de la nm@ana interna y externa que determinan la formacion de
filamentos también llamadd¥seudopild formado por lafip s e o d o (Berly i& fPalicic,

2015 Giltner, et al.,2012.

De manera reciente, se demostrd dilemaltophiliaexpresa un SST4 que promueve la
muerte de especies competidoras que habitan su mismo nicho, tal propiedad antibacteriana
provee una ventaja competitiva a este patégeno en comunidades polimicrobidnbsyado
al incremento en la resistencia y sobrevivencia en los diferentes nichos que d@agpea
Santos et al., 20)9

Este sistema de secrecion probablemente también esté relacionado con el fenotipo de
multirresistencia que caracteriza a esta bacteria asi enha capacidad que tiene este patdégeno
de captaADN libre del ambientéBayerSantos et al., 20)9

2.4. Resistencia a antibidticos

S. maltophiliaes una bacteria que poseealto nivel de resistencia a multiglelases de
antibiéticosestructuralmente no relacionados cotmdactamicosmacrolidos, cefalosporinas,
fluoroquinolonas, aminoglucoésidos, carbapenems, cloramferigtraciclinas y polimixinas.
Esta resistencia es provista por multiples mecanismos que son resumiddabtam2aentre
estos se encuentrabaja permeabilidad de la membramderna la presencia de borab de
eflujo, betalactamasasenzimas modificadoras de antibioticdsansposones, integrones y la
capacidad de formar biofilm{8rooke, 2012Crossman et al., 2008

La secuenciacion del genoma$lanaltophilia (cepa K279a) demostro la presencia de
numerosos genes relacionados con la resistencia a multiples antibioticos, lo cual ha sido
demostrado en una gran cantidad de trabejgmrimentales que demuestran la capacidad

multirresistente de este patégdBoooke, 2012Crossman et al., 2008
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Tabla 2. Mecanismos moleculares de la resistencia a antibioticos 8emaltophilia.

Mecanismos Determinante asociado Resistencia antibiotica relacionada
b-lactamasas Dependiente dampR b-lactamasas
Integon de clase 1 Y sull, sul2, dfrA TMP/SMX

elementos de inserci§
de regibn  comur

(ISCR)

Bombas de eflujo Familia RND:SmeABC, SmeDEF, | Quinolonas, fluoroquinolonas, acig
SmeOP, SmeVWX, and SmeYZ furésico, acido nalitkico y eritromicina
Familia ABC: SmrA, MacABCsm
Familia MFS: EmrCABsm

Plasmido Qnr Smaqnr Quinolonas y tetraciclina

Enzimas modificadoral] AAC (6)-I z, AR H c(, 3 M)A| Aminoglucésidos

de antibiéticos lak

Lipopolisacéarido SpgM (Fosfoglucomutasa) Aminoglucésidos, polimixina B, tetracicling

acido clavulanico y penicilina

Modificadode Chang et al., 2015.

Se ha sugerido que la multirresistencia en esta bacteria se debe a un mecanismo
intrinseco que no es consecuencia de la adquisicién de genes de resistencia que adquieren las
cepas en el ambiente clinico, debido a que diversos aislados ambientales taxsdeéEnesta
caracteristica, por lo que se piensa que estos mecanismos son adquiridos en ambientes naturales
no humanog¢Brooke, 2012Crossman et al., 20D8

Debido a la alta resistencia a antibidticos el adecuado tratamiento para infecciones por
S. maltophiliaes un reto. EI uso d&MP/SMX solo o acompafiado con otros agentes
antimicrobianos como el acido clavulanico (un intidsi betalactamico) es considerado como
la primera linea de tratamiento para infecciones causadas por esta bacteria. Aunque algunocs
estudios han informado una mayor resistencia a TMP/SMX, la mayoria de los estudios en todo
el mundo muestran qu& maltopHia sigue siendo muy susceptible a este tratami@iang
et al., 2015 Looney et al., 2009Zgair & Al-Adressi, 2013 Otros farmacos a los cuales
histéricamenteS. maltophiliallega a ser sensible, ademas de TMP/SMX son: ceftazidima,
ticarcilinaclavulanato y fluoroquinolonas; sin embargo, \@mios estudios se muestra una
tendencia alarmante a la resistencia de estos antibioticos. En México se propone el uso de
levofloxacina como una opcidn terapéutica contra infecciones. aealtophiliaen el medio

local (FloresTrevino et al., 2014
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2.5. Identificacion en el laboratorio.

La identificacion deS. maltophilia presenta un desafio para los laboratorios,
considerando que la mayoria des pruebasbioquimicas normalmenteusada para el
diagndstico bacterioldgico resultargn frecuencia, poco Utiles para estusroorganismoya
que presenta similitudes bioquimicas con otpasilos Gram negativos no fermentadores
(BNNF) comoPseudomonas, AcinetobacteBurkholderia(Koneman &Allen, 2008)

En las ultimasiécadase han descrito varios procedimientos para identiéste tipo
de microorganismos mediante métodos convencionales, con nuevas pruebas bioquimicas, por
ensayos de bacteriologia analitica, mediante procesos queciavoll genoma bacteriano o
con el empleo de sistemas diagnosticos comerciales com&ERNM, API 20E, API 20 NE,
NF-System, MINITEX, Micro ID y R/B Enteria, entre otr@soneman & Allen, 2008)

Entre los métodos convencionales revisados, se destaceEntalgh y Gilardi y el
aportado por Silva, quienes seleccionaron un grupo de pruebas bioquimicas claves que permiten
la identificacion y clasificacion dBNNF comoS. maltophilia(Torrico Helguero)

El aislamiento primario depende del tipo de muegtrgLe S. maltophilisse puedaisla
de sececiones respiratorias, orina, heridas de la paigreperonormalmentes. maltophilia
se desarrolla bien en agar nutritivo, agar sangre y agar Mac Conkey (con algunas excgpciones)
se incuba durant®8-24 horasa 35°C (Torrico Helguero)

Despuéslel crecimiento etos medios primariosehacetincionde Gram de las colonias
aisladasal mismo tiempo que gealizalasprueba de catalasa y oxidaggkoneman & Allen,

2008) A partir de una sola colonise realizala siembra en medios diferenciales (TSI, BHI
caldo, UREA, CITRATO) se ncubadurante 184 horas a 38C; si no se observa viraje del
indicador en el TB(K/K), estariamos frente a un microorganismo no fermentador pardb
se realiza la pruebde azucares O/F de Hugs y Leifd@"F glucosa, lactosa, maltosa, xilosa,
manitol, sacaroga Se interpretan las pruebag se utiliza un diagrama de trabajpara
identificacion deeste tipo de bacterigBgura 4)(Torrico HelgueroKoneman & Allen, 2008)

Recordemos qu8. maltophiliaes un bacd Gram negativo, no formador de esporas, no
encapsulado, oxidasa negativa, lisina decarboxilasa posittwal por flagelacién polar, Indol
negativo, no reduce nitratos, DNAsa positivo, oxida glucosa y mgBosake, 2012).

Las colonias en agar sangre son de colorgas$dceo o color lavanda (por preccion

de pigmentos solubles) ademas aler amoniacal.En agar MacConkey las colonig®sn
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transparentes lactosa negativa. Es genéticamente resistente a amtithaticos, desarrolla
mutaciones rapidamente contra varios antibiét{@eoke, 2012Koneman & Allen, 2008)

Por lo que sus caracteristicas bioguimicas se describen a continuacion:

Tabla 3. Caracteristicas bioquimicasStenotrophomonas maltophilia

Pruebas Bioquimica{ Stenotrophomonal
maltophilia

Oxidasa -
O/F glucosa A (retardada)
O/F maltosa A

O/F lactosa
O/F xilosa
O/F manitol
Movilidad
N° flagelos YH LJ2f
Gelatinasa +
DNAsa +
Fluorescencia -
Lactasa -
Ureasa -

Indol -
Produccion de SH2 -
Orinitina
decarboxilasa
Lisina decarboxilasa +
Arginina
decarboxilasa
(A) Produce un mediéacido, (K)produce un medialcalino.(-) Negativo, (+) positivp(V) variable

+ | XI<|X

Existen otros tipos de medios como el medio selectivo de-gesyativos (GNSAjjue
sirvepara el aislamiento rapido de cepas greegativas com&. maltophilia Pero este tipo de
identificacidn es un proceso que requiere tiempo y puede dar resultadsspfad#o/os los
cuales conducen a la identificacion incorrecta de las ¢bpmase et al., 2003Por ello la mejor
opcion en medios de cultivo para el aislamient8 daaltophiliason los medio¥IA (agar base
manitol) y SM2i (agar base Meller Hinton) con antibiéticos(Vancomicina, Imipenem,
anfotericina B) los cuales son efectivos para el aislamiento y recuperad#iesta bacteria
(Brooke, 2012Adegoke et al., 2037
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A/A

[ Enterobacterias H Ferrnentador]

Oxidasa (-)

I I Pseudomonas spp.
[ Motilidad (-) ’ [ MOI:I_ldad Burkordelia spp.
) Alcaligenes spp.
Acromobacter spp.
Acinetobacter
. Stenotrophomonas

Figura 4. Diagrama de trabajo parala identificacién de bacilos negativosLIA (Lisina Hierro Agar), TSI (Triple Azucar
Hierro Agar), MIO (Motilidad Indol Ornitina), KIAKligler Hierro Agar),(-) negativo, (+) positivo, (A) &cido, (K) alcalino
Obtenido déTorrico Helguero

Con la descripcion completa del genoma Slemaltophilia K279a realizada por
Crossman en 2008 se pudo establecer protocolos de diagnéstico rapidos y precisos basados en
PCR. Lo cual se utilizo afios después como un novedoso ensagtedeidérde acido nucleico
de PCR en tiempo redlh que dacomo reultado un menor tiempo (<5 pparadetectary
cuantificara S. maltophilia(Mukherjee & Roy, 2016

Otro método para la deteccion rapida (< 60 min) es la amplificacion isotérmica mediada
por LOOP (LAMP) de acidos nucleicos, la cual detéxtmétaleb-lactamasa (L1) en aislados
clinicos con una sensibilidad mayor a la daB@R convenciongKinoshita,et al, 2015.

Ademas,se hainformadosobre el desarrollo de umaueva sonda peptidica de acido
nucleico (PNA)para la identificacion d&. maltophiliapor hibridacionfluorescenten situ
(FISH). PNA FISH es un método de identificacion molecular muy rapido (menos de 90 minutos)
y confiable(Hansen et al., 201Mukherjee & Roy, 2016
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3. MARCO DE REFERENCIA .

3.1. Fimbrias tipo IV (T4P).

Anderson y Houwink en 194feron los primerosientificosen notar la presencia de
apéndicegxtracelulares de origemflagelar erbacteriasEn los primeros informes sobestos
apéndices bacteriana® produjouna nomenclatura confusa y vaaadue incluia "cerdas",
“cilios", "filamentos", "fibrillas", ‘fimbrias’, "pili" 0 "agujas". Sin embargo, a lo largo de los
af os, |l os t®r minos "pili"’ (lat 2 n; pel ose estr
han utilizado con mayor freeaciay hoy en dia se utilizan indistintamente para referirse a lo
mismq@ mientras que los términos "filamentos" y "agujas" ahora designan apéndices asociados
conlos sistemasle secrecion deroteinas(Fronzeset al, 2009.

Las fimbrias son estructuras poliméricas protemasentes en una amplianga de
bacterias GrammegativasGrantpositivas yen arqueasdiesempefian @ersas funcionesntre
las que se encuentrdam adherencidacteriana, la molidad y la transferencia horizontal de
genes entre otros. Ademaspn factores de virulencia crucialeara diversas enfermedades,
tales como: infecciones urinarias, genitalegagtrointestinales. Por tal razén, representan
blancos importantes para el desarrollo de vac(ifrasizes et al., 2008Hospenthal et al., 2017
Maier & Wong, 2015

Las estructuras y funciem delas fimbrias son diversag reflejan adaptaciones
bacterianas aondiciones ambientales Unicas. Son principalmente descritas como organelos de
adhesionpero desempefian también otras funciones importantes, tales como: unién con fagos,
transferencia dADN, formacién de biofilm, agregacioén celular, invasion de la célula hospedera
y Atwitching motilityo (movil i dadEn pasteriasdes | i :
Gramnegativas, las fimbrias se clasifican en 4 tipos de acuerdo a su biogénesis y estructura
fimbrial (Figura5): 1) Fimbrias ensambladas por la via de la chaperona ayudadora (CU), 2)
Fimbrias tipo V, 3) Fimbrias ensamblagas la via de |@recipitaciépnucleacién (Curli) y 4)
Fimbrias tipo IV(Hospenthal et al., 2017

Las fimbrias ensambladas por la via de la chaperona ayudadora son las mas
caracterizadas de este grupo y los prototipos sdnda | que se encuentran en toda la familia
Enterobacteriaceaey las fimbrias P de E. coli uropatogénica (UPEC)Son estructuras
heteropoliméricas formada®r un nimero pequefio de subunidades de pestéiiferentes en

varias estequiometria@roft & Baker, 2009 Estas fimbrias estan organizadas en 2- sub
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estructuras, un extremo que consiste en una fibrilla delgada y corta que esta montada sobre una
varilla helicoidal de 22 um de longitudSon importantes factores de virulencia que facilitan las
interacciones huéspgahtdgenoy son cruciales para el establecimientpersistencia de la
infeccidn, ademas de ser claveottos procesos como la formacionkdefiim. EnUPECse ha
reportado queitiliza losdos tipos ddimbria chaperonayudador(tipo 1 ytipo P) durante el
desarrollo de infecciones de vias urinarias en seres hunfidospenthal et gl.2017%. El
ensamblaje de estas fimbrias inicia con el transporte de las subur{jpiidas)a través de la
membrana interna por el sistema de secrecion general (SEC), una vez en el periplasma las pilinas
son plegadas y estabilizadas por chaperonagl@emicas formando un complejo subunidad
chaperona. La chaperona en complejo conduce la subunidachanmmaquina insertada en la
membr ana externa conocida como | asupuoidadsea fAay
rompe y la pilina polimeriza ennupilus que es secretado a través del poro del complejo

i ay ud &idgunab) Hogpenthal et al., 20).7

Lasfimbriascurli fueron inicialmente descritas en 1989 cdihoasproteicas enrolladas
encontradas en Enterobacterias cdmeoli y Salmonella spgBarnhart & Chapman, 2006
Consisten de unidades repetidas de la pilina principal CsgA (curlina), esta proteina posee
propiedades estructurales y bioquimicas con las fibras amiloides encoetiagtdermedades
neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer, asi como las causadas por priones (Proft &
Baker, 2009).

Curli son los principales componentes proteicos de una matriz extracelular que producen
muchas enterobacterias. Son fibras de 4 a de@ncho formadas por la pilina CsgA que se
caracteriza por poseer una gran cantidad de hpesgadas responsables de mantener la
estabilidad de las fibrgslospenthal et al., 20).7
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Fimbrias ensambladas pc

la via de la Chaperonaiiidomin
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Type 1 pilus
Lectin domain FimH
(adhesin)

Tip fibrillum
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Pilin domain

PapF
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(adhesin)

Tip fibritlum
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Elongation I lRelraction M
Tip pilin
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subunit 7
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Figura 5. Arquitectura, biogénesis y estructura de fimbrias con sus maquinarias de ensamblaje en bacterias Graggativas.Las fimbrias presentes en bacterias Gram
negativas se clasifican de acuerdo en su mecanismo de ensamhljjEierrias ensambladas por la via de la Chapeayndadoa, 2) Fimbrias tipo 1V,3) Fimbrias tipo V y4)
Fimbrias ensambladg®r la via de la Precipitaciémucleacion (@rli). Ver texto para mas detallmagenmodificadade Hospenthal et al., 2017
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El papel ddas fimbriascurli en la patogénesis no sedeterminadppero varias lineas
deinvestigaciorsugieren que son importantes durante el proceso infeaésdo a que dn
sido implicadasen la unién e invasioa las céluladel huésped, y la activacion del sistema
inmunologico(Olsen et al., 1993).

Se propone que la biogénesis @arli siga una \d extracelular de precipitacion
nucleacion quenicia con el transporte de las subunidades desplegadas de la pilina principal,
CsgA,al periplasma través de la via SEEn el periplasma, las subunidades CsgA tienen tres
destinos posibleqd) pueden progresar al carfiatmado poiICsgGhaciala superficie bacteriana,

2) sufrir degradacion proteolitica3) permanecer en el periplasma, donde la polimerizacion de
CsgA conduciria a la formacion de fibras toxjoaecanismo que es prevenidedante la

unién de CsgC a CsgR&sgE asiste también a CsgA durante su transito en el periplasma y forma
complejo con el canal formado por CsgG, una vez que CsgA se encuentra en la superficie, CsgB
controla su nucleacion y polimerizacion en fibras Curlitegisambién por CsgH-{gurab)
(Barnhart & Chapman, 2006lospenthal et al., 2017

Las fimbrias tipo V en impatantes factoresle virulenciaque estan presentes el
patdgeno oraPorphyromonas gingivaliy cumplendiversasfuncionescomo la adhesién
bacteriana, la agregaciéon y la formacién de biofilm.que puedeconducir a gingivitis y
periodontitis severagn este pageno (Hospenthal et al., 2017 Se componen de una
superfamilia dediversasproteinas (actualmente mas de 1,800 miembros Unicos) que se
encuentran en @lo de Bacteroidetesparticularmente en la claBacterioidia EnP. gingivalis
se han identificado dos tipos @imbrias tipo V morfol6gicamente distirgala primera,una
fimbria larga o principal (que tienen una longitud d@i01.6 ¢ ma segunda que es una
fimbria corta omenor (que tieneana longitud de 8020 nm). Estafimbriasestan codificados
en operones similares compuediegenes que codificaiimbrias estricturales que forman el
filamento de la fimbria (FimA en la fimbriaipcipal y Mfal enla fimbriamenor), pilinas de
anclaje (FimB enla fimbria principaly Mfa2 enla fimbria menor), otras wunidades
(incluyendo punta de las pilineg elementos regulador@dospenthal et al., 20).7

Lasfimbrias Tipo V estan compuestas por un dominieekminal (NTD) y un dominio
C-termind (CTD) ligeramente mas grandsge expresan en el citoplasma como precursores de
lipoproteinas ge contenen un péptido sefiattdrminal y una secuencanservad@onocida

como "lipobox". Las pilias se transportan al lado periplasmico de la membrana interna
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mediante el sistema de secreciéB8EC, en el espacio periplasmico, estas pilinas son
transportadas & membrana externa a través de una via de clasificacion de lipoproteinas, por
lo que una lipoproteina chaperona se une a la pilina (probablemente al interactuar con su resto
lipidico N-terminal) y la transporta a membrana exteraia ser ensamblafdospenthal et al.,

2017 Shoji etal., 2004. Una vez a la membrana externa, una proteindeaa a cabo una
segunda etapa proteolitica esencial antes de la polimerizacion deDgifysiés de est@ ba
propuesto un mecanisnmoanera similar a la biogénesis de iasorias ensambladas por la via

de la chaperona ayudadata intercambiale cadenas, mediante el cual una zona hidraeba
complementa con una cadena de la subunidad vdoimgie permite eensamblaje de pilus
(Hospenthal et al., 20) {Figurab).

Las fimbrias tipo IV se describiergror primera veznP. aeruginosaen la década de
1970y postriormente se identifaronen un gran namero de bacterias gia@gativas gram
positivas y arquea@vielville & Craig, 2013. Son apéndice®xtracelulareslinamicos, tienen
un didmetroque varia entré y 9 nmy pueden alcanzaarios micrometros de longituéstas
propiedadesi$icas hacen quia fimbria sea importante da colonizacion de Rsuperficies
(Hospenthal et al., 201®aier & Wong, 201% Sonestructuas homopoliméricas formadas de
mondmeros de una proteina llamada pilina d2A%Da, swsistemade ensamblaje comparte
homologiaconproteinasiel sistema de secrecion tipo Il (83, que tiene la funcion de secretar
proteinas del periplasma al espacitraoelular.En el caso de las fimbrias tipo 1\ste sistema
de ensamblaje se encarga de seceetaspilinas que formarel filamento dda fimbria Las
fimbrias tipo IVpued& elongarse y retraerse a través de la acci@?deéPasas citoplasméticas,
las cuales proporcionan la base para su funcion erotéidad bacteriangHospenthal et al.,

2017 Melville & Craig, 2013.

Esta ampliamente documentado que la fimbria tipo IV es una estructura esencial para la
virulencia de las bacterias patégenagpgresenta una estructunaportante para el desarrollo
de vacunas. Patdgenosmo E. coli enteropatégena (EPEC) y enterohemorragica (EHEC),
Salmonella entéricad. aeruginosalegionella pneumophildNeisseriagonorrhoeageNeisseria
meningitidis y V. choleragentre otros; cuentan con estas estructuras que contribuyen de manera

importante al desarrollo de las enfermedades que geiedn& Baker, 2008(Tabla4).
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Tabla 4. Diversos tipos de fimbrias tipo IV y su importancia con la enfermedad.

Microorganismo Pilina Células blanco Enfermedad
principal
Fimbriatipo IV clase A
GCP N. gonorrhoaeae PIlE Epitelial y células| Gonorrea
endoteliales
MCP N. meningitis PIlE Epitelial Sepsis, meningitis
Fimbria Pa P. aeruginosa PilA Epitelial y células| Neumonia, sepsis
endoteliales
Fimbria FT F. tularensis PilE Desconocido Tularemia
Fimbria tipo 1V clase B
BFP EPEC BfpA Células epitelialeq Diarrea
TCP V. cholerae TcpA Fago CTX Colera
CFA/MI ETEC CofA Enterocitos Diarrea
Longus ETEC LngA Desconocido Diarrea

Modificado de Proft & Baker,2009.

3.2. Estructura y biogénesis de la fimbria tipo IV.
Las fimbrias tipo IV estan compuestas de cientos de copias de proteinas polimerizadas
y su sstema de ensamblaje es simdaf2SS el cual traslocaroteinas plegadas delrggasma
al ambiente extracelulandacterias Grammegativas. Sin embargo, encalso de las fimbrias
tipo IV los principales sustras para la translocacion son Ilssbunidadedlamadaspilina
principal que forman el filamentde la fimbria(Hospenthal et al., 201 Melville & Craig,
2013.

En laprimera etapa de la biogénedis la fimbra tipo IV, las subunidadgsrecursoras
de la pilina(o prepilina),contienerun péptido sefial terminalquees reconocido pal sistema
de secreciOrSsEC Una vez en la membrana interna, el péptido sesi@scindido, lqueda
normalmente como resultada exposicion de un residuo de fenilalanera el extrema\-
terminal ge es inmediatamenéscindidgoor una prepilin peptidasa (PillB.n est a -et ap a,
hélice en el extremoN-terminal es conservada teniendo propiedadesrofobas en las
subunidades dia pilina principal maduralocalizandose eta membrana interna y el dominio
globular en el extremaC-terminal se exponeal periplasma. Durante el alargamiento lde
fimbria, las pilinas maduras se extraen de la membrana interna y se incorporan a laldase de
fimbria en crecimiento mediante la maquinaria de biogénesis(FdéBpenhal et al., 201y
Esta maquinaria se compone de varios subcomple]gsEl complejo de secretina en la

membrana externa formado por PilQ es anclado y recluta el subcomplejo de alineacion PilN,
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PilO y PilP (PIINOP) que reside en el periplasma y est&atado con la membrana interna
(Figura6). El complejo PiINOP recluta la proteina citoplasmica PilM y la proteina de membrana
integral PIlG/C, también conocida como la proteina de platafotraa. dos ATPasas
citoplasmaticas, PilF/B y PilTpolimerizan y dspolimerizarlas pilinas de la fimbri@Maier &
Wong, 2015%.

El subcomplejo de secretina de la membrana externa incluye PilQ, una proteina porosa
de membrana externa multimérica cerrada a través de la cual se ensambla yos¢adesm
fimbria en crecimiento. Zl subcomplejalelas proteina "plataforma” de la membrana interna
queesta compuestoor PilC y las ATPasas PilB y PilT citopldsmicas, que son responsables del
alargamiento y retraccion del pilus, respectivamedité&l subcomplejo de "alineacién”, que
esta compuesto por PilM, PiIN, PilO y PilP, une la secretina y los subcomplgjtzaferma
La interaccidn entre los subcomplejos de alineacion y secretina es a través de PilP y PilQ. Por
el contrario, las interaccies mdultiples contribuyen al puente entre la alineacion y los
subcomplejoplataforma incluida la interaccién entre PilM y PilN, y entre PilC y las ATPasas
citoplasmaticas4) EI componente estructural final del sisted® la fimbria tipo IVes el
filamenb en forma helicoidalgue enP. aeruginosasta compuesto por subunidades de pilina
principales (PilA), pilinasnenores (FimU, PilV, Pilw, PilX y PIlE) y adhesB)dales como
PilY1 (Hospenthal et al., 20).7

3.3. Clasificacion de las fimbrias tipo IV.

Existen 2 tipos de fimbrias tipo WMimbriatipo IVa y IVb (Figura7), dicha clasificacion
se basa en las longitud de la pilina principal, la organizacién dethes en el cromosomay la
longitud del péptido sefal de la prepilifBurrows, 2012Hospenthal et al., 2017

Tipo IV Clase A: Las fimbrias tipo 1Va tienen longitud del péptido sefiatdge 5 a 7
aminodcidos y una longitud promedio de la prepilina de entre 140 a 170 aminoacidos, los genes
implicados en la formacion de la fimbria se encuentran distribuidos en diversos operones a
traves del genomg@ospenthal et al., 20).7Las pilinas principales de la clase A con mayor
frecuencia tienen un residuo de fenilalanina (F) metilado en el extremo N terminal después de

la eliminacién de la secuelcsefalGiltner et al., 2012
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Figura 6. Estructura y biogénesis de la fimbria tipo I\V. Se muestran los componentes que forman el sistema de la fimbria

Las pilinas se insertan en la membrana interadiante el translocon SecYEG (no se muestra) y luego se incorporan en la base
de la fimbria en crecimiento. La maquinaria de la fimbria tipo IV esta compuesta por el subcomplejo de secretina de membrana
externa (PilQ, TsaP; PilF no se incluye en estadigel subcomplejo de alineacién (PilNPiIN T PilOT PilP) y el subcomplejo

de la plataforma en la membrana interna (Pil&IB i PilT). La hidrdlisis de ATP por PilB y PilT proporciona energia para el
alargamiento y retraccion de la fimbria, lo quegriamplicar la rotacion de PilGComado de Hospenthal et al., 2017.
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Este tipo de T4Bon relativamente homogéneas y se pueden encontrar en patégenos de
plantas, animales y seres humanos c&seudomonas, NeisseriaDichelobacter asi como
en gneros amkentales comd hermus, Myxococcus, Deinococcus, Bdellovilgrighewanella
(Burrows, 2012.

Los patdgenos que expresan esta fimhmtano P. aeruginosa, M. xanthus, N.
meningitidis, N. gonorrhoeagD. nodosugpresentata motilidad detwitchingy aunquees el
tipo de movimiento mejor caracterizado asociado con la fimbria tipos®/han descrito varias
otras motilidades dependientds estas fimbrias paf aeruginosaincluidas la motilidad de
enjambre, caminar y de hon(Burrows, 2012

Tipo IV Clase B: Las fimbiiastipo Vb tienenlongitud del péptido sefideentre 15 a
30 aminoéacidos yina bngitud promedio de la prepilirde entre 180 a 2Daminoacidos los
genes implicados en la formacion de la fimbria estan conservados formando un sélo operon
(Hospenthal et al., 20} as pilinas principalede la clase Bienen residuodiferentes dé& en
la misma posicion, tipicamente hidréfobos, metitaelo é extremo Nterminaldespués de la
eliminacién de la secuencia seffalltneret al., 2012

Estas fimbriason nmas dispersag estan presentes @acterias entéricas conko coli
enteropatdgena, enterohemorragica y enterotoxigépadamamella entericaserovar Typhi .
cholerae(Burrows, 2012

Type IVa Type IVb Type IVb-Tad

Outer,
membrane

PilF
Peptidoglycan

PilO> PilN

Inner

membrane ( TadB/C

PilB ' PilT

A

Figura 7. Sistemas de ensamblaje de las fimbrias tipo IV &n. aeruginosa Imagen tomada de Burrows, 2012.
Ver en texto para mas informacion.
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Cabe resaltar que estas fimbrias tiem@nsubtipo el cual que se llama fimbrias de
adherencia estrech@ad) o también llamada fimbria de proteina fimbrial de bajo peso
molecdar (Flp) que se identificaron por primera vez ewggregatibacter
actinomycetemcomitari&iltner et al., 201R Las caracteristicas que distinguen las subunidades
de la prepilim Flp de las subunidades de stiianbrias tipo 1V son su pequefo tamafio (una
longitud de 50 a 80 aminoé&cidos,@mparaciora aproximadamente 200 aminoacidos para las
prepilinas Pil) y la presencia de un tramo hidrofélsomservadade aproximadamente 20
aminoacido®n el extremo Merminal(Angelov et &, 2015)

A pesar de queabk fimbrias Tadse encuentran en una amplia variedad de especies
ambientalesla evidencia experimental publicada de la presencla timbria Flp se limita a
Aggregatibacter( i Ac t i n o acinomytetemconiitangaulobacter crescentusy P.
aeruginosgAngelov et al., 20155in embargpse sabe qud pilus Flp es mucho mas pequefi
(71 8 kDa) queel delas fimbriastipo IV clase A o clase Bpica (D15 20 kDa). A pesar de las
diferencias de tamafilos trespiliti e nen un e xt r -ehaidaNmul ¢onservadoo b o U
que contiene una secuencia sefial de tipo Il caracteriBticeows, 2012

Las fimbrias tipo IV clase B y Tad no suelen estar asosiada la motilidad yen
muchode estosistemas carecen delomélogode la ATPasde retraccion (PilTinvolucrada
en la retraccion de la fimbri&in embargognalgunos sistemade las fimbria tipo 1V clase B
pueden tenela capacidd de retracciorpero esta es asociadan otros fenotipogBurrows,
2012.

Hasta la fechasesabe qué®. aeruginosas la Unica especie en la que setiegortado
los sistemagpara las fimbrias tipo IV clase A, clase Brgd en una sola cepa. Los genes que
codifican para las fimbrias tipo IV clase % Tad son comunes a todos los genoma®.de
aeruginosasecuenciados hast&l momento mientras qudas fimbrias tipo IV clase Be
encuentran en cepas que tienen la isla de patogenicidad 1R AResar de que los tres tipos
de fimbrias tipo IV han sido separados por sus sistemas de ensantlsigjeneede la fimbria
tipo IV clase Bde P. aeruginosalepende de la prepilipeptidasa PilOde la fimbria tipo IV
clase Aparaque se procesen ssisbunidadegprepilinas)antes de su ensamblaig cambio b
sistemade las fimbriasTad codificasu propiapeptidasdFppA) especifica para las pilin&$p
(Burrows, 2012
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EPEC utilizala fimbria tipo IV clase Bpara formar agregad bacterianos en los
epitelios intestiales (adherencia localizgdaLa desagregacion de las microcolonias,
presumiblemente por retraccion de la fimbrés importante para la virulenciga que la
inactivacion dda ATPasa de retraccidiilT) homologaBfpF redujo la patogenicidad em
estudio realizado evoluntaios humano¢Bieber et al., 1998 En otroestudiosedemostré que
la funcion BfpF es importante paraitderrupcion de las uniones estrechas de la célula huésped
y para promover el contacto cercano entre las células bacterianas y las células huésped
necesarias para la participacion del sistema de secrecion tipariibws, 2012 El sistemale
la fimbria tipo IV clase AenP. aeruginosdgieneun homologo déa ATPasa de retraccidRilT)
en la fimbria tipo 1V clase B (PilT2), la cuat auto transmisible a través de la conjugadan
retraccion de la fimbria tipo IV clase @iede ser necesaria para la formacion productiva de
misma conjugaciofCarter, Chen, & Lory, 2030

Aunque bs pli dela fimbriatipo IV tlenenestructura/ — \

similar, su sorprendente diversidad funcional proviene de

regiones ddoop hipervariables que conectan lose@ntos| «1-cH

estructurales centrales. Incluso con el nimero limitadg Cdi;\ Eaegen
estructuras disponibles actualmente, las diferencias en la fpi ( ] ‘;\

y las propiedades de la superficie surgen de la diversidad «i-n< i
secuencias eregiones ddoop son facilmente evidentes. Sl -

embargo, la evolucion destas regionessta limitada por Ia Negonorhoege B

(1AY2)

necesidad de acomodar multiples interacciot@sproteina | rigura 8. Estructura de las

. . . . ilinas principales y menores e
proteina con subunidades vecinas durante el ensamblaje df;ls ﬁmb‘?iasti%o |V,yLaS pilinas d

. . . . . . tipo IV se car
fimbria. Hay 3 regiones hipervariables importanteso@b que hé”C'ZS Nterminales conservac

AT ., . cian) conectadas a una ‘
conecta ldJhélicede la regiorN-terminal conservada al res E 9 r) is) por u nhd?

. ., Tomado deGiltneret al. 2012.
de la proteingtambién llamado T-loop), los loop entrelas /

cadenash de la hojab y el loop C-terminal Siendo estas
conexionesy conformacione®ntre loops lo gel le confieren la variabilidad a laslipas y
pseudopilinasKigura8) (Giltner et al., 201

Ambos tipos déimbria son factores de virulencia esenciajgemedian la colonizacion
en las superficieabioticas y célulagel huésped, ya sea a través de la adhesion dirémsa a

receptores de células hospedadoras o promoviendo interacciones bacterianas que conducen a la
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formacién de microcolonias bacterianas y biofilfH®spenthal et al., 201 Thanassi, Bliska,
& Christie, 2012.

3.4. Funciones de las fimbrias tipo I\
3.4.1. Adherencia y agregacion

La funcion més estudiada de esta fimbria es la capacidad de adherencia gliama am
gama de superficies, desde metal, vidrio, plasticos, rocas, hasta plantas y diversos tejidos del
huésped(Giltner et al., 2012Melville & Craig, 2013. Esto es debido a los mecanismos
adhesivos atribuidos principalmente a la pilina principal, pilinas menores y guaitagas
adhesivas que forman parte de la fimiff@ltner et al., 201p La adherencia es un proceso
crucial para que las bacterias establezcan una colonizacion eldtpessencia de este tipo de
factores de adhesion especificos en la superficie celular bacteriana también determina el
tropismo del patégeno a los tejidgge expresan ciertos receptores de superficie. Ademas del
reconocimiento de receptores especificos, las adhesinas a menudo también se unen a elementos
estructurales de la membrana basal, como el colageno, la fibrontxsfo#pidos,etc (Proft
& Baker, 2009.

Las subunidades principal@slinas)delas fimbrias tipo IVactian como las adhesinas
como se hanencionadgarapilinas (PilA)deP. aeruginosalas pilinas (PIlE) dé&eisseriasp,
la subunidagrincipal (BfpA) de la fimbria formadora de mechone<senoli enteropatogena
(EPEC) y la subunidad principal (PilS) de la fimbria tipo IVSattmonellalr'yphi (Giltner et al.,
2012. Las fimbrias tipo IVpuede mostrar pilinas menores dgeeal pueden regular la unién a
superficiespor ejemploia pilina menorPilV) deN. gonorrhoea@sesenciapara la adherencia
enla célula huésped, mientras daepilina menor (PilV)de N. meningitidisse une al receptor
adrenérgico de las célulaséspedEnNeisseria se haeportadoquepilinas menore¢PilC1 y

PilC2) actian como adhesinas dependientes del contacto d€iltaer et al., 201

3.4.2. Motilidad .

La capacidad de generar wilad p o twitchingd hace qudas fimbrias tipo IVsea
Gnicasentre lasdemas fimbrias bacterianaBradleydescubrié qudas fimbrias tipo IVse
retraen por estudiogonbacteriéfagoy las fimbrias tipo 1V, observquelas fimbriasseretraian

después de la uni@on elfago, lo que hacia que el fago entrara en contacto con la superficie
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de la célulay, a partir de ki, dedujo que la retraccion de la fimbeiga la responsable de la
motilidad independientdel flagelo(Bradley, 1973

A pesar de quéa mayoria ddas fimbriasbacterianas se usan para la adherencia, la
capacidad deetraccionproporciona funciones adicionales: llevaafa bacteriaa un contacto
intimo con una superficigermitela migracion a lo largo de una superficie desde el punto de
contacto inicial reposiciona las bacteriason respecto a los demés (diferenciacion rdedé
un biofilm) y ayuda a lapacteriasa escapar de las superficies de manera eficiente ceando
necesarigBurrows, 2012

El twitching, también conocida como motilidad de arrastre o deslizamismtge de la

polimerizacion (extension) y despolimeacion

(retraccion) alternativdela fimbriaqueestranslocada Cell body 4P \
a lo largo de la superficeelas bacteriagGiltner et al., 0/_\"

2012. Este tipo de motilidadse ve favorecida en Surface
superficies humedas, corviscosidad moderadq,

equivalente a la del agar 1%. Aunque las célule Attachment

individuales son @paces de moverse, es comun vefle O-\

moverse en grupos alineadas preferentemente a lo |a
de sus ejes largg¢Burrows, 2012

La capadiad deretraccion de estas fimbrias .
, N T4P retraction
esencial para la motilidad, ya que los mutantes

carecerla ATPasa de retraccig{PilT) no son moviles. NFDWE

Hasta ahora, la motilidagor twitching se ha asociadg
Figura 9. La fimbria tipo IV (T4P) media
exclusivamente colas fimbrias tipo IV clase Aya que | la motilidad por  twitching.  Este
) ) o ) movimiento se caracteriza por realizar ci
la capacidad de retraccion ke fimbiras tipo IV clase|l de polimerizacién de la fimbria tipo |
] ) adhesion a la superficie y retraccion
B no parece ser una propiedad univerdduchos | fimbria tipo IV tira delcuerpo celular a
largo de las superficies. Tomado de Mait

sistemasde la fimbria tipo IV clase Rarecen de unQng, 2015. /
homologo de PilT{Giltner et al., 201p

Esta misma capacidad de retracgi@mera una gran fuerza mecanicaekcaso de que

el pilus esté unido a una superfigarala retraccion del pilugn elmovimiento bacteriano

(Figura 9. Se calcula quealfuerza generada por una sola fimbria tipsifera los 100N, lo
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que convierta esta fimbria&n una de las maquinas moleculares mas potentes caractegizadas
este rubrdnasta ahoréHospenthal et al., 201 ®aier & Wong, 201%.

3.4.3. Formacion de biofilm.

El término biofilm, fue introducido en la medicina en 1982 por Costerton, luego de
observar qu&taphylococcus auretsbia formado biofilnenun cable de marcapasos cardiaco
(Marrie et al.,1982. Los biofilms son comunidades multicelulares estructuradakegradas
en una matriz extracelular de produccion propia que actiia como una barrera para la difusion de
antibioticosy el funcionamiento del sistema inmufi8alcazar, Subirats, & Borrego, 2015e
pueden encontrar en superficies bidticas y abigtmdemas de que se ha observado que los
biofilm se formancomobiomasadlotantes en superficies liquidggambiénse desarrollan
estads sumergidg (Bjarnsholt et al.2013.

Durante muchos siglos, los humanos han sufrido infecciones bacterianas agudas, en las
que células plancténicas de patdgenos especializados montaesataqrtales en nuestro
cuerpo Hemos contrarresta@stocon vacunas y antibiéticosn emkargo, los organismos que
han tenido éxitee han podido adaptar a este tipo de ambietiendo usdd biofilm en donde
se han protegido tan bien epste tipo de habitat$-ux et al.,2005. Los microorganismos
asociados a ldormacion de biofiimcausan un gran nimero de infecciones pases
desarrollados,como endcarditis, osteomielitis, sinusitis, infecciones del tracto urinario,
prostatitis crénica, periodontitis, infecciébn pulmonar crénica en pacientes con fibrosis quistica,
infecciones del oido medio y diversas infecciones nosocomiales, especialmenteitosadisc
con todos los dispositivos residentes conoc{ttadl-Stoodleyet al.,2004). Ademd, se tiene
que recordar queladhesion bacteriana a los tejidos es parte del proceso de infeccidrEaguda
impacto de la formacion dsofilm enel desarrollo de la enfermedsd hasubestimadga que
se ha observado que mushmatdégenos bacteriandsenfermedademfecciosasealbergaren
biofilms y pueden servir como reservosi de infecciones persistentegry ocasiones fatales
(Del Pozo, 2018

Todas las clases de fimbrias tipopuWede participar en el desarrollo bieiofilm en una
amplia variedad de bacterias y especies promoviendo la adherencia inicial a las superficies, asi
como la interaccion céluleglula(Giltner et al., 201 O 6 T oyKblter reportarorpor primera
vez que mutantes de. aerugnosa carentesde las fimbrias tipo IVson deficientes en la
formacion de biofilm(O'Toole & Kolter, 1998 Desde entonces, se han reportado hallazgos
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similares para una variedad deacterias y arqueas, incluyendd. cholerag A.
actinomycetemcomitanferomonas caviae, Shewanella oneidensis, Legionella pneumophila,
Caulobater crescentus, Deinococcus geothermaisperfringens y Sulfolobus acidocaldarius
(Giltner et al., 201

Ademas de promover la adherencia y la agregacion en los biofilm, las fimbrias tipo IV
participan en la remodelacion del biofilm a través de la motilidadvgtohing Estudios de
Klausen y colaboradores demostraron que la motilidadwitwhing permite qie las bacterias

se muevan a zonas especificas en el bidfBitiner et al. 2012.

3.4.4. Competencia y conjugacion

Los estudios sobre la evolucion bacteriana han revelado la gran contribucion de la
transferencia horizontal de genes a la igurhcion de los genomas bacteriarlass fimbrias
tipo IV han sido reconocidgpor mucho tiempo como sistemas importantes para la adquisicion
de ADN exo6geno en bacterias tanto Gmaegativas como Grapositivas, actuando como
receptores para la transduartide bacteriéfagos y por su participacion en la competencia y la
conjugacion. Debido a estas funciones clave, los gemdas fimbrias tipo IV a menudo se
identifican yb anotan en las secuencias del genoma como genes de competencia. Los ejemplos
bien esudiados incluyen los delaemophilus, Neisseria, Legionella, Bacillus y Thernuas
captacion de ADN se produce mediante una serie de pasos que requieren componentes de la
membrana interna y externa del sistema de ensand#aje fimbria tipo 1\ algunosde los
cuales se ha demostrado que se unen al ADN directa@ier etal., 20137.

La transferencia horizontal de genesedgproceso por el cual el material genético se
transmite de una especie a otra. Se cree que la transferemziental de genes ocurre
principalmente a través de la transmision de elementos méviles en sistemas de conjugacion de
plasmidos y bacteriéfagos. has bacterias producen maquinaria molecular para transportar
especificamente el ADN del espacio extracelalaitoplasma, donde puede incorporarse a su
propio ADN cromosomico. La capacidad de las bacterias para captar el ADN extracelular y
hacer uso de la informacion genética que contiene (etanpia) estd bien documentada
(Piepenbrink, 2010

La participacion dea fimbria tipolV en la competencia se ha demostradediante

estudios de mutagénesis, donde saestra que las deleciones de la pilina principal
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(comunmente PilA 0iFE), la ATPasale polinerizacion (RB) o ATPasade depolimerizacion
(PiIIT) son perjudiciales para la competeneracondicionegaturaés(Piepenbrink, 20109
En el sistema d& fimbriatipo IV de Neisseriameningitidis se ha identitado que el
receptor de ADNextracelulares una pilinanenor(ComP, ComP tiene una mayor prioridad
para las secuencias que contienen DUS (secuencia de captacién de ADN), una secuencia de
ADN corta conservada (GCCGTCTGAA bleisseria que se toma prefareemente durante la

competencia.

. Complejo en

P Pilina menor
i lapunta

Pilina principal

“gy

3000
3999

== zfge

rorertatt” N pevereerees ! rrerreery 5l peeeeseseee cooresrery” N peeossesses

s i it S, e it D ]

Figura 10. Esquema de la captacion de ADN mediante la fimbria tipo IVExisten 3 mecanismos para la unién del ADN
con la fimbriaLa unién al ADN esta con la pilina principal (izquierda), la unién con un complejo en la punta (centro) y la union
con pilinas menores a lo largo en la longitud de la fimbria (derethajado ddPiepenbrink, 2019

Con lo anterior se piensa que la captacion de ADN puede ocurrir por 3 distintas formas,
la primera es que el ADN se una directamente con la pilina principal, otra posibilidad es que el
ADN se una en la punta de la fimbria, este modelo ha sido valpzda evidencia directa
donde semuestra la uniédel ADN en las puntas das fimbrias tipo IV erV. choleraey enP.
aeruginosa(Ellison et al., 2018 Mientras que la ultima @pn es que exista un receptor
especifico de ADNomo el deNeisseria ComP que es una pilina menor, la cual se encuentra
casi en la punta de la fimbrigigural0) (Piepenbrink, 2019

Ademas de desempefiar uappl en la captacion de ADM fimbria tipo IV puede
paticipar en la transferencia de ADiNas células receptoras mediante conjugacion. El egempl
mejor caracterizado de dicho sistema es el pilus delgado del plasmido R64 Incl1, involucrado

en la transferencia de ADN en condiciones de crecimiento ligGidtoer et al., 201p
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3.5.5. Transferencia de electrones

La fimbria tipo IV de bacterias ambiental€sobacter sulfurreduceng Geobacter
metallireducens también llamadas como “"nantbes" tienen la propiedad de la
electroconductividad. Estas bacterias utilizan las fimbrias tipo IV para hacer contacto con
aceptores de electrones finales externos a la célula, lo que les permite prosperar en ambientes
anaerdbicos. Su capacidad para redhierro insoluble, 6éxidos de manganeso y precipitar
reductivamente otros metales potencialmente toxicos, como el uranio, los convierte en
importantes bacterias dentro del tema de la biogeoquimica y biorremediacion. Existe un interés
considerable en desalar "bio-baterias" basadas &eobactel(Giltner et al., 201

La fimbria tipo IV deGeobactemertenecea la claseA, las bacterias de este género
tienen los genede las proteinasilRINOPQ caracteristicos del sisterda cualquier fimbria
tipo IV en su genoma, peexistensubunidades que se han caracterizaggson inusualmente
pequefas (61 residuos) y carecen de la mayoria de las caractelitidasinio Gtermind,
similar a las pilinas de Flse sugiee que est pilina Unicasurgié durante su evolucion hacia
un conductor eficiente porquermalmente las fimbrias carecen de otras estructuras asociada
con la transferencia de electrones en citocromos o centros de reaccion fotosibéética
multiplicidad de funcioms de Idimbria tipo IV sugiere que la seleccion natural puielear a
la especializacion iteso dentro de una sola espedtner et al., 201

3.5. Fimbrias tipo IV en S. maltophilia

En el grupo del Dr. Giron recientemente identificaron, mediante analisis
bioinforméticos, que el genoma & maltophilia (cepa 13637) contiene diversos grupos de
genes que muestran homologia con las fimbrias tipo IVa y tipo Vb, este hallazgegpticar
la multiadherencia que muestra esta bacteridiferentessuperficiescon la consecuente
habilidad desobreviviraambientesnhospitosy causamuna gran variedad de enfermeda€ees
sereshumanogLara-Ochoaet al, En preparacion)

Los geneselacionados con la expresion de la fimbria tipo 1V clase A son cerca de 22
ORFs, los cuales sencuentramlispersos en el genoma 8emaltophilia Los resultados de los
analisis de alineamientos d&DN y de la secuencia de aminoacidos de cada gen\mutati
revelaron que muestran homologia a los gepigs tales genes codifican componentes
involucrados en la biogénesis del pilus tipo IVa presenie aaruginosd en diversas bacterias
patdgenas de plantas y animal@saraOchoa et al, En preparacion)Respecto de la
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organizacion de los genes es muy similar, pero no idéntica al preséhtaemiginosgcepa

PAO1) que se caracteriza porque los operones relacionados con la expresion de esta fimbria se
encuentra dispersos en el genoma (1@choaet al, En preparacion). En este conjunto de genes

hay un grupo de 7 ORFs contigupd, pilC, pilAl, pilA2, pilB, pilR y pilS), cuyos productos
muestran homologia a proteinas que son esenciales en la biogénesis del pili tipo IVa en otros
organismogFigural?). Uno de ellos epilAl que esta estrechamente relacionado al gen que
codifica para la pilina principal de la fimbria tipo IVa®eaeruginosaDe manera interesante,
inmediato a este gen se encueptltd2 otro ORF que muestra homologia también con PilA. Al
respecto, la presencia de una o mas pilinas correlaciona con la diversidad de funciones que
pueden ser realizadas por las fimbrias tipo IV (L@choaet al, En preparacion).

Respecto de los genes @tmados con la fimbria tipo IV clase B, se encuentran en una
region de aproximadamente 13 kb en el cromosomé&S.denaltophiliacon 13 ORFs
aparentemente organizados como un operdn que muestran homologia con |fs/tehgor
sus siglas en inglés, flmal low-molecularweight protein; tight adherence) (figuta). Tales
genes codifican para Flp/Tad clasificados como pili tipo IVb presentes en diferentes bacterias
patdgenas de plantas, animales y humanos. El primer ORF de este grupo muestra homologia
con el genflp que codifica la pilina principal Flp/Tad encontrada en diferentes especies de
Burkholderiay Pseudomonad.a organizacién genética de este operdn putativo esta altamente
conservado con operones presentes en bacterias patégenas de humamaggyoegatibacter
actinomycetemcomitanB. aeruginosaB. cenocepaa y Pasteurella multociddLaraOchoa
et al, En preparacion)

Los andlisis acerca de la produccién de estas fimbri&s ewaltophiliay su papel en la
enfermedad estan siendo invest@mdctualmente en este grupo con la finalidad de conocer los

factores que contribuyen a su patogenicidad hasta ahora poco entendida.
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DP16_RS: 16065 16060 14085 14080 14075 14070 14065 14060 14050

00455 00450 00445 00440 00435 00430 00155 00150 00145 00140 00135 00130 00125
nt
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(1038) (1143) (516)  (501) (1170) (522) (3789) (426) (495) (2424) (1059) (873) (657)  (531) (1968) (B64) (1260) (438) (408) (1734) (1374) (1614)
ATPase ATPase Minor  Minor Minor Minor  Adhesine  Minor Minor Peplidase ATPase Inlegral T Periplasmic Secrefin Peplidase Infegral Pilin Pilin ATPase Regulator HisKinase A
pilin pilin pilin pilin Pilin pilin mem_bmne Infegral prolein mempmne
profein membrane protein
prolein

Figura 12. Organizacion de genes los relacionados con la fimbria tipo IVa e maltoplilia. LaraOchoa et al., En preparacién. Ver en texto para mas informacion.
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- = fip = tadVm tadE = rcpC = rcpA =l tadZ e tadA =l tadB = 1adC e tadD = 7 S| 7 el 7 e
920, 933,47
HI29268 (201) (546) (477) (1038) (1356) (1250) (1350) (957)  (936) (891)  (459) (2154)  (714) S
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membrane membrane membrane membrane membrane
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Figura 11. Organizacion delos genes relacionados con la fimbria tipo Vb e. maltophilia.LaraOchoa et al., En preparacién. Ver en texto para mas informacion.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

S. maltophilia es un patégenoemergentea nivel mundial que genera graves
enfermedadegue incluyen principalmente infecciones en tracto respiratorio, gastrointestinales,
en vias urinarias, biliares, oculares, en piel y tejidos blandos, bacteriemia, endocarditis,
meningitis y sepsid.a personas afectadas son principalmpatgEntes inmunocompromebs
en los que se ha asociadoa mortalidad que va del 14 al 69% de los céBosoke, 2012
Durante los ultimos 10 afidS, maltophilisha sido identificada como uno de los 10 principales
agentes etioldgicos de enfermedades respiratorias a nivel mundial y en el 2014 la OMS clasificé
a esta bacteria en el grupo de los orgaosmultirresistentes a drogas en el ambiente
hospitalario.

En nuestro pais existen pocos reportes acerca de la epidemiologia de este organismo en
el entorno hospitalario y aunque existen diversos reportes que indican la multirresistencia de
cepas aisladaes limitado el conocimiento acerca de la incidencia de morbilidad y mortalidad
causada por esta bacteria en nuestro(pisesTrevino et al., 2014

Se ha investigado que diversos factores incrementan el riesgo a las enfermedades
causadas por este patbgeno como la exposicion a una terapia antimicrobiana prolongada,
antecedentes de enfermedades cronicas, tratamientos con catéteres venosos y casacteristi
propias de las cepas 8emaltophilia(Brooke, 2012 Al respecto, se han identificado fédgs,
sistemas de secrecion tipo IV, fimbrias, enzimas extracelulares, lipopolisacarido y mecanismos
de resistencia intrinseca a antimicrobianos como factores de virulencia que contribuyen al
desarrollo de la enfermedad por este patégeerdliveiraGarcia et al., 20Q3®i Bonaventura
et al., 2007Zhanel et al., 2091 Sin embargo, la presencia de fimbrias tipo IV y su papel en la
adherencia, formacién de biofilm y su asociacion con la enfermedaal sidchinvestigada.

Por lo anteriorgQué importancia tienen las fimbrias tipo IV en la adherencia, formacién

de biofilm y en el desarrollo de las enfermedagiseradas pd. maltophili&

Pagina | 41



5. JUSTIFICACION .

S. maltophiliaes considerado un patégeno con limitada virulencia responsable de
generar diferentes enfermedades graves y mortales en pacientes inmunocomprometidos. Sin
embargo, los mecanismos celulares y moleculares involucrados en la patogénesis de esta
bacteria son tavia desconocidos. Se conoce que cuenta con algunas propiedades asociadas a
virulencia entre las que se incluyen: formacion kiefilm, multirresistencia a drogas,
citotoxicidad, proteasas que degradan proteinas del hospedero, la capacidad para inducir
inflamacion e invadir la célula hospedera, asi como propiedades multiadhesivas sobre células
epiteliales y cualquier superficie. La interaccion de este patdégeno con la célula hospedera es
compleja y probablemente involucra una gran cantidad de factoresdmsmgalesconocidos
hasta el momento. Esta ampliamente documentado que el flagelo y la fimbrid St
factores determinantes para la adherencia de este patdgeno a cultivos celulares respiratorios. Sin
embargo, diversos reportes indican que cepas matantestas estructuras son todavia capaces
de adherirse y favorecer la formaciontiefilm sobre lineas celulares epiteliales. Esto sugiere
gue existen otros factores presentes en esta bacteria que estan implicados en la adherencia,
formacion debiofilm y en el desarrollo de la enfermedad. Al respecto, los pili tipo IV son
estructuras que poseen un papel esencial en el mecanismo de patogenicidad de las bacterias y
esta ampliamente documentado su importancia en el desarrollo de las enfermee ggesra
En este sentido 8. maltophiliafueron identificados varios grupos de genes relacionados con
la produccion de los pili tipo IVa y tipo IVb; el estudio de la presencia y funcidn de estos genes
en diferentes aislados clinicos de esta bacteria nos peradtitarender la importancia y el
papel de estas fimbrias en el mecanismo de patogenicidadtophilia.

Pagina | 42



6. OBJETIVOS.

6.1.

Objetivo general

Identificar genessociados a la produccion de fimbrig® [Va y tipo IVbenaisladosclinicos

de Stenotrophomonas maltophiljarelacion con la produccién de biofilm

6.2.

Objetivos especificos

T

Buscar ena base de datos del NCBIsecuencide los genes que codifican para las
pilinas principalesde la fimbria tipo 1Va (pilAl y pilA2), tipo IVb (flp) yde la
fimbria SMF1 en la cepa de referencia &maltophiliaATCC 13637.

Disefiar oligonucledétidos para amplificar los genes que codifican pilinas y ATPasas
involucradas en la formacién thes fimbriastipo 1Va y tipo 1Vb.

Amplificar mediante PCR de punfmal los genegjue codifican para las pilinas de

las fimbrias tipo IV (IVa y IVb), SMFL y susATPasas en aislados clinicds S.
maltophilia

Realizar ensayos de biofilm en diferentes condiciones de crecimiento para poder
relacionarlos con laresencia/ausencia de genes asociados con la produccién de las
fimbrias tipo IV (IVay IVDb).

7. DISENO DE INVESTIGACION .

a) Tipo de estudio:

b)

El presente estudio es de investigaadantitativo exploratorio ya que no constituye un

fin en si mismo, establece amance para investigaciones mas elaboradas y sirve como

antecedente para posteriores trabajos.

Universo del estudio:

Aislados clinicos d&. maltophilia

Tamafo de muestra:

41 asiladosclinicos de S. maltophilia provenientesdel Hospital de Medicina de

Charlotesville VirginieenE.U.A.
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d) Sede y lugar del estudio:
Centro de Deteccién Biomolecular de la BUAP.

e) Criterios de selecciofcriteriosde inclusion y criterios de exclusion):

No aplica

f) Recursofiumanos:
Tesistalvan Irving Valencia Ramirez
Director:M. en C. Cristina Lara Ochoa
Asesor: M. en C. Laura Martinez Pérez

g) Recursos financieros:

Centro de Deteccién Biomolecular de la BUAP.

h) Disefio estadisticdnalisis ANOVA de dos vias ademas de la utilizaciontell de

comparaci - -n m¥“u tiple de ADunneto y consid

8. MATERIALES Y METODOLOGIA

8.1. Cepas y condiciones de crecimiento.

La cepa de referencia que se utilizé en este trabaj8.fugaltophiliaATCC 13637, una
cepa aislada den exudado orofaringet®e un paciente con cancer de boca (www.atcc.org). Otra
cepa deS. maltophiliaque se utiliz6 como referencia de la fimbria SMFue S. maltophilia
SMDP92obtenida de aislado clinico provenientke vias repiratoriasen Brasil De Oliveira
Garcia, 200

Como parte del trabajo, se analizaron 41 aislados clinic8s altophiliaprovenientes
del Hospital de Charlotesville, Virginia en E.U.A; no se tienen otros datos registrados sobre
estas cepas.

Todas &s cepas se cultivaron rutinariamente en medio 1Beigani (LB) a 220 r.p.m. a
37°C.Para los ensayos de biofilm, las cepas se cultivaron en medio LB durante 24 horas en
agitacion a 220 r.p.m. y posteriormente se-auibivaron en los medios DMEM (Dulbea’s
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Modified Eagle’s Medium)Gibco, 31600034 y NYG por 8 horas a temperatura ambiente y
37°C.

8.2. Preparacion de medios de cultivo
8.2.1. Medio de cultivo NYG.

Para la preparacion de 500 mL de medio NYG, se agregaron 2.5 g de peptona de caseina,
1.5 g deextracto de levadura y se afora a 500 mL con agua tridestilada en un matraz de 1000
mL, después se agitdé en una parrilla magnética y se ajusto el pH aliltjrpor se agregaron
7.93 mL de glicerol y se afor6 a 1 L con agua tridestilada. El medio séiastm autoclave a

15 libras de presion, 120 °C durante 15 minutos.

8.2.2. Medio de cultivo LB.

Para la preparacion de 1000 mL de medio LB, se agregaron 10 g de peptona de caseina,
5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl y 800 mL detadeatiladaen un mé&az de 2000
ml, después se agité en una parrilla magnética y se ajusto el pH a 7.4. Por ultimo, se afor6 a 1 I
con agua tridestilad&l medio se esterilizé en autoclave a 15 libras de presion, 120 °C durante

15 minutos.

8.2.3. Medio de cultivo para células eucaotas DMEM .

Para la preparacion de 1000 mL de medio DMEM, se agregé el contenido del sobre del
medio DMEM @Gibco, 31606034), 3.7 g de bicarbonato de sodio y 160 pL de fosfato de
piridoxal (25 pg/ pL) en un matraz de 2000 nalespués se agitdé en una dernmagnéticakl
medio de cultivo se esterilizo péltracion con un filtro de membraneon porode 0, 22 & m
(Millipore Merck-Z660493, una vez filtrado se cerro, etiquetd y se mantuvo en refrigeracion

hasta su uso

8.3. Extraccion de ADN gendmico.

La extracion de ADN genomicose realizdO mediantena técnicamodificada en el
laboratorio Calva/Puente (IBT/UNAMUN cultivo de 5 mL deS. maltophilia crecidapor 24
horas a 37°C fue concentrado por centrifugacion a 14000 r.p.m, la pastilla celular fue
resuspendida én 7 0 budfer SET 60 mM TrisHCI, pH 8.0, 50 mM EDTA, 20%acarosp
y3 0 ¢ dodedilsulfato s6dicgSDS) al 20%se resuspendiose inculd a80°C por 5 min

esto hace que sempanlas menbranas celulares y sean libdoalos acidos nucleico§edejo

Pagina | 45



enfriary seadicionabn2 e L de RNASs,aseifcdb®a 37°¢ pom45)minutos
Posteriormente segregaon2 0 0 ¢ L  IdaraCskpar8asl poteinas yestos celulares del
material genéticasevortexedpor 20 segundos hasta que se formara un precipitadimcubo

en hielo por 5 minutgsuegose centrifug a 13000 r.p.m. por 5 min a temperatura ambiente, el
sobrenadante ggasda un microtubo nuevy seprecipiaronlos &cidos nucleicoagregando

8 0 0 cisopropamolpara despuésentrifugar por 20 minutos a 12000 r.p.ra.temperatura
ambiente. Por ultimo, se tiré el sobrenadante y se lavé 3 vecesarmtal 70%, finalmenteel
ADN seresuspendicen 200 pL de buffede elucion (10mM TriddCl, pH 8.5). Todas las
muestras se almacenaror28°C hasta su analisie PCR punto final.

8.4. Andlisis bioinformaticos.

Con el fin delocalizarlos genes que codifican lasipds y ATPasas relacionados en la
biogénesis de la fimbria tipo IVa y tipo Vb en aislados clinicoS.dmaaltophiliase realizo un
andlisis bioinformatico con base en los estudios realizados en el grupo del Dr. Girén (Lara
Ochoaet al, Datos no publicamk). Elanalisisse inicié con la busqueda en el genoméde
maltophilia 13637 en la base de datase NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Para  esto, en el motor  de basqueda  de PubMed
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubm¢d vy en el ap arsehbaustel geromai Ge n o 1
completo de la cepa de referenciaSdmaltophiliaen la lista de los genomas por especie, una
vez encontrado el genoma completo con el codigo NZ_CP008838, se localizaron las secuencias
de los genes relammados con la biogénesis de las fimbrias tanto su pilina principal como su
ATPasa de polimerizacién, para la fimbria tipo 1Va los gepié&l, pilA2 y pilB; para el tipo
IVb: flp y tadAy para la fimbria SMFL: smf1ly papC La busqueda de SMFEse utilizy como
control positivo de aislados clinicos 8emaltophiliade acuerdo a lo publicado por De Oliveira
Garcia en 2003, que indica que SWIEs expresadaxclusivamente por cepas 8emaltophilia
de origen Bnico y no por cepas ambientaldés que sugiee que sonfactores de virulencia
determinantes en el proceso de las enfermedades generadas por este faddogdineira
Garcia et al., 2003 La localizacion de genes se realizé mediante el nombre o funcion y en
algunos casos mediante el alineamiento con genes homélogos presentes en otras bacterias. Las
secuencias de los genesresturales que codifican para las pilinas principales y ATPasas de
polimerizacion fueron copiados en formato FASTA y analizados en el programa Serial Cloner
v2.6.1
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La finalidad de realizar los andlisis clas secuenciade los genes que codifican para
las ATPasague debido a que poseen una mayor conservacion con respecto a los genes que
codifican para las pilinagrincipales lo que permitié corroborar la presencia y/o ausencia de
los genes relacionados con la producalé cada una de las fimbrias en los aislados clinicos de

S. maltophilia

8.5. Disefio de oligonucledtidos
Las secuencias de los genes de pilinas y ATPasas en formato FASTA, se analizaron con
el programa SerialCloner v2.6.1 para generar la cactem@lementaria. &s oligonucleotidos

se disefiaron de forma manual de acuerdo a los criterios qacse en laada 5.

Tabla 5. Criterios para la seleccién y disefio de oligonucle6tidos

Tamafio 15-25 nucleoétidos de longitud

Temperatura de alineamientqd 50-65°C

Contenido GC 40-60%
Auto-complementariedad Se debe evitar
Similaridad 100% la cadena molde

Una vez disefiados se utiliz6 el programa en linea de @digo
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.ht@ligonucleotideProperties Calculator

para poder analizar las secuencias de los oligonucleétidos, obtener la temperatura de
alineamiento tedrica, descartar la formacion de estructuras secundarias y da auto
complementaridad?or Gltimo, una vez evaluadassloligos que se disefiaron se mandaron a
sintetizar ala compafia T4 OLIGOEN la tabla6 se indican las secuencias de los

oligonucledtidos utilizados en este estudio.
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Tabla 6. Oligonucleotidosdisefiados para la amplificacién de genes por PCR punto final.

Nombre del bgonucledtido

Secuencia 5A 3’

Posible funcion del gen relacionado

Fimbria tipo 1Va

PILALRTF (forward)

cccagttcgagatggagaag

PILA1RTR (reverse)

ccgtagcggcatttacagtag

Proteina fimbrialpilina principalPilAl

PILA2RTF (forward) atcggtggcgcccagaacg
Protena fimbrial, pilina principal RPA2

PILA2RTR (reverse) atagcgcgcttcgaacgcgce
PILBRTF (forward) atgccgctgttcgacgtg

ATPasa HB
PILBRTR (reverse) caggatcggctcgaccac

Fimbria tipo IVb
FLPSTF(forward) cgcaagttcctgaaggaagaal
Proteina fimbriglpilina principal Ap

FLPSTR(reverse) cggagaggttcttgaacagcg
TADARTF (forward) agcatcgaggacgagcgc

ATPasa BdA
TADARTR (reverse) attgatcaggatgtcctc

Fimbria SMF-1
SMSTF(forward) aacctcattgccgctctg
Proteina fimbrialpilina principal $nf-1

SMSTR(reverse) atgccgacggtgacccac
PAPCRTHF(forward) ttcgtcggctacagcttc

ATPasa RpC
PAPCRTR(reverse) ataggtggcgatgctctg

8.6. PCR de punto final.

La amplificacion de los geneslacionados con la formacion de las fimbrias tipo IVa
(pilAL, pilA2y pilB), tipo IVb (flp/tadA) y tipo 1 6mfl/papO); se realizd con la técnica de PCR
irte d mzam d@r d ean e {heMoiSshes r

de punto f

nal

Mi

Scientifig. Cada reaccion se preparé en un volumen final de 15 pL con los componentes que se

indican en la tabl&.
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Tabla 7. Mezcla de reaccién para la PCR de punto final

DreamTaq Green PCR Master Mix (2X] 7.5 pL

Forward primei(10 uM) 0.6 uL (0.4 um)
Reverse primef10 uM) 0.6 uL (0.4 uMm)
ADN gendémico (templado) | - (25 ngi 100 ng
Agua libre de nucleasas c.b.p’

Volumen total 15 L

*cantidad bastante para.

Las condiciones de reaccion pramplificacionde los genes que codifican las fimbrias
tipo IV y tipo | deS. maltophiliafueron las mismag seindicanen la tabla8. Las reacciones se
realizaron por duplicadenuntermocicladomodeloVERITI (Applied Biosystem)

Tabla 8. Condiciones de reaccion para la amplificacién por PCR

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizaciéimicial 95 3 minutcs 1
Desnaturalizacion 95 2 minutcs
Alineamiento 58 1 minuto 30
Extension 72 1 minuto
Extension final 72 10 minutes 1

8.7. Electroforesis en gel de agarosa.

Serealiz6la electroforesis en gel de agarosa como método para separar, identificar y
determinar el tamafo de los fragmendesADN de los productoamplificadospor PCR, esto
con base en su peso molecular. Los produi¢oBCRfueroncargados en geles de agarosa al
1% sumergidoenbuffer TAE 1X (4 mM Tris-acido acético glacialLmM EDTA) y separados
en un rango de 9500V. Tras h electroforesidos productos fueron visualizados mediante la
tincion con bromuro deetidio y exponiéndolos en un transiluminad@e( Logic 212 PRO,

Carestream).

8.8. Ensayos de formacion de biofilm.
Para evaluar el papel de las fimbrias tipo IV clase A y B en la formacion de biofilm de
S. maltophilia se seleccionaron aislados clinicos qoeamplificaron algun®de los genes

relacionados con las fimbrias tipo IV clase A y B, esto con la finalidad de poder relacionar la
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presencia y/o ausencia de estos genes con la formacién de biofilm ya que se sabe que las fimbrias
tipo IV participan en ldormacion de estas estructuras.

Las cepas fueron precultivadas en 3 mL de medio LB a 250 r.p.m?@ 83@r 18 h,
después smocularonpor duplicadcentre 30 a5@ L de | as ce eralsmLpge ecul t
medio NYG y DMEM en placas de 24 pozatesfondo plan con tapaCorning. Las placas se
incubaron a 37TC y a temperatura ambiente por 8 horas. Posteriormente, se eliminé el medio de
cultivo de los pozos y las bacterias adheridas se ladaveneson3 mL dePBS 1X(0.137M
NacCl, 0.0027MKCI, 0.01M NaHPQ;), se fijaron con 500 pL de formalina al 2p6r 20
minutosy despuégueron tefiidas coh mL decristal violeta al 5% por 20 minutos. Desplass
placas se lavaron con agua estérilsg dejaron secarcompletamenteen una estufa
microbioldgica (aproximadamete 10 minutos).Por dltimo, las bacterias adheridase
resuspendieron eh mL demetanol absoluto por 10 minutos y se midiébaabancia 20

nm con en el nanofometro NanoPhotometer® @lass Rimplen).

8.9. Andlisis estadistico

Las graficas y analisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 8.0.2
(GraphPad Software, Inc., CA, USAg utilizé un analisisNOVA de dos viay la diferencia
significativa se calculcc on e | test de c o Dymaed a osiderando m¥al t i
diferencia significativa £0.05.
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8.10. Diagrama de trabajo.

Buscar las secuenciasde

los genes que codifican Disefiar los
paralas pilinasy ATPasas oligonucleotidos Extraer el ADN
de la fimbria tipo IVa delanteroy reversode genémico de los
(pilAL, pilA2 y pilB), tipo cadauno de los genes aislado<linicos
IVb (flp/tadV) y de la deinterés
fimbria SMF1 (smf/papB.
v
Separaly determinarel
; i tamafio de los Analizar resultados
E:;élégéﬁargﬁﬁ%g?aega fragmentosdel ADN de para determinar la
(PCRpuntofinal) los productos de la presenciade los genes
PCR con una encadaaisladoclinico

electroforesis

\Z
Seleccionalos aislados
clinicos carentes de Realizar ensayos de
operones codificantes biofiim a los aislados
para las fimbrias tipo clinicosseleccionados
IV (IVay IVb)

Figura 13. Diagrama de trabajo

9. RESULTADOS.

9.1. Disefio de oligonucleétidos para la amplificacion de genes relacionados con
fimbrias tipo IV en S. maltophilia

Para iniciar este trabajo, primero se requeria localizar los genes putativos implicados en
la biogénesis de la fimbria tipo IV (clase A y clase B) en el genorBameltophilial3637 asi
gue con base en los estudios realizados en el grupo del Dr, §&&n@alizé una busqueda mas
puntual de estos genes emésededatos deNCBI. Primero se busda secuencia dglenoma
de la cepas. maltophilia 13637 conel nimerode referencidNZ_CP008838.1para después
localizar los genes que codifican para lagasg principales y sus ATPasas de los operpites
flp y smtl. La finalidad de detectar las secuencias de los genes de ATPasas fue debido a que
muestran una mayor conservacion entre las cepas con respecto al de las pilinas, por la funcién
gue desempefanubicacion en la maquinaria de la fimbria. Por tanto, la deteccion de una parte
de los genes de ATPasas permitid corroborar la presencia o ausencia de los operones

relacionados

Pagina | 51



Las secuencias de los genes se descargaron en formato FASTA y manipulaaiaie med

el programa SerialCloner 2.6.1 para generar la cadena complementaria, los oligonucleétidos se

disefiaron de forma manual de acuerdo a los siguientes criterios: el tamafio de los

oligonucleodtidos de entre 181 pares de bases, una temperatura deaatieato de 58°C y el

tamafio del producto esperado < de 500 pb (este tamafio debido a que estos oligonucleétidos

también fueron usados para4gPCR). Posteriormente, los oligonucledtidos fueron evaluados
en el programa Oligoalc: Oligonucleotide Properties  afculator

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.Dtnpara descartar principalmente la

formacién de estructuras secundarias y la autocomplementaridad en los mismdsh&rla

se muestran las caracteristicas de los oligonucleétidos que se disefiaron para este estudio.

Tabla 9. Caracteristicas de los oligonucle6tidos disefiados para la amplificacion de los genes de
pilinas y ATPasas asociados cdiimbrias tipo IV enS. maltophilia

Fimbria tipolVa
Gen . - Temperatura de Tamafio de L Tamatio del
: Oligonucledtido . . o . i Funcion producto
relacionado alineamiento teorica oligonucleotidos|
esperado
pilAl PILA1IRTF 53°C 20 pb Pilina
OiAL PILAIRTR 55.5°C 21 pb Pilina 201 pb
pilA2 PILA2RTF 57.2°C 19 pb Pilina
- — 180 pb
pilA2 PILA2RTR 63°C 21 pb Pilina
pilB PILBRTF 55.3°C 18 pb ATPasa
pilB PILBRTR 54°C 18 pb ATPasa 195 pb
Fimbria tipolVb
flp FLPSTF 55.5°C 22 pb Pilina
fip FLPSTR 57°C 21 pb Pilina 139 pb
tadA TADARTF 58°C 18 pb ATPasa
tadA TADARTR 51.4°C 18 pb ATPasa 220 pb
FimbriaSMF1
smfl SMSTF 52.3°C 18 pb Pilina
— 422 pb
smfl SMSTR 53.7°C 19 pb Pilina
papC PAPCRTF 52.2°C 20 pb ATPasa
papC PAPCRTR 51.7°C 21 pb ATPasa 184 pb
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9.2. Estandarizacion delas condiciones de amplificacion de los genes relacionados con
las fimbrias tipo 1V.

Antes de iniciar con la deteccidle los genes relacionados con las fimbrias tipo IV en
los aislados clinicos d&. maltophilia primero se realiz6 la estandarizacion akdondiciones
de reaccion para la amplificacion de los genes. Para esto, la cepa de refergnpialtphilia
se cultivd en medio LB toda la noche a 37°C y al dia siguiente se extrajo el ADN gendmico, se
cuantifico por espectrofotometria y se analintua gel de agarosa. Posteriormente, se realiz
|l a PCR de punto final par a ¢ abDreaamfagq Greep BCR s e p a
MasterMx ( Ther mo Fi sher Scientific) al 1X, | os
nmM, ADN templado(25ngi 100ng) y agua hasta completar un volumen final de reaccion de
15 L.

NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC

200 bp180 bp
140 bp

Figura 14. Estandarizacion de las condiciones de amplificacion de los genes relacionados con las fimbrias tipo \&en
maltophilia 13637.A) Amplificacion de los genefip, pilAl, pilA2y smfrelacionados con las pilinas principales de fimbrias
tipo IV. B) Amplificacién de los gendadA, pilBy papCrelacionados con las ATPasas de fimbrias tipo IV. Geles de agarosa
al 1% tefiidos con bromuro de etidi®e indican los tamafiafe los productos amplificadoademéas deinarcador de peso
molecular (MPM)y el control no templad@NTC).
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Las condiciones de reaccion en el termociclador se detallan en |18 tabiproductos
obtenidos fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa al 1%, tefiidos con bromuro de
etidio y visualizados en el transilumda (Gel Logic 212 PRO, Carestreanin la figural4-

A se muestran los productos amplificados de fragmentos de genes de las pilinas praeipales
flp (139 pb) pilAl (201 pb)y pilA2 (180 pb) con los tamafios de producto esperado, asi como
los controles ntemplados (NTCy el marcador de peso molecular (MBMS$to con la finalidad

de descartar la contaminacion de los reactivos utilizados en la PCR. Mientras que en la figura
14-B se muestranios productos obtenidos de la amplificacion de gendasi&TPasa pilB

(195 pb),tadA (220 pb) ypapC(184 pb) con los tamafios de producto esperado, asi como los
NTCy el MPM.

Las modificaciones para la amplificacion se realizamratemperaturae alineamiento
(Tm) delos oligonucledtidosy el nimero de ciclos en la PC&e utilizé una Tm de 58°C para
todos los oligos porque el disefio fue dirigido para que compartieran temperaturas de
alineamiento similares. El nimero de ciclos se modjja@ evitar errores como el de ejecutar
demasiadogiclos, lo que podria incrementar la cantidad y complejidad de productos no
especificosMientras qugyocos cicloglarian como resultado un bajo rendimiento del producto.

Como se observa en fgura 14, las condiciones de reaccion utilizadas generan
productos del tamafio esperado con una menor cantidad de productos inespecificos, por lo que

éstas fueron empleadas para la amplificacién en los aislados clinicos de nuestro estudio

9.3. Amplificacién de genes relacionados con las fimbrias tipo IV en aislados ¢tios

de S. maltophilia

Una vez estandarizadas las condiciones de PCR, se proddditiificar los genes que
codifican las pilhas y ATPasagelacionados con las fimbrias tipo IV clase A y B, asi como
SMF1 enlos 41laislados clinicagpor medio de la apiificacion por PCR de punto final. Para
esto, se hicieron cultivos de cada uno de los aislados clieicbsmL demedio LBy se
crecierontoda la nochen agitacion a 37°C, al dia siguiest extrajo eADN gendmico de
cada cepase cuantificy se anako mediante electroforesis

Las reacciones de amplificacién se realizaron por grupos de genes, para cada grupo se
incluyd siempre el NTC y el control positivo utilizando ADN de la cepa 13637. ADN de cada

aislado clinicdue analizad por duplicadgara todos los genes por PCR y en algunas ocasiones
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se tuvieron que analizar por triplicado, segun fuera necesario. Los resultados se muestran a
continuacion

En la figural5 se muestrdas amplificacionesde los fragmentos de los genes de las
pilinasprincipaleslp, pilAly pilA2) en los aislados clinicos SM 1 yu) control no templado
(NTC), un control positivo ATCC 13637) En el caso del aislado clinico SM#& observa que
no se amplifio el fragmento debenfip.

En la figural6 se muestra lamaplificacion de los fragmentos de genes de las ATPasas
(tadA pilB y papC)de los aisladoslinicos SM 1y 2, ademal control no templado (NTC) y
el control positivo (ATCC 13637). En este cgsaraSM 2seamplificarontodos los fragmentos
de genes asociados a las ATPasas, mientras que SM 1 solo arppBficpapC

El resto de las figuras de los productos amplificados correspondientes a cada cepa se

indican en el apartado de anexos.

NTC 13637 SM1 SM 2
A A A A
[ 1 1 [ 11 1
MPM flp pilA1  pilA2 smf flppilAl  pilA2 smf flp pilAl pilA2 smf flp pilAl pilA2

Gen Tamafio del
10 000 bp relacionado producto

Fimbria tipo IVa

pildl 201 pb

pild2 180 pb

pilB 195 pb

Fimbria tipo IVb

fp 139 pb

fad4 220 pb

Fimbria SMF-1

smf-1 422 pb

papC 184 pb

Figura 15. Amplificacion de fragmentos de genes de las pilinas principalefif, pilAl, pilA2 y smf1) de los aislado
clinicos SM 1y 2Se indican los fragmentos amplificados en la cepa 13637 con su tamafio en pb y la ausencia de a
en el control naemplado (NTC). Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de.etidio
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NTC 13637 SM1 SM2

A A A A
| 1| | I | | I | 1

MPM tadA pilB papC tadA pilB papC tadA pilB papC tadA pilB papC

Gen Tamafio del
10 000 bp relacionado producto
Fimbria tipo I'Va
pildl 201 pb
1000 bp : ; | | pild2 180 pb
pilB 195 pb
500bp Fimbria tipo TVh
‘ Ap 139 pb
fadd 220 pb
Fimbria SMF-1
smf-1 422 pb
papC 184 pb

Figura 16. Amplificacion de fragmentos de genes de las ATPasdadA, pilBy papQ de los aislados clinicos SM 1y 3¢
indican los fragmentos amplificados en la cepa 13637 con su tamafio en phsgtaia de amplificados en el contro
templado (NTC). Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de.etidio

Los resultados obtenidde la identificacion de genes asociados a fimbrias tipo I¥.en
maltophiliamediante PCR punto final se resumen en la thhl@n dondegara la fimbria tipo
IVa(pilA) 6 (15%)aislados clinicoamplificaron al gen de la pilina principgifAl), 33 (80%)
amplificaron el gen de la segunda pilipeincipal (pilA2) y 40 (98%) ampficaron el gen
relacionado con su ATPaspilB); para la fimbria tipo N (flp), 35 (85%)aislados clinicos
amplificaron el gerflp y 39 (95%) el genadA mientras que paral gen relacionado cda
fimbria tipo chaperonayudadoragmf-1), los 41 aislados clinicos (100%) amplificatanto

el genrelacionado con spilina principalsmfl, asi como el gen daiATPasapapC

Pagina | 56



Tabla 10. Porcentaje de genes amplificados por PCR asociados a fimbrias tipo & aislados
clinicos deS. maltophilia

Fimbri Gen relacionado con la fimbria tipg Aislados clinicos que
imbria e
IV/chaperona ayudadora amplificaron el gen
pilAl (pilina principal) 6 (15%)
IVa (Pil) pilA2 (pilina principal) 33 (80%)
pilB (ATPasa) 40 (98%)
flp (pilina principal) 35 (85%)
Vb (Fip) tadA(ATPasa) 39 (95%)
SMFE-1 smtl (pilina principal) 41 (100%)
(Smf-1) papC(ATPasa) 41 (100%)

En latablall se resumen los resultados de la amplificaciotodes los fragmentos de
genes asociados con las pilinas principales y sus ATPasas en los 41 aislados clinicos analizados.
El aislado AC 6 no amplificé para los 3 genes asociados con la fimbria tipo IV clad& A (
pilA2 y pilB) y la cepa SM 1 fue neda& para la amplificacion de genes relacionados con la
fimbria tipo IV clase Bflp y tadA, mientras que todos los aislados amplificaron ambos genes
asociados con la fimbria SME El aislado SM 25 gener6 un resultado no concluyente con
respecto al getadA debido a que no fue posible, después de 3 repeticidegEsminar como

positiva o negativa la amplificacién.
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Tabla 11. Amplificacion por PCR de genes asociados a fimbrias tipo IV en 41 aislados clinicos @

maltophilia.
Pil Flp SMF-1

pilAl pilA2 | pilB tadA | smfl papC
13637 + + +
SMD91
AC1
AC 2
AC 3A
AC 4B
AC 5
AC 6 =
T240 -
T302 -
T533 -
T673 -
SM 1 +

SM2 -
SM3 -
SM4 -
SM5 -
SM7 -
SM8 -
SM10 -
SM12 -
SM17 -
SM13 -
SM14 -
SM15 - -
SM18 -
SM22 -
SM23 -
SM25 -
SM108A -
SM109A -
SM110 -
SM111 -
SM113 -
SM115B -
SM117 -
SM119 -
SM121 -
SM122 -
SM123 -
SM124 -
SM125 - +
SM126 - + + + + +

Seindica con un asterisco los aislados clinicos inciertos, con + los aislados clinicos que amplificaron el fragmento del gen de
interés y por ultimo coin los aislados clinicos donde no se amplifico el gen de interés. También estan marcados los aislados
clinicos con un sombreado los que formaron parte de los ensayos de formacion de biofilm ya que en estos aislados clinicos no
se amplificaron alguno de los genenes de interés.
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9.4. Ensayos de formacion de biofilm de aislados clinicos & maltophilia

Con base eros resultados obtenidoen la amplificacion por PCRde los genes
relacionados con las fimbrias tipo,Ige seleccionaroaguellosaislados clinicos que fueran
carentes del gefip (aislado clinico SM 1)tadA (aislado clinico SM 1 y 25QilAl (aislados
clinicosT302, SM 17, 12, 25, 15 y AC §)ilA2 (aislado<linicos SM17, SM15 y AC 6) pilB
(ACB6); esto con ldinalidad de asociar la auséadetalesgenes corel fenotipo ddormacion
de biofim de S maltophiliasobre superficies abioticas.

Para estose realizéel ensayo de formacioncuantificacion debiofilm con el método
de placa con tincion de cristableta, descrit@n materiales y métodoBrimero fue necesario
tener un precultivo emedioLB delos aislados clinicos seleccionados, despgeésocularon
(mismo numero de bacteriash placas de 2gozosde fondo plano con tapanteniendo 2
diferentesmedios (medioNYG y medio DMEM). Las placasse incubarona temperatura
ambientey 3 Posteriormentae elimind el medio, las céluladherida a los pozose fijaron
y tifieroncon cristal violeta al 5% se resuspendieron en metanol absokittalmente 8 midid
la densidad 6pticaa 620 nm en el nanofaimetro NanoPhotometer®-@lass (Implen). Se
utilizaron como controles la cepa de referemgss. maltophilia 13637 ySMDP92 yE. coli
enteroagregativa (EAE@pmo un buen formador de biofilm.

Los resultados obtenidse muestran en fegural?, en el ensaya 37°C(Figural7 A)
se observa una variacion en la intensidad del colorante en tmlpe4os, aungues que se
inocularoncon los aisladoAC 6y SM 17tantoen NYG como en DMEMontieneruna menor
cantidad de colorant®on respecto al control 13637. Sin embargo, en los pomosglaislado
clinico T302(en ambos medios) solma minimeacantidal de colorantéue visible respecto de
la cepa controEsto se comprobénla cuantificaciorde la formacién de biofilque se muestra
en lafigural7 A, en el que se obsergaie a 37C en medio NYG logislad clinicos AC 6,
T302y SM 17 mostrarm unadrastica reduccién en Edherencia y formacion de biofilm con
respecto a la cepa control 13637, registrama® mayor diferencia significativa (P < 0.001)
Mientras queds aislados clinicoSM 15y SM 12presentamnamenor diferencia significativa
en la capacidad de adherencia y formacién de bipfitm respecto a la cepa contiebr otro
lado, en medio DMEM(Figural7 A) solo losaislada clinicas T302y AC 6 presentaron una
menor capacidad de adherencia comparada con la cepa, X388@ lo india el analisis

estadistico.
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Respecto al ensayo de biofilm a temperatura ambigoite se observiona disminucién
en la intensidad del colorant@ los pozos inoculad@®n la cep&M 17 mientras que el resto
de los pozos se observaron con un color sinfifégura 17 B). Esto secorroborécon la
cuantificaconde la formacion de biofilm que se muestra en la figura 17 B, en el gbsawa
guea temperatura ambiené® medio NYGsololos aislado$SM 17, T302 y SM 12nostraron
unadisminucionen la adherencia y formacion de biofilm con respelctomatrol Por ultimo, en
medioDMEM (Figural7B) solo la cepa SM 17 presenté una menor capacidad en la adherencia
y formacioén de biofilm comparada con el control, como lo indica el andlisis estadiktesto
de las cepas no presentaron diferencias significativas en la capacidad de adherencia.

En generalS. maltophilial3637 forma mayor cantidad de biofilm cuando se cultiva en
medio NYG en ambasmpeaturagespecto del mediDMEM. LosaisladosclinicosT302, AC
6 y SM 17 que mostraron una menor capacidad de adherencia y formacion de doafilm
respecto al contrdlenen en comdn que no contienen alguh®®s genes relacionadasn la
fimbria tipo IV clase A Mientras quéos aislados clinicoSM1, 15 y 25carentes déos genes
relacionados con lémbria tipo IV clase B no mostrarondiferencias significativas en la
capacidad de adherengidormacion de biofiimTales datos sugieregue la fimbria tipo IV
clase A de S. métophilia es importante para swadherencia yformacion de biofilm
principalmente cuando se cultiva a 37°C.
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Figura 17. Ensayos ddormacion de biofilm deaislados clinicos de&S. maltophilia

Cuantificacion del rétodo de placa con tincion de cristal violdeala formacién de biofilnen aislados clinicos d& maltophiliacarentes de genes relacionados con la piliirecipaly/o ATPas.
de las fimbrias tipo IV. Las bacterias se inocularon en placas de poliestireno de 24 pozos conteniendo medio NYG y DMEiMayeea 37°C durante 8 horas y a temperatnaiente pc
18 horas. La medicion de la densidad oOptica se realizo a 620asmsteriscos sefialan la diferencia significativa calculada por ANOVA utilizando el método Dunet (8901; **P < 0.002

*P < 0.033; ns K 0.12 diferencia no significatiyfaEAEC no aplica para analisis estadistico. Los ensayos se realizaron por duplicado.
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10.DISCUSION

La recientesvidencia clinica y epidemioléga destaca la importancia 8emaltophilia
como un patdogenonosocomial humanm emergente, particularmente epacientes
inmunocomprometidosAlgunas de la caracteristicas que identificaestemicroorganismo
son su resistencia intrinseca a los antibiéticos y la facilidad de desarrollar resistencia a los
medicamentos utilizados el tratamiento de infecciones drospitales, su adherencia a
superficies bidticas y abioticas, y sapacidad de formaiofilm sobredispositivos médicos
ademas dsobrevivir en ambientasosocomiales

De OliveiraGarcia y olaboradores en 2002 y 2003 destraronque el flagelo y la
fimbria. SMR1 contribuyen conla modulacion y el desarrollo de esta estructuraSen
maltophilia(De OliveiraGarcia et al., 2003Bin embargoesta ampliamente documentado que
en el desarrollo de biofilm participan diversas estructe@so el caso de la fimbria tipo IV
quees un factode virulencia requeridenla adherenciaformacion debiofilm y desarrollo de
la enfermedadausada por patégenos importanges ejemplo, ef®. aeruginosauna bacteria
filogenéticamente relacionada c8rmmaltophiliay que expresdiferentes fimbrias tipo 4 (tipo
IVa, IVb y Tad)(Burrows, 2012).

Recientementeen el grupo del Dr. Girége realizéuna busqueda en la secuencia del
genoma dé&. maltophiliacepa 1363¥ seidentificarongenes que codifican paeaafimbria tipo
IVa y IVb, cuya funcién en el mecanismo de patogenicidadS. maltophiliaadn es
desconocidppero se propone & maltophiliacontiendas herramientas genéticas necesarias
paraensamblar dos clases distintdesfimbria tipo 1V, las cualespodriandesempefianna o
varias de las diferentes funciones atribuidas anéria tipo IV y actuaren conjunto para
realizaruna colonizacion exitosan elhuéspedLaraOchoaet al, En preparacion En este
analisis bioinformaticoseidentificaron 22 genegputativosimplicados en la formaciéde la
fimbria tipo IV clase A los cualesse encontraromlispersos por todo el cromosomaja
caracteristicale los genesnplicados en ldbiogénesis déa fimbria tipo IV clase A, mientras
que los genesmplicados en laormacion de lafimbria tipo IV clase B estanipicamente
agrupadogBerry & Pelicic, 201% Hastala fecha, se han identificado aproximadamente 45
genes que son importantes en la biogénedssfitabria tipo 1V clase A erP. aeruginosaEstos
genes incluian aquellos que codificaban la pifmiacipal (PilA), las pilinas menores gu
forman la base la punta de la fimbrigFimT, FimU, PilV, PilwW, PilX, PilY1 y PilY2), proteinas
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necesarias para el ensamblaje (PRBC, PilD, PilF, PilM, PilN, PilO), ATPasas que regulan

la retracciérde la fimbria(PilT y PilU), proteinas reguladoras (RpoN y PBRS) que controlan

la transcripcion del gen pilA en respuesta a estimulos ambientales, entre otros (Burrows, 2012)
De manera interesantge identificarordos genegutativosrelacionados con lpilina

principal (pilAl y pilA2) de la fimbria tipo IV clase An el genoma d8. maltophilia cuyos

genedorman parte de 7 ORF contigu@slD, pilC, pilAl, pilA2, pilB, pilRy pilS) (Lara-Ochoa

et al, En preparacignLas prepilinas PilAl y PilA2 e8. maltophiliamuestran caracteristicas

tipicas de las prepilinas tipo IV en generalr gjemplo sorun péptidosefial corto, de alta

conservacion conesiduos hidrofilicosy e ut r o0 s g u ehélicela aua se requiere U

para las interaccionete subunidaesubundad dirante el ensamblaje de la fimb(Berry &

Pelicic, 2015. PilAl enS. maltophiliacomparte 49% de identidad con PilA Xefastidiosay

PilA2 en S. maltophiliacomparte 43% con PilA dP. aeruginosa(LaraOchoaet al, En

preparacioh El papel de cadgilina ha sido investigado en varias bacterias, ggemplo,en

Pseudomonas stutzerel gen pilAl codifica la subunidad principade la fimbria y la

inactivacion del gepilA2 no afecta la produccion fimbrial, sino que aumentzalzacidad de

transformacion de las células®lestutzerjlo que sugiere que este segundo gen esta involucrado

en la represion déa captacion de ADN Graupner y Wackernagel, 2001). Eikenella

corrodens la subunidad principae la fimbriaesté codificada por el g@ilAl, y la inactivacion

del genpilA2 no cambia el fenotipo, lo que indica que el gen pilA2 en esta bacteria tampoco es

esencial para la biosintesis de fimbrias funcionalmente norntilesembargo, cuando se

elimin6 el gempilAly el genpilA2 se colocé bajo el control del promotufAl, E. corrodens

produjo fimbrias compuestas por la proteina PilA2 (Villar et al., 1999, 2001). La cianobacteria

Synechocystisp. esta rodeadae estruairas fimbririales delgadas y gruesas y, aunque la

inactivacién del gepilA2 no tiene ningun efecto sobredapresiérde ninguno de los dos tipos

de fimbrias, las fimbrias gruesas desaparecen cuando gilgdnse inactiva (Bhaya et al.,

2002. En Clostridium perfringensel analisis de prediccion estructural indico que PilAl es

similar a la pseudopilina encontradakdabsiella oxytocamientras qu®ilA2 es mas similar a

las fimbrias encontradas en patégenos gramnegatRicseruginosay N. gonorrhoeadqVarga

et al., 2006). Ademas, se ha demostrado que la pilina principal PilA2 de la fimbria tip€IV de

perfringens regula la adhesion a las células eucariotas del huésped cuando se exp¥esa por

gonorrhoeagRodgers et al2011).En Ruminococcualbusla pilina RIA2 no se externaliza ni

Pagina | 63



se involucra en la adhesién coordinada por la pilina Pé&lembargoyuna menor cantidad de
transcrito depilA2 en comparacion del gelAl sugieren quéa proteina PilA2 puede ser parte
del complejo de ensamblajejn ser una parte integral de la estructde la fimbria
(Rakotoarivonina et al., 2005Con estos resultadaosdicaria que pilAl1 se requiere paral
desarrollode la fimbria en la superficienientras que el segundo gatA2 podria tener poco o
ningun decto sobreestedesarrolloen la superficiele la fimbrige n  witching motilityo o el
desarrollo del biofiimDe cualquier maneras posible que la presencia de mas de una pilina
principal permita la evasion de la respuesta inmune y la versatilidad de las funciones que pueden
realizarlas fimbriastipo IV (Graupner y Wackernagel, 2001; Burrows, 2012)

En el analisis bioinformaticde S. maltophiliatambién se identificéa presencia de un
operon putativo que comprende 13 ORF que muestrartarfeaologia con los gen#ip/tad,
estos geneposiblementeodifican componentes involucrados en el ensamblaja fimbria
Flp, la cual e relacionada cola adherencia, formacién déofilm y la patogénesis evtras
bacterias(LaraOchoa et al, En preparacign La disposicibn de estos genesitativos
relacionados con la fimbria tipo Ide clase Ben S. maltophiliase encuentraltamente
conservadeen bacterias genéticamente relacionadasnyvarios patbgenos humanos. Sin
embargo el orden y la disposicion de este grupo de gesesasi idéntico al presente Bn
cenocepaciglaraOchoaet al, En preparacign

Se necesitan de alenos 12 genes paraf@macionde la fimbria Flp y para que esta
fimbria sea funcional y se relaciomen la adherencia (Tomich et al., 2007). Estos genes
generalmente se organizan linealmente en una sola direEsiérgrupo de genes generalmente
comienzan con el gefflp, seguido por el gen que codifica la peptidasa\) y los genes
restantes que codifican la maquina molecular (Tomich et al., 2B0&gruginosaontiene 13
genestad cuyos productos ensambl&nfimbria Flp la cual esté involucraden la fijaciéna
superficies abidticas y bidticagl contacto bacteridacteria yla autcagregacionEste grupo de
genes enesta bacteria tiene una organizacion genética distinta con algunas unidades
transcripcionales orientadas en diferentes direccjoloesual puedesugerir un proceso
reguladoriferente (Bernard et al., 2009).

Lasprepilinas de Flp, muestran caracteristicas estructurales similares entre las diferentes

especies bacterianas, sin embargo, el analisis filogenético realizado indecdajfirmbria Flp
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deS. maltophiliatiene mayor similitud con las pilinas 8e cenocepacigR. solanacearurny B.
pseudomallefLaraOchoaet al, En preparacidn

De manera analoga al papel que desemp&safimbriastipo IV en otras bacterias
patogenas humanas y vegetales, es razonable suponer que la dupbestdipo 1V deS.
maltophilia podria desempenfar funciones similares, por ejemplo, medianddhesiona
dispositivos nédicos y a las células huéspgmirmtiendo el desarrollo. de comunidades
bacterianas dentro y fuera del huésped. La capacidad de foiofibm fuertes aumenta la
resistencia bacteriana a lastimicrobianos (Costerton y DeMeo, 2011).

Si bien la produccion de cualquiera de las dos clasi@sbea tipo IV porS. maltophilia
aun no se ha demostrade, podria especulgue, al igual que otras bacterias Gram negativas,
la expresion de estos operoih@s cuales estamrlacionados con la formacion efimbria tipo
IV debe estar bajo una estacegulacion ambiental y nutricional. Por ejemphaencontrado
que el crecimiento de patdogenos humardes E. coli enteropatégenos M. coli
enterohemorragica O15#7 a 37C en medio de cultiMdMEM, induce la produccion da
fimbriatipo IV, la fimbriacomundeE. coli, y activan el ensamblaje y la funcién del sistema de
secrecion tipo BElliott et al., 2000; Rendon et al., 2007; Xicohten€attes et al., 2007). Estas
condiciones de crecimiento nutricional y ambiental imitan, en partecdadiciones de
crecimiento que prevalecen en el huésped. Por lo teatpodria planteda hipoétesis de que
bajo las condiciones de crecimiento in vitro o in vivo apropiddlanaltophiligpuede ser capaz
de producirfimbrias tipo IV, muy probablementeon funciones quke servirian a la bacteren
diferentes etapas durante las infecciones naturales en humanos. En resumen, el potencial de este
patégeno nosocomial para producir weiedadde fimbrias multifuncionales distintase
destacaor laversatiidad que podria adaptar pacalonizar diferentes tejidos y entornos del
huésped.

En este trabajo se estudiaron los genes relacionaddasposibles pilinas principales
y ATPasas de lafgmbrias tipo 4clase A y B en aislados clinicpsovenientes ddHospital de
Medicina de Charlotesville, Virginia de E.U.®ando como resultado que mbrcentaje de
aislados clinicoglueamplificaron & genpilAl (15%) fue menor quel porcentaje daislados
clinicosque amplificaron el gepilA2 (pilina) y el gerflp (88%). Ademas de que ead ensayos
de formacion de biofilnhos aislados clinicos T302, AC 6 y SM, los cuales posiblemernie

contienen algunos de los gersinterégelacionados con la fimbria tip®a mostraron una
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menor capacidad de adherenciagnfacion de biofilm con respecto al control. Mientras que
los aislados clinicos SM1, 15 y Zmsiblementecarentes de los genes relacioredon la
fimbria tipo IVb no mostraron diferencias estadisticas significativas en la capacidad de
adherencia y forma&an de biofilm.

Por otro lado, cabe sefalar que a la par de este estudio se realizé un trabajo identificado
los mismos genesn 18aislados clinicos provenientds| Hospital Universitario de Puebla
Buap. Dando como resultado un comportamiento similar al descrito en este trabajo, en el cual
el porcentaje daislados clinicos que amplificaron el gatAl fue menor quel porcentaje de
aislados clinicos que amptiaron el gempilA2 y el genflp.

Para explicar estos resultados y relacidaateficiencia en la capacidad de adherencia
y formacion de biofilm de algunos aislados clinicos con la posible carencia de los genes
relacionados con leormacion de Idimbria tipo IV, podemossugerir que la fimbria tipo IV
clase A en el caso dB. maltophiliaes la que probablemente esta involucrada con en la
formacion de biofilm y en el desarrollo de la enfermegladjuela pilina principal relacionada
con el genpilAl podriaser lague entraen contacto con el hospedegenere una mayor
variabilidad genética por esoen los resultados de la amplificacion de este gen observamos
aliados clinicos que aunque no amplifiquen estelayeariacion en la adherencia y foraién
de biofilmno se ve gravemente afectaBar otro lado, la pilina principal relacionada con el
genpilA2 podriaparecer que no es importante en el desarrollo de la enfermedad, ya que presenta
una menor variacion en la adherencia y formacion de bidgdittemas de umayor porcentaje
en la amplificaciérde este gerpero es importanten el desarrollo de la enfermedaarque
este gen se encuentra consenmd@astodos los aislados clinicos, lo cual sugiere que podria
estar formando parte de algunaestira queno esta tanto en contacto con el hospegenolo
gueno estarelacionada con la respuesta inmyngenera una menor variabilidad genética. Y
por ultimo podemos sugerir que en la fimbria tipo IV clase B, elflgeal estampresente en
todos bs aislados clinicosios indica que también tiene una funcién en el desamellta
enfermedad, ge proporque al estar presente todos los aislados cliseasmportante en otra
etapadel mecanismo de patogeniciddd S. maltophiliay al decontribuir al desarrollo de la
enfermedad

Cabe sefalar la importancia de este trabajo, ya que una vez se pudieran identificar este

tipo de fimbrias se podrian desarrollar biomarcadores para identificar esta bacteria en pacientes
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hospitalizados y generposteriormente estudios de epidemiologia molecul& deltophilia

en México.
11.CONCLUSIONES.

U La amplificacion por PCR de punto final de los genes asociados con la formacion de la
fimbria tipo IV clase A en los 41 aislados clinicosSianaltophiliaindicé queel 98%
contiene el gepilB (ATPasa)el 15%pilAl (pilina) y el 95%pilA2 (pilina). En el caso
de lafimbria tipo IV B, es muy probable quse identific que el gaiadA (ATPasa) fue
amplificado en el 95% de los aisladofip/(pilina) en el 88%. Mientras que los genes
relacionados con SME fueron amplificados en el 100% de los aislados cliniCos.
estose concluyejue la fimbria tipo IV clase A y clase B podrian ser importantes en el
desarrollo de la enfermedad causadaSanaltophiliadebido a que arriba del 95% de
los aislados clinicos contienen los genes que codifican para las ATéadas
respectivas fimbrias.

U Los ensayos de formacién de biofilm indican @uenaltophiliaforma mayor cantidad
de biofilm sobre placade poliestiren@uando se cultiva en medio NY&temperatura
ambiente o 37°QOespecto del medio DMEM. Los aislados clinicos T302, AC 6 y SM
17 queposiblementeo contienen algunos de los genes relacionados con la fimbria tipo
IV clase A mostraron una men capacidad de adherencia y formacion de biofilm
(diferencia estadistioaentesignificativa) con respecto a la cepantrol13637 Mientras
que los aislados clinicos SM1, 15 y@asiblementearentes de los genes relacionados
con la fimbria tipo 1V clase B, no mostraron diferen@atadisticasignificativas en la
capacidad de adherencia y formacion de biofilm.

U Segun los datogbtenidosse concluye quia fimbria tipo IV clase A dé&. maltopilia
podria tener una funcidén importante en la adherencia y formacion de biofilm cuando la
bacteria se cultiva a 37°C y posiblemente en el desarrollo de la enfermedad causada por
este patdégenoSin embargo, la fimbria tipo IV clase B podria tener una ifumc
importante en otra etapa del mecanismo de patogenicidad de este patdogeno y contribuir
de manera importante al desarrollo de la enfermedad
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12. PERSPECTIVAS.

1 Realizar secuenciacion de los aislados clinicos trabajados para confirmar la ausencia de

los geneselacionados con las fimbrias tipo IVa y 1Vb.

1 Realizar mutantes de los genes relacionados con las fimbrias tipo IVa y IVb para poder

comparar comportamiento de los aislados clinicos estudiados.

1 Evaluar la expresion de los genes relacionados cdimlbsas tipo IV mediantalguna

técnica com@RT-PCR erlas condiciones con las que se trabajé
1 Determinar la importancia de la fimbria tipo IVa y IVb lanformacion @l biofilm y

desarrollo de la enfermedadn el comportamiento de aislados clinicoambientales

de México.
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13.ANEXOS.

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gengslAl, pilA2 y flp de los
aislados clinicos AC 1y 2.

Control
No Templado  ATCC 13637 SMD AC1 AC2
| | I 1 |

[ [ 1 [ 1 [ | 1
MPM fip pilAl  pilA2  smf fip plAl  plA2  smf flp pilAl  pilA2  smf flo pilAl  pilA2  smf fip pilAl  MPM

10 000 bp

tadA 220 pb
smf-1 422 pb
100 bp papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gengslAl, pilA2 y flp de los
aisladosclinicos AC 2, AC3a, AC4b, AC5 y AC6.

A(i 2 ACl3a AC4b ACS5 Af 6
| |

[ 1 [ 1 [ ] [ 1 [ |
MPM  pilA2  smf flp  plAl  pilA2  smf  fip  pilAl  pilA2  smf fp  plAL  pilA2  smf  fip  pilAl  pilA2  smf  MPM

pildl 201 pb
pild2 180 pb

pilB 195 pb

Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio

Primer ensayo para ldéntificaciéon por PCR de punto final tbes genes relacionados con las
pilinas principales de lafémbrias tipo IV (flp, pilAl, pilA2) en los aislados clinico&C 1, 2,
3a,4b,5y6.
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Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gengslAl, pilA2y flp de los
aislados clinicos AC 1y 2.

Control
No Templado ATCC 13637 SMD AC1 AC2
[ l ] [ l 1 [ l 1 [ l 1 f_l_\

MPM fip pilal pila2 smf fip pilal  pila2 smf flp pilAL  pilA2  smf flp pilAL pilA2 smf fip pilA1  MPM

Gel de agarosa al 1% teiiido con bromuro de etidio

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gengslAl, pilA2y flp de los
aislados clinicos AC 2, AC3a, AC4b, AC5 y AC6

AC2 AC3a AC4b ACS5 AC6
J 1 J J J

[ 1 [ | ) [ 1 ( 1
pilA2  smf fip pilAl pilA2 smf fip pilAl pilA2  smf fip pilAl pilA2 pilAl pilA2 smf  MPM

Gen Tamaiio del
relacionado  producto

pilal 201 pb

Ppild2 180 pb

pilB 195 pb
V5 139 pb
tadA 220 pb
smf-1 422 pb
100 bp
papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio

Segundo ensayo para tientificacion por PCR de punto final bs genes relacionados con las
pilinas principales de lasmbrias tipo IV (flp, pilAl, pilA2) en los aislados clinicosC 1, 2,
3a, 4b, 5y 6.
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Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gengslAl, pilA2y flp de los
aislados clinicos AC 1y 2.

Control
No Templado ATCC 13637 SMD AC1 AC 2

[ 1 [ 1 [ 1 [ 1 [ 1

MPM fip pilA1 pilA2 smf fip pilAl pilA2 smf flp pilA1  pilA2 smf flp pilA1 pilA2  smf flp pilAl  pilA2

Gen Tamailo del
relacionado  producto

pild1 201 pb

o pild2 180 pb
pilB 195 pb

Sl 139 pb

tadA 220 pb

smif-1 422 pb

papC 184 pb

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gengslAl, pilA2 y flp de los
aislados clinicos AC 2, AC3a, AC4b, AC5 y ACS6.

AC2 AC3a AC4b ACS5 AC6

’_1_\' l AN l 1 [ l 1 [ l A

MPM smf fip pilA1l pilA2 smf fip pilA1 pilA2 smf fip pilA1 pila2 smf fip pilA1l pilA2  smf

1000 bp

Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio

Tercerensayo para ladentificacion por PCR de punto final s genes relacionados con las
pilinas principales de lafgmbrias tipo IV (flp, pilAl, pilA2) en los aislados clinicosC 1, 2,
3a, 4b, 5y 6.
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Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentogle genedlp, pilAl, pilA2 y smfl
de los aislados clinicos T240 y T302.

Control
No Templado ATCC 13637 ACT240 ACT302
| | | |

r LI & 1 [ 1 1 1
MPM flp pilA1 pilA2 pilA1 pilA2 pilA1 pilA2 smf pilA1 pilA2 smf

Gen Tamaiio del

relacionado  producto
pildl 201 pb
Ppild2 180 pb

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gendkp, pilAl, pilA2 y smfl
de los aislados clinicos T533 y T673.

ACT533 ACT673
| |

pilA1 pilA2 pilA1 pilA2

Gen Tamario del
relacionado  producto

pildl 201 pb

Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio

Primer ensayo para ldentificaciéon por PCR de punto final tbes genes relacionados con las
fimbrias tipo IV (flp, pilAl, pilA2 y smfl) en los aislados clinico&C T240, T302, T533 y
T637.
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Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gendlp, pilAl, pilA2 y smfde
los aislados clinicos AC T240 y T302.

Control
No Templado ATCC 13637 ACT240 ACT302

___flp pilA1 pilA2 smf fl pilA1__ pilA2 smf fl pilA1L pilA2 smf fl pilA1__ pilA2 smf

Gen Tamaio del
relacionado  producto

pild] 201 pb

pild2 180 pb

pilB 195 pb
flp 139 pb

Gel dag:rosa 1% teflido con bromuro de etidio

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gendkp, pilAl, pilA2 y smfde
los aislados clinicos AC T533y T673.

Aislado clinico T533 Aislado cli'nico T673
|

MPM flp pilA1 pilA2 smf flp pilA1 pila2 smf

Gen Tamailo del
relacionado  producto

pildl 201 pb

pild2 180 pb

pilB 195 pb
o 19
tadA 220 pb
smf-1 422 pb
papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio

Segundo ensayo para tientificacion por PCR de punto final bs genes relacionados con las
fimbrias tipo IV (flp, pilAl, pilA2 y smfgn los aislados clinicdsC T240, T302, T533y T637
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Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gendadA y papCde los
aislados clinicos AC 1, 2, 3a, 4b, 5, 6 y T240.

Control
No Templado
1

— ATCC 13637

SMD AC1 AC2 AC3a AC4b AC5 AC6 ACT240
| T, 1 1 | 1 1 1
MPM TadA PapC TadA PapC TadA PapC TadA PapC TadA PapC TadA PapC TadA PapC TadA PapC TadA PapC TadA

- Gen Tamaiio del
“ - 5 S e e p— -

< e - ;’sl,ﬂ, .-a. “, ‘,cs - -«-u- g 5 i >

e e T e ey i R i I e e W5 - relacionado  producto

pildl 201 pb
=
o pild2 180 pb
o
i pilB 195 pb
- _Fwimiroe
—_— fip 139 pb
Ty _—
ey tadA 220 pb
_PILITIPOTSMET
- smf-1 422 pb
papC 184 pb

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gengadA y papCde los
aislados clinicos AC T240, T302 T533y T673.

ACT240 ACT302 ACT533 ACT673
] | \ |

Gen Tamaiio del
relacionado  producto

pildl 201 pb

Ppild2 180 pb

Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio

Primer ensayo para ldentificacion por PCR de punto final tis genes relacionados con las

fimbrias tipo IV (papC y tadAen los aislados clinicasC 1, 2, 3a, 4b, 5, 61240, T302, T533
y T637.
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Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gend¢adA y papCde los
aislados clinicos AC 1, 2, 3a, 4b, 5, 240, T302 T533y T673.

ATCC

Control
13637

No Templado SMD AC3a AC4b ACS AC6 ACT240 ACT240 ACT302 ACTS33 ACT673

T s S Ty S S

MPM pilB pilB pilB pilB pilB pilB pilB pilB pilB pilB pilB pilB pilB pilB

Gen Tamailo del
relacionado  producto

pildl 201 pb
pild2 180 pb
pilB 195 pb
fp 139 pb
tadA 220 pb
smf-1 422 pb
papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio

Continuacién del primer ensayo para dantificacion por PCR de punto final ties genes
relacionados con las fimbrias tipo (@ilB) en los aislados clinicasC 1, 2, 3a, 4b, 5, 6240,
T302, T533y T637
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Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gendadA, pilB y papGle los
aislados clinicos AC 1, 2, 3a, 4b y 5.

Control
No Templado ATCC 13637 AC1 AC2 AC 3a AC4b ACS
| | | | | | {_L‘
[ 1 [ 1 I 1 [ 1 [ 1 [ 1

MPM  tadA papC tadA pilB papC  tadA

pilB

papC  tadA  pils

papC tadA  pilB papC  tadA pilB ~ papC tad pilB

Gen Tamatio del
relacionado  producto

pild] 201 pb

pild2 180 pb

pilB 195 pb
V3 139 pb
tad4 220 pb

Gel de agarosa al 1% tefiido conbromuro de etidio

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de geneadA, pilB y papCde los
aislados clinicos AC 6, T240, T302533y T673.

Aislado Aislado Aislado Aislado Aislado Aislado

clinico 5 clinico 6 clinico T240  clinico T302 clinico 7533 clinicoT673
] ]

[ 1| 1 [ 1 [ 1 1 1
papC  tadA pilB papC  tadA pilB papC  tadA pilB papC  tadA pilB papC  tadA  pilB papC

pilB

Gen Tamario del
relacionado  producto

pild] 201 pb
pild2 180 pb

pilB 195 pb

Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio

Segundo ensayo para tientificacion por PCR de punto final bs genes relacionados con las
fimbrias tipo IV (tadA, pilB y papQ en los aislados clinicasC 1, 2, 3a, 4b, 5, 67240, T302,
T533y T637
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Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gendlp y pilAl de los
aislados clinicos SM 1, 2, 3, 4,5, 7,8, 10,12y 17.

flp iIA1
I i

[ [ |

MPM  NTC Atcc  SM1  SM2 SM3  SM4 SM5 SM7 SM8 SM10 SM12 SM17 NTC Atcc  SM1  SM2  sM3 SM4  SM5

Gen Tamaiio del

relacionado  producto
pildl 201 pb

Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gengslAl y pilB de los
aislados clinicos SM 1, 2, 3, 4,5, 7,8, 1@y 17.

pilAl pilB

J |
f \ [ \

MPM SM7 SM8 SMI10 SM12 SM17 NTC ATCC SM1 SM2 SM3 SM4 SM5 SM7 SM8 SMI0 SMI2 SM17

Gen Tamaiio del
relacionado  producto

pildl 201 pb

pild2 180 pb

pilB 195 pb
Mo 19
tadA 220 pb

Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio

Primer ensayo para ldéntificaciéon por PCR de punto final tbes genes relacionados con las
fimbrias tipo IV (flp, pilAl ypilB)enlos aislados clinicoSM 1, 2, 3, 4, 5,6, 7,8, 10, 12y 17.
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Gel de agarosagara la amplificacion de los fragmentos de gendlp, pilAl y pilB de los
aislados clinicos SM 1, 2, 3,4y 5.

Control
No Templado ATCC 13637 SM 1 SM 2 SM 3 SM 4 SM 5
| | | | | | |

[ 1 [ 1 [ 1 [ 1 [ 1 [ 1 [ |
MPM  flp pilA1  pilB flp pilA1  pilB flp pilA1  pilB fip pilA1  pilB flp pilA1  pilB flp pilA1  pilB flp

Gen Tamatio del
relacionado  producto

pild] 201 pb
Ppild2 180 pb
pilB 195 pb
fip 139 pb
tadA 220 pb
smf-1 422 pb
papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genélp, pilAly pilB de los
aislados clinicos SM 5, 7, 8, 10, 12y 17.

SM 5 SM 7 SM 8 SM 10 SM 12 SM 17

1 J 1 J J J

[ 1 [ 1 [ 1 [ 1 [ 1 [ 1
MPM  pilA1  pilB flp pilA1  pilB flp pilA1 pilB fip pilA1  pilB fip pilA1  pilB pilA1  pilB

Gen Tamatio del
relacionado  producto

10 000 bp

pildl 201 pb

pild2 180 pb
1000 bp

pilB 195 pb

fip 139 pb
tad4 220 pb
smf-1 422 pb
papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio

Segundensayo para lalentificacion por PCR de punto final lbs genes relacionados con las
fimbrias tipo IV (flp, pilA1 ypilB)enlos aislados clinicoSM 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 10, 12 y 17.
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Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genesnf, pilA2, tadAy papC
de los aislados clinicos SM 1, 2y 3.

Control
No Templado ATCC 13637 SM 1 SM 2 SM 3
| | | | |

L 1 [ 10 1 [ 1 [
MPM  smf pilA2  tadA papC smf pilA2 tadA papC smf pilA2 tadA papC smf pilA2 tadA papC smf pilA2 tadA

Gen Tamaiio del
relacionado  producto

pild] 201 pb

10000 bp

pild2 180 pb

pilB 195 pb
500bp S 139 pb
tadA 220 pb
roare _PILITIPOTSMEL
smf-1 422 pb
papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genesnf, pilA2, tadAy papC
de los aislados clinicos SM 3, 4,5, 7, 8 y 10.

SM 3 SM 4 SM 5 SM7 SM 8 SM 10

I—lﬂl l 1 [ l | . 1 A l 1 { l 1|

MPM  papC  smf pilA2 tadA  papC smf pilA2 tadA papC smf pilA2 tadA papC smf pilA2  tadA  papC smf pilA2

Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio ] papC 184 pb

Primer ensayo para ldentificacion por PCR de punfmal delos genes relacionados con las
fimbrias tipo IV (smf, pilA2, tadA papQ enlos aislados clinicoSM 1, 2, 3, 4,5, 7, 8 y 10.
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Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genesnf, pilA2, tadAy papC
de los aislados clinicos SMO, 12 y 17.

SM 10 SM 12 SM 17

I J J

[ 1 [ 1 | |

MPM tadA papC  smf pilA2 tadA papC  smf pilA2 tadA  papC

Gen Tamatio del
relacionado  producto

pildl 201 pb
pild2 180 pb
pilB 195 pb
Sp 139 pb

Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio

Continuacién deprimer ensayo para laentificacion por PCR de punto final ties genes
relacionados con las fimbrias tipo (¥mf, pilA2, tadAy papQ enlos aislados clinicoSM 1,
2,3,4,5,7,8y10.
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Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genesnf, pilA2, tadAy papC
de los aislados clinicos SM 1, 2y 3.

Control

No Templado ATCC 13637 S'Vl' 1 SM 2 SM13
| | |

[ 1 [ [ [ 1 [ 1

MPM  smf pilA2 tadA papC smf pilA2 tadA papC smf pilA2 tadA papC smf pilA2 tadA papC smf pilA2 tadA

Gen Tamaiio del
relacionado  producto

pildl 201 pb
pild2 180 pb
PpilB 195 pb
S 139 pb
tadA 220 pb
smf-1 422 pb
papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genesnf, pilA2, tadAy papC
de los aislados clinicos SM 3, 4, 5, 7, 8 y 10.

SM 3 SM 4 SM 5 SM 7 SM 8 SM 10

l_‘_\l l ) [ l 1 [ l 1 [ l \1_1_\

MPM papC smf pilA2 tadA papC smf pilA2 tadA papC smf pilA2 tadA papC smf pilA2 tadA papC smf pilA2

Gen Tamaio del
relacionado  producto

pildl 201 pb
pild2 180 pb
PpilB 195 pb
flp 139 pb
tadA 220 pb
smf-1 422 pb
papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio

Segundo ensayo para tientificacion por PCR de punto final lbs genes relacionados con las
fimbrias tipo IV (smf, pilA2, tadA papQ enlos aislados clinicoSM 1, 2, 3, 4,5, 7, 8 y 10.
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Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genesnf, pilA2, tadAy papC
de los aislados clinicos SM 10, 12y 17.

SM 10 SM 12 SM 17
J J
— | - \
tadA papC smf pilA2 tadA papC smf pilA2 tadA papC MPM

Gen Tamaiio del
relacionado  producto

pildl 201 pb
pild2 180 pb
pilB 195 pb
i 139 pb
tadA 220 pb

Continuacién desegundo ensayo para kentificaciéon por PCR de punto final s genes
relacionados con las fimbrias tipo (¥mf, pilA2, tadA papQ enlos aislados clinicoSM 1,
2,3,4,5,7,8y10.
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Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genesnf, pilAl,pilA2 y pilB
de los aislados clinicos SM 13, 14y 15.

Control
No Templado ATCC 13637 SM 13 SM 14 SM 15

A A A

[ | | | | |

MPM  smf pilAl pilA2 pilB smf  pilAl pilA2 pilB smf  pilAl pilA2 pilB smf  pilAl pilA2 pilB  smf pilAl pilA2

Gen Tamaiio del

relacionado  producto
pildl 201 pb
pild2 180 pb
pilB 195 pb

Gel de agarosa al 1% tefiido conbromuro de etidio

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genesnf, pilAl,pilA2 y pilB
de los aislados clinicos SM 15, 18, 22, 23y 25.

SM 18 SM 22 SM 23 SM 25

— l | l ) [ 1 ) [ 1 )

MPM  pilB smf  pilAl pilA2 pilB smf pilAl  pilA2 pilB smf  pilAl pilA2 pilB smf  pilAl pilA2 pilB

SM 15

relacionado  producto

10 000D pildl 201 pb
pild2 180 pb
1000 bp pilB 195 pb

500 bp

Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio

Primerensayo para lalentificacién por PCR de punto final ties genes relacionados con las
fimbrias tipo IV (smf, pilAl, pilA2 yilB) enlos aislados clinicoSM 13, 14, 15, 18, 22, 23y
25.
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Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genesnf, pilAl, pilA2 y pilB
de los aislados clinicos SM 13, 14y 15.

Control
No Templado Atcc 13637 SM 13 SM 14 SM 15

) ]
[ ) [ \ [ | | |

MPM  smf pilAl pilA2 pilB smf pilAl pilA2 pilB smf pilAl pilA2 pilB smf  pilAl pilA2 pilB smf pilAl pilA2

10 000 bp

Gen Tamaiio del
relacionado  producto

pildl 201 pb
1000 bp

pild2 180 pb

pilB 195 pb
fip 139 pb
tadA 220 pb
smf-1 422 pb
papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genesnf, pilAl, pilA2 y pilB
de los aislados clinicos SM 15, 18, 22, 23y 25.

SM 18 SM 22 SM 23 SM 25

SM 15
| 1 ) [ l ) | l ) [ : )

MPM  pilB smf pilAl pilA2 pilB smf pilAl  pilA2 pilB smf pilAl pilA2 pilB smf pilAl  pilA2 pilB

relacionado  producto
pildl 201 pb
1000 bp: pild2 180 pb
ilB 195

500bp £ o
Sp 139 pb

tadA 220 pb

smf-l 422 pb

papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio

Segundensayo para lalentificacion por PCR de punto final lbs genes relacionados con las
fimbrias tipo IV (smf, pilA1,pilA2 y pilB) enlos aislados clinicoSM 13, 14, 15, 18, 22, 23y
25.
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Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gengadA, flpy papCde los
aislados clinicos SM 13, 14, 15y 18.

Control SM 13 SM 14 SM 15 SM 18

No Templado  ATCC 13637
— 1 1 I 1
' L | ) [ [ \

MPM  tadA flp papC tadA flp papC tadA flp papC tadA flp papC tadA  flp papC tadA flp papC

Gen Tamaiio del
relacionado  producto

10.000 bp

pildl 201 pb
Ppild2 180 pb
1000 bp
pilB 195 pb
/o 139 pb
tadA 220 pb

-
Gel de agarosa al 1% tefiido conbromuro de etidio

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gengadA, flpy papCde los
aislados clinicos SM 22, 23 y 25.

SM 22 SM 23 SM 25
[ ] [ | - \
MPM tadA flp papC tadA flp papC tadA flp papC

Gen Tamaiio del
relacionado  producto

10 000 bp

pildl 201 pb
pild2 180 pb
1000 bp
pilB 195 pb
fip 139 pb
tadA 220 pb
smf-1 422 pb
papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio

Primerensayo para lalentificacion por PCR de punto final ths genes relacionados con las
fimbrias tipo IV (tadA, flpy papC)enlos aisladoslinicosSM 13, 14, 15, 18, 22, 23 y 25.
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Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gendadA, flpy papCde los
aislados clinicos SM 13, 14, 15y 18.

Control

No TeTpIado ATCC il3637 SM113 SM 14 SM 15 SM 18
[ A | l 1 [ l [ l 1

MPM TadA flp papC TadA flp papC TadA flp papC TadA flp papC TadA flp papC TadA flp  papC

Gen Tamaiio del
relacionado  producto

pild] 201 pb
Ppild2 180 pb

1000 bp
pilB 195 pb

Ao 139 pb

tadA 220 pb

smf1 422 pb

papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% tefido conbromuro de etidio

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de geneadA, flpy papCde los
aislados clinicos SM 22, 23y 25.

SM 22 SM 23 SM 25

A J |

Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio

Segunda@nsayo para lalentificacion por PCR de punto final bs genes relacionados con las
fimbrias tipo IV (tadA, flpy papC)enlos aislados clinicoSM 13, 14, 15, 18, 22, 23 y 25.

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genesnf, papC, flpy tadAde
los aislados clinicos SM 117, 108A y 109A.
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Control
No Templado ATCC 13637 SM 117 SM 108A SM 109A

A A )

[ \[ 1 [ )\ [ \ [ \

MPM smf papC flp tadA smf papC flp tadA smf papC flp tadA smf papC flp tadA smf papC flp

Gen Tamaiio del
relacionado  producto

pildl 201 pb
pild2 180 pb
pilB 195 pb
flp 139 pb
tadA 220 pb
smf-1 422 pb
papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genesnf, papC, flpy tadAde
los aislados clinicos SM 109A, 110, 111, 11315B.

SM
109A SM 110 SM 111 SM 113 SM 1158

!'L\( l 1 [ 1 \ [ l \[ l 1

MPM tadA  smf papC flp tadA smf papC flp tadA smf papC flp tadA smf papC flp tadA

3

Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio

Primerensayo para lalentificacién por PCR de punto final tbes genes relacionados con las
fimbrias tipo IV (smf, papC, flpy tadA) enlos aislados clinicoSM 117, 108A y 109A110,
111,113y 115B.

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genesnf, papC, flpy tadAde
los aislados clinicos SM 117, 108A y 109A.
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Control
No Templado ATCC 13637 SM 117 SM 108A SM 109A

A A A A

[ \ [ | \ [ ) [ \

MPM smf papC flp tadA smf papC flp tadA smf papC flp tadA smf papC flp tadA smf papC fip

Gen Tamaiio del
relacionado  producto

pildl 201 pb
pild2 180 pb
pilB 195 pb
fip 139 pb
tadA 220 pb
smf-1 422 pb
papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genesnf, papC, flpy tadAde
los aislados clinicos SM 109A, 110, 111, 11315B.

SM
109A SM 110 SM 111 SM 113 SM 1158

f—L\l l \ [ l 1 [ 1 [ 1 1

MPM tadA smf papC flp tadA smf papC flp tadA smf papC flp tadA smf papC flp tadA

Gen Tamaiio del
relacionado  producto

pildl 201 pb
pild2 180 pb
PpilB 195 pb

fp 139 pb
tadA 220 pb
smf-1 422 pb
papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio

Segunda@nsayo para lalentificacion por PCR de punto final bs genes relacionados con las
fimbrias tipo IV (smf, papC, flpy tadA) enlos aislados clinicoSM 117, 108A y 109A110,

111,113y 115B.

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gengslAl, pilA2y pilB de los
aislados clinicos SM 17, 108A, 109A y 110.
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Control
No Templado ATCC 13637 SM 17 SM 108A SM 109A SM 110

) A J )

[ L ( L[ ) [ ) | \
MPM  pilAl  pilA2 pilB pilAl pilA2 pilB pilAl pilA2 pilB pilAl pilA2 pilB pilAl pilA2 pilB  pilAl pilA2 pilB

Gen Tamaiio del
relacionado  producto

10 000bp pildl 201 pb

pila2 180 pb

1000 bp
pilB 195 pb
Sp 139 pb
tadA 220 pb
i
smf-1 422 pb
papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gengslAl, pilA2 y pilB de los
aislados clinicos SM 111, 113, 115B, 11791y 121.

SM 111 SM 113 SM 115B SM 117 SM 119 SM 121

) ) ) J ) A

[ ) [ | ) [ 1| | \

MPM  pilAl pilA2 pilB pilAl pilA2 pilB pilAl pilA2 pilB pilAl pilA2 pilB pilAl pilA2 pilB  pilAl pilA2 pilB

Gen Tamaiio del
relacionado  producto

10 000bp pildl 201 pb
pild2 180 pb
1000 bp pilB 195 pb
500 bp 7 139 pb
tadA 220 pb
smf-1 422 pb
papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio

Primerensayo para lalentificacion por PCR de punto final e genes relacionados con las
fimbrias tipo IV (pilAl, pilA2y pilB) enlos aislados clinicoSM 17, 108A y 109A 110, 111,
113,115B 117,119y 121

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gengslAl, pilA2y pilB de los
aislados clinicos SM 17, 108A, 109A y 110.
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Control
No Templado ATCC 13637 SM 17 SM 108A SM 109A SM 110

J ) J J A )

[ \ [ [ [ (| | \
MPM pilA1 pilA2 pilB pilA1 pilA2 pilB pilAl pilA2 pilB pilAl pilA2 pilB pilA1 pilA2 pilB pilA1  pilA2 pilB

Gen Tamailo del
relacionado  producto

pild1 201 pb
pild2 180 pb

pilB 195 pb

Mo 19p

Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de gengslAl, pilA2y pilB de los
aislados clinicos SM 111, 113, 115B, 11119y 121.

SM 111 SM 113 SM 115B SM 117 SM 119 SM 121

) A ) ) A )

[ ) [ ) [ ) [ || | \
MPM pilAl1 pilA2 pilB pilAl pilA2 pilB pilAl pilA2 pilB pilAl pilA2 pilB pilAl pilA2 pilB  pilAl pilA2 pilB
| il i il el B L .

Gen Tamailo del
relacionado  producto

10 0006p

pild1 201 pb

1000 bp

pild2 180 pb

500 bp pilB 195 pb
Sl 139 pb
tadA 220 pb

SRRy il e
Vo po A

Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio

Segunda@nsayo para lalentificacion por PCR de punto final bs genes relacionados con las
fimbrias tipo IV (pilAl, pilA2y pilB) enlos aislados clinicoSM 17, 108A y 109A 110, 111,
113,115B 117,119y 121

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genesnf, papC, flpy tadAde
los aislados clinicos SM 117, 119y 121.
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Control
No Templado ATCC 13637 SM 117 SM 119 SM 121

\ J A | )

[ ) [ | ) [ N \
MPM smf papC flp tadA smf papC flp tadA smf papC flp tadA smf papC flp tadA smf papC flp

Gen Tamafio del

relacionado  producto
pildl 201 pb
pild2 180 pb
pilB 195 pb
[ PUITRONVD |
S 139 pb
tadA 220 pb

smf-1 422 pb

papC 184 pb

Gel de agarosa al 1% teilido con bromuro de etidio

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genesnf, papC, flpy tadAde
los aislados clinicos SM 121, 122, 123, 124y 125.

Gel de agarosgara la amplificacion de los fragmentos de genesnf, papC, flpy tadAdel
aislado clinicos SM 126.
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